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. Introduction

Les infections respiratoires aigiiles sont un enjeu majeur de santé publique,
représentant 'une des principales causes de morbi-mortalité dans le monde. Les
pneumonies aiglies ont des étiologies infectieuses, dont le diagnostic est primordial
pour une prise en charge adaptée du patient en raison de leur fréquence et de leur
gravité potentielle. Parmi ces pneumonies aigles, les pneumonies communautaires
ont une incidence importante chez I'adulte, le sujet &gé ; et chez le jeune enfant dans
les pays en voie de développement. Le premier agent étiologique bactérien est
le Streptococcus pneumoniae, responsable d'une forme de pneumonie franche
lobaire, décrite comme « typique ». En opposition a ce tableau clinique, des bactéries
dites « atypiques » ont été décrites comme responsables de pneumonies
communautaires telles que Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae,
Chlamydia psittaci et Legionella spp, avec généralement un tableau clinique plus
progressif et plus frustre excepté pour la légionellose. Ces bactéries atypiques ne
poussent pas sur les milieux de culture conventionnels utilisés en microbiologie. Leur
identification sur prélévements respiratoires est difficile voire impossible en culture et
nécessite I'utilisation d’autres outils comme la biologie moléculaire ou la sérologie.
Etant intracellulaires strictes, ou dénuées de paroi, elles sont également naturellement
résistantes aux bétalactamines, traitement de premiére intention des pneumonies
bactériennes typiques.

Depuis 2020 et I'épidémie de SARS-CoV2, I'utilisation de PCR multiplexe (Polymerase
Chain Reaction) sur les différents prélevements respiratoires s’est généralisée dans
les laboratoires de biologie médicale, permettant au clinicien d’obtenir un diagnostic
étiologique plus rapide et plus exhaustif. Le nombre de panels PCR multiplexe
respiratoires disponibles a considérablement augmenté ces dernieres années, ciblant
divers pathogenes en fonction du kit choisi, selon le contexte du patient, les
pathogénes suspectés ou le contexte épidémiologique.

Dans ce contexte, la société ELITechGroup a mis sur le marché récemment le panel
PCR Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB, ciblant les bactéries atypiques M.
pneumoniae, C. pneumoniae, C. psittaci, L. pneumophila et Legionella non
pneumophila. L’'objet de ce travail est d’évaluer la place et la pertinence de ce panel
de biologie moléculaire pour le diagnostic de pneumonies bactériennes

communautaires a bactéries atypiques au sein du Centre Hospitalier de Valenciennes.
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II. Généralités

[1.1 Définitions

La pneumonie aigle se définit par I'atteinte du parenchyme pulmonaire distal, due a
un agent infectieux, qu’il soit bactérien, viral, parasitaire ou fongique. Cette définition
repose sur la présence de signes fonctionnels respiratoires fébriles, associée a une
imagerie thoracique évocatrice de ces atteintes parenchymateuses. Celle-ci se
développe lorsqu’'une quantité suffisante d’agents infectieux parvient a atteindre la
partie terminale de I'arbre respiratoire, malgré les systémes de défenses de celui-ci.
Cette prolifération microbienne provoque alors une inflammation locale et systémique,
accompagnée de la destruction des tissus. D’aprés les chiffres du Global Burden of
Disease Collaboration, les infections basses du systéeme respiratoire sont
responsables de 2.5 millions de déces dans le monde en 2023 (1). Les PAC
(pneumonies aigiies communautaires) sont la 1¢ cause de décés due aux infections
dans les pays occidentaux. Elles affectent tout particulierement les jeunes enfants, les
personnes agées, les patients immunodéprimés ou ceux avec des comorbidités. En
France, 500 000 nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année, avec une mortalité
de 2 a 5 %, pouvant atteindre 40 % chez les patients admis en réanimation
principalement en raison de complications comme le sepsis, l'insuffisance respiratoire
ou le syndrome de détresse respiratoire aigie (2), (3). Certains facteurs de risques de
pneumonies ont été identifiés comme I'age avancé, les antécédents de pneumonies
infectieuses (dont le COVID-19), le tabac, 'asthme et autres maladies chroniques
respiratoires, I'immunodépression, la pollution de l'air dans les milieux urbains et

industriels, les comorbidités cardiovasculaires et le diabéte (4).

Les pneumonies aigies font partie des 3 principales formes d’infections respiratoires
aiglles communautaires, touchant les voies aériennes inférieures avec la bronchite
aigue et I'exacerbation aigue de bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO).
Les PAC se déclarent en ville ou maximum 48h aprés I'hospitalisation du patient et
peuvent étre prises en charge soit en ambulatoire, soit a hépital, en fonction de la
gravité de celles-ci et des comorbidités du patient. Seuls 10 a 20 % des cas nécessitent
une hospitalisation pour leur prise en charge, mais représentent 90 % des dépenses

de santé dues aux PAC (2). Les infections respiratoires basses nosocomiales et de
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immunodéprimé sont différentes quant a leur mécanisme physiopathologique et aux

agents infectieux impliqués. Elles ne seront pas développées dans cette thése.

La pneumonie aiglie est une pathologie décrite depuis le 1Ve™e siécle avant J.C., par
Hippocrate, ou il dépeint un tableau clinique associant fiévre, toux, crachats et
douleurs (5). C’est en 1875 qu’'un médecin, E. Klebs, observe pour la premiere fois
des bactéries dans les voies respiratoires de patients décédés aprés une pneumonie
(5). En 1881, S. pneumoniae est découvert par deux microbiologistes, Louis Pasteur
le découvrant dans la salive et George M. Sternberg (6). Premiére bactérie identifiée
comme responsable de pneumonies, elle provoque des infections pulmonaires dont le
tableau clinique, dit « typique », a un début brutal, avec des signes cliniques francs
comme une fievre importante ou une douleur thoracique localisée et des images
radiologiqgues évocatrices de consolidation pulmonaire (7). Aussi appelée
« pneumonie franche lobaire aigie » (PFLA), les images en radiographie ou scanner
thoracique montrent une opacité dense, bien délimitée, généralement unilatérale
(Figure 1) (8).

Figure 1 : Radiographie du thorax d’'une pneumonie franche lobaire aigie droite
d’apres le Collége national des pédiatres universitaires, 2023 (8)

Sur cette radiographie pulmonaire, la zone d’opacité alvéolaire est entourée en rouge.
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Au début du XXeme siécle, la mortalité des pneumonies aigiies dépassent la mortalité
de la tuberculose, avant de diminuer dans la seconde moitié du XX®me siécle
notamment grace a l'utilisation des antibiotiques, a I'amélioration de la médecine et
aux nouvelles techniques chirurgicales, aux soins intensifs et a I'apparition des vaccins

antipneumococciques dans les années 1970 (5,9).

En opposition a cette forme typique, se distingue les formes « atypiques » de PAC,
avec des tableaux cliniques moins bruyants, un temps d’incubation plus long, une
imagerie thoracique différente et des symptémes d’apparition plus progressive par
rapport a S. pneumoniae (8,10). Initialement utilisé pour décrire les PAC attribuées
aux virus au XXéme siecle, le terme de « pneumonie a bactérie atypique » désigne
aujourd’hui les PAC dues a certaines bactéries spécifiqgues comme M. pneumoniae,
C. pneumoniae, C. psittaci, Legionella spp (L. pneumophila ou L. non pneumophila).
Ces formes de pneumonies, dites « atypiques », généralement moins séveres, figurent
parmi les plus fréquemment diagnostiquées en médecine de ville (11,12). A I'exception
de la Iégionellose, elles ne nécessitent une prise en charge hospitaliere que dans une
faible proportion de cas. Découverte en 1977 lors d’'un congrés de la Légion
Ameéricaine a Philadelphie, L. pneumophila a infecté 182 personnes et a provoqué 29
déces par pneumonie sévéere en se propageant grace au systeme de climatisation
(13). Parmi les bactéries atypiques développées dans cet exposé, c’est celle qui
provogue les infections les plus graves avec un tableau cliniqgue et une imagerie qui
se rapproche de ceux de S. pneumoniae.

Ces bactéries atypiques étant intracellulaires et/ou dépourvues de paroi, elles sont
naturellement résistantes aux bétalactamines, traitement de référence des PAC
bactériennes typiques. Ceci explique pourquoi ces étiologies de pneumonie sont

évoquées en cas d’échec thérapeutique aprés 48h de bétalactamines (10).

11.2 Structure et organisation fonctionnelle de l'appareil
respiratoire inférieur

11.2.1 Anatomie de I'appareil respiratoire bas

L’appareil respiratoire bas commence a partir de la trachée. Il se sépare en 2 avec la
bronche souche gauche pour le poumon gauche et la bronche souche droite pour le

poumon droit. A gauche, cette bronche principale se divise en 2 bronches lobaires : la
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bronche supérieure gauche, et la bronche inférieure gauche, tandis qu’a droite, la
bronche principale se divise en 3 bronches lobaires : la bronche supérieure droite, la
bronche moyenne droite et la bronche inférieure droite.

Ces bronches lobaires se prolongent ensuite en bronches segmentaires, puis en
bronchioles. A leur extrémité distale, la bronchiole terminale se termine en sac
alvéolaire, composé de plusieurs alvéoles, bien séparées par des cloisons inter-
alvéolaires : cet ensemble forme l'unité fonctionnelle appelée « acinus pulmonaire ».
Les acini sont regroupés entre eux formant une unité anatomique appelée « lobule
pulmonaire » (Figure 2) (14).

Le parenchyme pulmonaire chez 'Homme comprend 280 a 300 millions d’alvéoles,
représentant une surface d’échange gazeux de 80 m? entre I'air alvéolaire et le sang

des capillaires sanguins provenant des artéres pulmonaires, pauvre en oxygene (14).

Bronchiole |

Réseau \
de capillairas \_ "~ \

\ 3 f - Branche de Fartére pulmonaire
’ _Bronchiole respiratoire
/

/ ___— Alvéoles

Branche : - : AN
de la veine pulmonaire N i y - ) 7 pa

Bronchiole — [/ A \
respiratoire )

/) ™ Canal alvéolaire

Figure 2 : Bronchioles et alvéoles pulmonaires d’aprés Elsevier Masson, 2026

[1.2.2 L’épithélium de I'appareil respiratoire

Le parenchyme pulmonaire possede plusieurs barrieres protectrices. Il est
naturellement protégé des microorganismes pathogenes et d’autres agressions par
I'épithélium respiratoire des voies aériennes, le mucus, I'appareil muco-ciliaire et les

macrophages alvéolaires.
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Les agents pathogénes arrivent au niveau des voies respiratoires apres inhalation de

particules en suspension, exposant le parenchyme pulmonaire a un risque d’infection.

Ce risque d’infection est variable en fonction des quantités de microorganismes

inhalées, de la virulence du pathogéne et/ou de sa souche, du systéme immunitaire

de I'néte et de la présence de matériel de ventilation/d’intubation, dont la présence

altére le fonctionnement de I'appareil muco-ciliaire.

L’épithélium respiratoire est un épithélium pseudostratifié au niveau de la trachée et

des bronches. Le mot pseudostratifié fait référence au fait qu’il semble étre constitué

de plusieurs couches de cellules alors que toutes ses cellules sont accrochées a la

lame basale. Il est composé de (Figure 3) :

Cellules ciliées, les plus nombreuses. Ces cellules épithéliales ont a leur pble
apical une centaine de cils, qui mesurent 5 a 7 um de hauteur, a l'origine de la
clairance du mucus respiratoire.

Cellules caliciformes (ou goblet cells). Ces cellules épithéliales produisent le
mucus. Elles contiennent de nombreuses vacuoles de mucus dans leur
cytoplasme, stockées au pble apical, avant leurs expulsions.

Club cells (anciennement cellules de Clara). Ce sont des cellules épithéliales
sécrétoires, principalement présentes au niveau des bronchioles. Elles
produisent la protéine CC16 (Club Cell Secretory Protein) au réle anti-
inflammatoire et elles participent a la détoxification des substances inhalées
(enzymes du cytochrome P450). Elles peuvent également agir comme cellules
progénitrices, pour régénérer I'épithélium bronchiolaire en cas de Iésion.
Cellules basales. Elles servent de soutien aux autres cellules de I'épithélium et
d’ancrage a la membrane basale. Elles peuvent se différencier en cellules
ciliées ou cellules caliciformes, pour le renouvellement cellulaire de I'épithélium

respiratoire (15,16).
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Figure 3 : Schéma de I'épithélium respiratoire d’aprés Marcello et al, 2023 (15)

11.2.3 L'appareil muco-ciliaire

Le mucus forme une couche protectrice a la surface de I'épithélium respiratoire. Il
assure la lubrification et la protection physique des muqueuses contre les poussieres,
les allergénes et les microorganismes qui ne sont pas retenus par la cavité nasale, le
nasopharynx et le pharynx, qui eux arrétent toutes les particules dont le diamétre est
supérieur a 10 um.

Ce mucus est divisé en deux couches : une couche profonde fluide, et une couche
superficielle avec une viscosité plus importante. Il est composé a 95 % d’eau,
permettant la mobilité du mucus sur I'épithélium. Il est également composé de
mucines, des glycoprotéines de haut poids moléculaire donnant sa viscosité au mucus
et sa capacité a piéger les particules inhalées (14). Des électrolytes participent a son
hydratation (ions sodium, ions chlores, bicarbonates...), autorisant une meilleure
clairance par les cils respiratoires. On y trouve pour finir des protéines aux activités
antimicrobiennes comme des immunoglobulines de type IgA sécrétoires produites par
les lymphocytes tissulaires, des protéines du compléments, des défensines,

lactoferrines, lysozymes et phospholipase A2 (17).

Ce mucus est ensuite évacué vers les voies aériennes supérieures grace aux
battements coordonnés des cils : on parle alors de clairance mucociliaire (Figure 4)
(16).

En cas d’anomalie des battements de cils, le manque de clairance de ce mucus chargé

en particules inhalées et en agents pathogénes peut conduire a une infection. Par
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exemple, les virus respiratoires, comme le virus de la grippe, infectent et détruisent les
cellules ciliées entrainant une altération de la clairance muco-ciliaire. Cela permet a
des bactéries comme S. pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus
aureus ou S. pyogenes de proliférer et de provoquer une surinfection grace a une
clairance inefficace et une immunité locale affaiblie par le virus de la grippe. Les cas
de co-infections du virus de la grippe et S. aureus sont fréquents dans les périodes
épidémiques de grippe et peuvent étre gravissimes avec des pneumonies nécrosantes

post-grippales (18).

Figure 4 : Cils de l'appareil respiratoire en microscopie électronigue d’apres
histology.be (19)

D’autres anomalies peuvent également altérer le fonctionnement de I'appareil muco-
ciliaire, comme la mutation génétique CFTR du canal chlore rencontrée dans la
mucoviscidose. Cette mutation est responsable d’'une hyperviscosité du mucus par un
défaut de transport des ions chlores CI- et donc un défaut d’hydratation du mucus, le
rendant plus épais, visqueux et adhérent. Il va alors s’accumuler dans les bronches,

entrainant des obstructions et des infections chroniques respiratoires (20).

11.2.4 Les alvéoles pulmonaires

Les alvéoles sont le lieu ou se produisent les échanges gazeux par diffusion passive

a travers la barriere alvéolo-capillaire. Elles ont un diamétre de 100 um a I'expiration,
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300 um a l'inspiration et sont entourées d’un important réseau de capillaires sanguins,

formé & partir des artéres pulmonaires.

La barriere alvéolo-capillaire est constituée d’une couche de cellules endothéliales,
d’'une membrane basale et d’'une couche de cellules épithéliales respiratoires. Ces
cellules épithéliales sont les pneumocytes de type 1, et de type 2.

Les pneumocytes de type 1 représentent 95 % de la surface des alvéoles pulmonaires
et sont de fines cellules aplaties et allongées. Elles assurent les échanges gazeux
entre l'air alvéolaire et les capillaires sanguins par diffusion grace a leur faible
épaisseur. Les pneumocytes de type 2, moins nombreux que les pneumocytes de type
1, peuvent servir de cellules progénitrices capables de remplacer les pneumocytes de
type 1 et produisent le surfactant pulmonaire. Cette substance tensioactive composée
de protéines et de lipides est indispensable au maintien de I'ouverture alvéolaire. Elle
recouvre la surface des alvéoles et des bronchioles, réduisant la tension de surface et
empéchant l'affaissement des alvéoles lors de I'expiration. Sans surfactant, les
alvéoles adhéreraient les unes aux autres lors de I'expiration rendant la prochaine

inspiration difficile (21).

Les macrophages alvéolaires constituent la premiéere ligne de défense du systeme
immunitaire pour protéger le parenchyme pulmonaire. Dans les conditions
physiologiques, les macrophages intra-alvéolaires vont phagocyter le faible inoculum
bactérien échappant a I'appareil muco-ciliaire, qui atteint les alvéoles pulmonaires.
Quand leur capacité phagocytaire est dépassée, la réaction inflammatoire locale se
déclenche (4). Présents librement dans la lumiére alvéolaire, ils attestent de l'origine
profonde des expectorations utilisées lors des ECBC (Examen Cytobactériologique

des Crachats) et par conséquent, de leur qualité.

11.2.5 Microbiotes respiratoires et infections

La présence seule d'une bactérie pathogéne ne peut expliquer le tableau de
pneumonie. Elle doit étre en quantité importante d’ou I'élaboration de seuils quantitatifs
sur les différents préléevements respiratoires pour les bactéries responsables
d’infections respiratoires cultivables sur les milieux de culture utilisés au laboratoire de

biologie médicale (22,23). Ces seuils permettent de différencier une colonisation
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bactérienne des voies respiratoires d’'une infection respiratoire basse, puisque
'Homme posséde un microbiote oro-pharyngé ou le portage asymptomatique de
certains pathogenes est fréquent. Par exemple, le portage nasopharyngé chez
’'Homme en population générale de S. aureus peut étre permanent ou transitoire chez
respectivement 20 % et 30 % des personnes en population générale (24,25). N.
meningitidis peut également coloniser les voies aériennes respiratoires avec une
prévalence de 5 % chez I'enfant, avant d’atteindre son pic de prévalence de 23,9 %

chez les jeunes adultes de 19 ans (26).

L’Homme posséde plusieurs microbiotes au role barriére protecteur, empéchant la
colonisation et la multiplication d'un pathogéne chez I'héte. Les microbiotes
respiratoires forment un continuum de I'oropharynx au poumon, avec un microbiote
pulmonaire dérivant du microbiote oro-pharyngé. Les méthodes de séquencage
métagénomique réalisées sur des prélevements respiratoires profonds ont permis de
remettre en cause le dogme du poumon stérile (27). Les espéces bactériennes
dominantes de ces deux microbiotes sont globalement identiques chez le sujet sain,
avec les Bacteroidetes, qui représentent 50 % de la diversité pulmonaire (Prevotella,
Veillonella, Fusobacterium, Porphyromonas), les Firmicutes avec Streptococcus (dont
S. mitis, S. oralis, S. infantis,...), les Proteobacteria avec Neisseria et Haemophilus et
les Actinobacteria avec Rothia (Figure 5) (27,28).

H 4ctinobactana/Corynebacterium
B Other Actinobactarnia

W Bactsroidetes/Prevotelia
EOther Bacteroidetes

BF irmecutes/Staphylococcus

OUter rlng: N BFirmicutes'Streptococcus
Middle ring: OP BF irmicutes/V elfionetla

s B Other Firmicutes

Inner ring: LUL mProleobacteriaHaemophilus
B Protecbacteralleissena

B Other Proteobaciena
BFusobacteria

W Other

Figure 5 : Espéces bactériennes prédominantes au sein des microbiotes oro-pharyngé
et pulmonaire d’aprés Hilty et al, 2010 (27)

OP = oropharynx, LUL = lavage broncho-alvéolaire.
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En 2 mois de vie, le microbiote pulmonaire a achevé sa maturation et joue des réles
primordiaux dans I'homéostasie pulmonaire. |l joue un rdle dans [l'architecture
pulmonaire, un réle de barriere par exclusion compétitive en privant les bactéries
pathogenes de nutriments, un rdle dans l'immunité innée et adaptative, mais
également dans 'éducation du systéme immunitaire (28).

Les bactéries ne sont pas les seuls micro-organismes composant ce microbiote. On
peut y retrouver des virus, principalement des bactériophages mais aussi les
Anelloviridae (dont le Torque teno virus), les Herpersviridae (dont le Cytomegalovirus,
'Epstein Bar Virus, les Herpés Simplex Virus), des Papillomavirus humains. On peut
y retrouver également des protozoaires comme Entamoeba gingivalis, ou
Trichomonas tenax qui lui vit principalement dans le tartre dentaire, mais également

des champignons comme Candida, Saccharomyces, et Aspergillus (29,30).

11.3 Les PAC a bactéries atypiques

Comme évoqué plus tét dans cet exposé, certains éléments sont évocateurs d’une
pneumonie a bactéries atypiques. Le plus évocateur est I'échec thérapeutique a 48h
d’un traitement bien conduit par bétalactamines lors de la réévaluation systématique
des patients atteints de PAC. Un début progressif en 2 a 3 jours et un temps
d’incubation plus long sont aussi évocateurs d’'une PAC a bactéries atypiques.
Cependant, ces deux derniers arguments ne sont pas vrais pour la légionellose avec
des cas de pneumonies graves d’emblée, contrairement a la plupart des PAC
subaigiies dues a M. pneumoniae, C. pneumoniae et C. psittaci. Ces PAC subaigies
ont une clinique aspécifique. Elles montrent des atteintes pulmonaires a type infiltrats

irréguliers ou interstitiels diffus souvent bilatéraux (Figure 6).
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Figure 6 : Radiographie thoracigue montrant des infiltrats bilatéraux dus a M.
pneumoniae d’apres le Collége national des pédiatres universitaires, 2023 (8)

La Iégionellose a une imagerie montrant des opacités alvéolaires uni ou bi-lobaires et

des images de consolidation. Ses images sont plus proches de celles de la PFLA (31).

Bien que la majorité des cas de pneumonies atypiques soient sporadiques, il existe
des épidémies communautaires liées a ces bactéries atypiques. M. pneumoniae et C.
pneumoniae sont des bactéries a transmission interhumaine peu contagieuses
responsables d’épidémies au sein d’'un foyer familial, ou des lieux comme des
casernes, des écoles, des internats étudiants ou tout autre lieu avec contacts
rapprochés et prolongés. Ces contextes épidémiques pour ces 2 bactéries sont des
éléments évocateurs a prendre en compte pour le clinicien. La Iégionellose est due a
une contamination environnementale, alors que C. psittaci a une transmission
zoonotique (10).

Enfin, la présence de manifestations extra-pulmonaires permet d’orienter le clinicien
vers les bactéries atypiques. Elles sont variées et surtout présentes dans les infections

a M. pneumoniae (32).
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11.3.1 Mycoplasma pneumoniae

[1.3.1.1 Généralités sur M. pneumoniae

M. pneumoniae appartient au genre Mollicutes et a été identifi€ comme agent de
pneumonie atypique dans les années 1960 (33). Parmi les 18 espéces de
mycoplasmes retrouvés chez 'Homme, seuls M. pneumoniae, M. genitalium, M.
hominis et U. urealyticum sont décrits comme sources d’infection chez 'Homme
(Tableau 1) (33).

Tableau 1 : Principales espéces de Mycoplasma impliguées en pathologie humaine
(34—36)

IST = infections sexuellement transmissibles.

) , Fréquence d’'implication
Type d’infections o
clinique

_ Infections respiratoires supérieures o
M. pneumoniae o Tres frequent
et inférieures

o IST (cervicite, urétrite, maladie ]
M. genitalium . . ] Frequent
inflammatoire pelvienne)

Commensal des voies urogénitales. .
o o o _ Rare, pathogéne
M. hominis Endomeétrite, salpingite, atteintes _
_ _ _ _ ) opportuniste
articulaires, infections néo-natales

Commensal des voies urogénitales. Rare, pathogéne

U. urealyticum o _
Urétrite opportuniste

M. genitalium possede le plus petit génome des mycoplasmes (37). Celui de M.
pneumoniae fait 816 394 paires de bases, codant pour 687 genes. Les génomes de
faible taille des espéces appartenant au genre Mollicutes et leur faible capacité
biosynthétique pour de nombreux métabolites essentiels (acides aminés, lipides,
nucléotides, cofacteurs enzymatiques, ...) expliquent les difficultés a obtenir des
cultures in-vitro et leurs particularités biologiques (38). En effet, les mycoplasmes sont
incapables de synthétiser de parois cellulaires de peptidoglycanes, car les genes
responsables permettant ce processus sont absents de leurs génomes. Cela les rend

impossible a classifier avec la coloration de Gram et les rend également naturellement
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résistants aux bétalactamines en raison de I'absence de paroi, mais aussi de leur

caractére intracellulaire (38).

Ce sont des pathogénes intracellulaires, pouvant pénétrer dans de nombreuses

cellules humaines, animales ou végétales, en fonction de leur tropisme infectieux (39).

11.3.1.2 Cycle de réplication de M. pneumoniae

Pour effectuer son cycle intracellulaire, M. pneumoniae va se fixer a ses récepteurs a
la surface des cellules contenant de I'acide sialique, grace a ses adhésines P1 qui ont
une forte affinité pour les cellules épithéliales respiratoires (40). L’adhésine P1 est une
protéine de 170kDa, avec des variations permettant de séparer en deux types
principaux I'espéce M. pneumoniae : le type 1 et le type 2 (41). Cette adhésion se fait
par une des extrémités du mycoplasme, le «tip », ou I'adhésine P1 est en forte

concentration (Figure 7).

Figure 7 : M. pneumoniae en microscopie d’aprés Atkinson et al, 2008 (42)

Cette fixation va entrainer un arrét de I'activité ciliaire et la formation d’'invaginations a
la surface de la cellule épithéliale aprés réarrangement du cytosquelette, qui vont se
transformer en vésicules d’endocytose permettant l'internalisation de M. pneumoniae.
Une fois dans la cellule, une partie de ces vésicules sera détruite par fusion avec des
vésicules lysosomales ou par autophagie. S’il survit, M. pneumoniae peut rester dans
sa vésicule d’endocytose, mais va majoritairement perdurer dans le cytoplasme,
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proche du noyau cellulaire ou bien dans le noyau. La bactérie va alors se multiplier
dans la cellule lentement et durablement, avec une potentielle persistance a I'état

latent (Figure 8).
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Figure 8 : Cycle réplicatif intra-cellulaire de M. pneumoniae d’aprés Xiu et al, 2024 (39)

Certains mycoplasmes vont étre libérés par exocytose dans le milieu extracellulaire
afin d’éviter cette dégradation par les lysosomes et persister dans le milieu
extracellulaire. lls peuvent aussi se disséminer dans la circulation systémique ou
infecter d’autres cellules voisines. La présence extra-cellulaire va permettre de
coloniser la surface des muqueuses respiratoires en adhérant étroitement aux cellules
épithéliales ciliées perturbant I'activité ciliaire et diminuant la clairance de M.
pneumoniae. Cela va favoriser sa persistance prolongée dans I'appareil respiratoire
du patient de maniere asymptomatique ou la présence de symptdomes respiratoires
chroniques (43).

Au cours de linfection, M. pneumoniae produit une toxine appelée CARD TX

(Community-acquired Respiratory Distress syndrome Toxin) se fixant au surfactant
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pulmonaire et entrainant des lésions de I'épithélium respiratoire. Elle est trés

immunogéne et peut étre un gene cible de détection par PCR (41).

11.3.1.3 Infections dues a M. pneumoniae

M. pneumoniae a un tropisme respiratoire avec les cellules bronchiques humaines,
mais aussi les hépatocytes humains et les macrophages (39). Cette bactérie est
responsable d’infections des voies respiratoires supérieures et inférieures. Les entités
cliniques les plus souvent retrouvees sont la pharyngite aigie et la trachéobronchite,
surtout chez I'enfant (44).

Sa transmission interhumaine se fait par voie respiratoire, donnant dans les cas les
plus graves des pneumonies, décrites comme subaigles, bénignes et spontanément
résolutives. Les pneumonies due a M. pneumoniae ont des tableaux cliniques non
spécifiques avec un début progressif, un syndrome fébrile, des signes ORL et une toux
séche sans altération de I'état général. Elles nécessitent dans la plupart des cas une
prise en charge ambulatoire, d’ou le terme de « walking pneumonia ».

Ces PAC sont fréquentes chez les enfants scolarisés de 5 a 15 ans et chez les jeunes
adultes. M. pneumoniae est responsable d’épidémies fréquentes dans les endroits
clos tels que des écoles, des collectivités comme des universités, foyers ou casernes.
Une étude faite en Chine sur la séroprévalence des IgG anti-M. pneumoniae chez les
enfants 4gés de 0 a 6 ans a mis en évidence une augmentation importante de cette
séroprévalence avec I'age. Elle passe de 10 % chez les enfants de moins d’'un an a
32,5 % chez ceux agés de 6 ans. L’augmentation la plus marquée est observée entre
4 et 6 ans, avec une séroprévalence passant respectivement de 20,2 % a 32,5 %.
Cette évolution coincide avec le début de la scolarisation et I'entrée en maternelle,
période de forte exposition a M. pneumoniae (45). Les PAC dues a cette bactérie sont

plus rares a I'age adulte (46).

Les épidémies dues a M. pneumoniae se propagent lentement et peuvent durer
longtemps en lien avec la longue période d’incubation de M. pneumoniae allant de 4 &
20 jours. Certaines études montrent également de nombreuses formes de portages
asymptomatiques de M. pneumoniae, pouvant étre des réservoirs de cette bactérie et
une source importante de transmission (10,47). Ces épidémies ont un caractere

cyclique, tous les 3 & 7 ans. L'adhésine P1 de M. pneumoniae est une protéine trés
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immunogéne divisée en deux génotypes 1 et 2. Une infection par M. pneumoniae induit
une forte réponse en anticorps anti-M. pneumoniae spécifigue du génotype
d’adhésine. La baisse de I'immunité collective et 'émergence de nouveaux variants
d’adhésine P1 expliquent pourquoi ces pics épidémiques de M. pneumoniae sont tous
les 3 a7 ans (43).

11.3.1.4 M. pneumoniae et manifestations extra-pulmonaires

Les manifestations extra-pulmonaires sont soit des Iésions directes dues a l'infection,
soit des lésions d'origine auto-immune. La présence d’auto-anticorps aprés une
infection serait due a une similitude antigénique entre glycoprotéines membranaires
de M. pneumoniae et certains tissus humains, entrainant des manifestations auto-
immunes post-infectieuses. Les plus fréquentes sont dermatologiques et
neurologiques. Les manifestations cutanées peuvent étre un érytheme polymorphe
(Figure 9), un érythéme noueux ou bien un syndrome de Steven-Johnson (32).

Sur les 1309 patients agés de plus de 15 ans et 3 mois inclus dans I'étude frangaise
MYCADO, les manifestations extra-pulmonaires étaient présentes chez 12 % des
patients hospitalisés ayant une infection respiratoire a M. pneumoniae (32). En
pédiatrie, une association pneumonie et érytheme polymorphe doit faire évoquer une
infection par & M. pneumoniae au pédiatre. La guérison de cet érythéme polymorphe
se fait spontanément en 2 a 3 semaines, jusqu’a 6 semaines dans les formes graves
(48,49).

Figure 9 : Erythéme polymorphe dii & M. pneumoniae d’aprés Larquey et al, 2016 (49)
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Concernant les formes neurologiques, les encéphalites et le syndrome de Guillain
Barré sont les formes les plus fréquentes et les plus graves. D’autres manifestations
extra-pulmonaires plus rares sont possibles comme des anémies hémolytiques auto-
immunes due a des agglutinines froides, des thromboses, thrombopénies,

vascularites, myalgies, péricardites, endocardites, ou glomérulonéphrites (32).

11.3.2 Chlamydia spp.

11.3.2.1 Généralités sur Chlamydia

La famille Chlamydiaceae comprend 15 especes de Chlamydia, nouvellement
appelées Chlamydophila. Elles peuvent étre source d’'un large éventail d’infections
aussi bien chez 'lHomme que chez les animaux. Chez ’'Homme, 3 bactéries sont bien
connues pour étre pathogéenes : C. trachomatis, C. psittaci et C. pneumoniae (Tableau
2). C. trachomatis est la premiére cause d’infections bactériennes sexuellement
transmissibles et de trachomes dans le monde. Souvent asymptomatiques, les
infections a C. trachomatis peuvent provoquer des grosses extra-utérines et une
infertilité tubaire. C. psittaci, quant a elle, est responsable de zoonoses chez 'Homme
avec comme réservoir et foyers primaires d’infections les oiseaux de la famille des
Psittacidae. Enfin, C. pneumoniae est associée a de nombreuses infections
respiratoires hautes et basses chez 'Homme. C. felis a récemment été identifié
comme étiologie de conjonctivite folliculaire chronique suite a une transmission
zoonotique avec les chats domestiques (50). Une autre bactérie de cette famille, C.
caviae, peut provoquer des PAC suite a une transmission zoonotiqgue due a des
cochons d’Inde malades (51). La majorité des infections a Chlamydia ont tendance a
étre initialement asymptomatiques et non traitées. Elles peuvent persister des

semaines voire des mois chez 'Homme (52).
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Tableau 2 : Principales espéces de Chlamydia impliqguées en pathologie humaine

(50,51,53,54)

IST = infections sexuellement transmissibles, LGV = Ilymphogranulomatose
vénérienne, RPM = rupture prématurée des membranes.

i , Fréquence d’'implication
Type d’infections -
clinique

. Trachome, IST (cervicite, urétrite, o
C. trachomatis ' o . Tres fréquent
LGV), RPM, infertilité tubaire

_ Infections respiratoires supérieures o
C. pneumoniae o Tres fréquent
et inférieures

Infections respiratoires supérieures | Fréquence d’'implication

C. psittaci
et inférieures difficile a estimer
Conjonctivite bénigne, infections
C. caviae respiratoires supérieures et Trés rare
inférieures
C. felis Conjonctivite folliculaire chronique Tres rare

Ce sont des bactéries intracellulaires stricts. Chlamydia présente une membrane
cytoplasmique et une membrane externe comme les Gram-négatif, mais sont
dépourvues de peptidoglycane. Leur caractere intra-cellulaire obligatoire et 'absence
de peptidoglycane expliquent leur résistance naturelle aux bétalactamines. Ces
bactéries sont incapables de synthétiser leur propre ATP en dehors d’une faible
capacité a faire de la glycolyse. Ce sont des parasites énergétiques intra-cellulaires
(55).

11.3.2.2 Chlamydia et cycle infectieux

Les membres de la famille de Chlamydiaceae ont tous un cycle commun biphasique
de développement, alternant successivement entre corps élémentaire (EB), forme
infectieuse, et le corps réticulé (RB), forme non infectieuse et réplicative. Ces corps
élémentaires vont se fixer a la membrane épithéliale en formant un complexe tertiaire
entre adhésines bactériennes, leurs récepteurs membranaires et les protéoglycanes a
héparane sulfate (56). La formation de ce complexe induit un réarrangement du
cytosquelette et I'entrée du corps élémentaire dans les cellules épithéliales par

vésicule d’endocytose. Cette vésicule survit dans la cellule en inhibant sa fusion avec
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les vésicules lysosomales et se transforme rapidement en inclusion, grace a des
protéines produites par Chlamydia spp. Une fois cette inclusion intra-cytoplasmique
formée, les corps élémentaires vont persister et se transformer en corps réticulés pour
que la bactérie puisse se répliquer. Ces corps réticulés vont importer de nombreux
nutriments de la cellule hote dans la vésicule réplicative (ATP, nutriments, acides
aminés...), avant de se multiplier par division binaire (57).

Apres division cellulaire, les corps réticulés vont s’accumuler avant de se différencier
en corps élémentaire, de facon asynchrone. Ce cycle infectieux de Chlamydia dure 48
a 72h et se termine par le relargage des corps élémentaires, soit par la lyse cellulaire,
soit par extrusion de I'inclusion. Les corps élémentaires libres vont pouvoir infecter de

nouvelles cellules & leur tour (Figure 10) (57,58).

EB invasion 0-2 48-72 EB exit

Asynchronous RB to EB
transition

Inclusion formation and
asynchronous EB to RB
transition

amy

RB replication and inclusion FERSFECTIVES |
maturation

Figure 10 : Cycle infectieux de Chlamydia d’aprés Bastidas et al, 2013 (57)
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11.3.2.3 C. pneumoniae

C. pneumoniae a été identifiee comme bactérie responsable de pneumonies en 1983
(59). C’est une bactérie au réservoir strictement humain : aucun réservoir animal
contrairement a C. psittaci, ou environnemental n’est retrouvé pour cette bactérie (60).
Cette bactérie peu contagieuse a une transmission interhumaine par voie respiratoire,
essentiellement par gouttelettes respiratoires et nécessite des contacts rapprochés et
prolongés. En effet, certaines populations sont particulierement a risque d’exposition
a C. pneumoniae comme les enfants scolarisés, les adolescents, les militaires en
casernes, les étudiants vivant en internat au sein de leur université, les maisons de
retrait et EHPAD, ou méme les domiciles familiaux puisque les collectivités favorisent
la circulation de cette bactérie (60,61). Toutes ces collectivités peuvent étre le lieu
d’épidémies, lentes et durables, en lien avec la longue période d’incubation de 3 a 4

semaines de C. pneumoniae (53,62).

Comme évoqué ci-dessus, C. pneumoniae nécessite un contact rapproché pour
favoriser sa transmission. Une étude de séroprévalence menée a Seattle sur 5242
personnes a permis de mettre en évidence I'évolution de la prévalence de C.
pneumoniae en population générale. Avant 5 ans, les enfants sont peu affectés par
les infections a C. pneumoniae contrairement aux enfants plus agés et adolescents en
milieu scolaire. Le graphique ci-dessous montre une augmentation trés importante de
la séroprévalence de C. pneumoniae passant de 5 % a 5 ans, a 50 % a I'age de 20
ans. Cette séroprévalence continue d’augmenter et atteint 75 % chez les personnes
agées (Figure 11). Elle est Iégérement plus élevée chez les hommes que chez les
femmes en population générale (59,62)
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Figure 11 : Séroprévalence des anticorps anti-C. pneumoniae en population générale
d’aprés Kuo CC et al., 1995 (59)

Ces chiffres de séroprévalence montrent I'étendue de la circulation de C. pneumoniae
en population générale et sont confirmés par d’autres études. Une deuxieme étude
sérologique japonaise menée de 1991 a 2000 a montré une séroprévalence entre 50
et 70 % pour C. pneumoniae au sein de la population adulte, avec, selon I'étude, la
certitude que presque 'ensemble de la population générale est entré en contact avec
C. pneumoniae au moins une fois au cours de sa vie (63). Des études confirment cette
séroprévalence en IgG anti-C. pneumoniae de 50 % a I'age de 20 ans (64,65) tandis
que d’autres montrent une séroprévalence égale a 95 % a I'dge de 50 ans (65). Ces
infections induisent la production temporaire d’anticorps anti-C. pneumoniae entre 3 et
5 ans, expliquant la possibilité pour une population de s’infecter et de se réinfecter

ultérieurement (66).

C. pneumoniae provoque des infections respiratoires supérieures et inférieures, dont
la plupart sont bénignes et asymptomatiques. On compte parmi elles, la pharyngite, la
sinusite, la bronchite, la bronchiolite et la pneumonie aigiie communautaire (62). Les
symptémes les plus frequemment retrouvés sont une rhinorrhée, des maux de gorge,
et se résorbent spontanément en une semaine dans la plupart des infections a C.
pneumoniae. Ces symptémes sont suivis d’une toux séche dans 75 a 90 % des cas
(62). C. pneumoniae peut persister aprés une infection aigile au niveau de la
mugueuse respiratoire pendant plusieurs semaines et peut étre responsable d’'une
toux chronique. Certaines études ont montré une association entre persistance
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chronique de C. pneumoniae et le développement de certaines maladies chroniques
telles que I'athérosclérose, la BPCO et I'asthme (62,67). L’infection la plus grave due
a cette bactérie est la pneumonie aigle communautaire, dont le pronostic reste
favorable avec une mortalité inférieure a 2 %. La clinique de ces PAC est non-
spécifique, avec une installation progressive des symptdmes comme la fievre, des
céphalées, des laryngites, une dysphonie, une toux séche et une fatigue importante.
(68).

Les infections a C. pneumoniae touchent principalement les enfants scolarisés, les
adolescents et les jeunes adultes, tandis que la mortalité est plus élevée chez les

personnes agees.

Des manifestations extra-pulmonaires sont possibles lors dune PAC a C.
pneumoniae, mais elles sont plus rares que pour les infections a M. pneumoniae. Elles
peuvent étre neurologiques (méningo-encéphalites, syndrome Guillain-Barré),
cardiagues (myocardites, péricardites), dermatologiques avec des érythemes ou
rhumatologiques. Ces manifestations correspondent a une réaction immunologique

post-infectieuse (69).

11.3.2.4 C. psittaci

Aussi appelée « parrot fever », la psittacose est une infection zoonotique due a C.
psittaci dont la transmission est due a son principal réservoir, les oiseaux. Cette
bactérie est plus pathogene que C. pneumoniae. Elle est classée par le US Centers
for Disease Control and Prevetion (CDC) comme agent biologique de classe B,
caractérisé par une capacité modérément facile a se propager, une morbidité modérée
et une faible mortalité. Néanmoins, la mortalité de la psittacose au XX®™¢ siécle était
de 50 %, avec entre 1920 et 1930 une grosse épidémie aux Etats-Unis affectant 800
personnes. Cette épidémie a entrainé une mesure de quarantaine systématique pour
contrdler et prévenir les cas de psittacose dus aux perroquets importés aux Etats-Unis,
mesure maintenue pendant plus de 40 ans (70). Cette bactérie doit son nom aux
oiseaux de la famille des Psittacidae, qui regroupe 37 genres et 179 especes comme
les perroquets, perruches, inséparables, touis, et palettes, qui sont des réservoirs

majeurs pour C. psittaci (12).
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L’ornithose et la psittacose sont deux termes utilisés pour décrire une infection chez
'Homme a C. psittaci. La psittacose désigne une infection transmise par un oiseau
psittacidé tandis que l'ornithose désigne une infection transmise par un oiseau non-
psittacidé. La chlamydiose aviaire est le terme utilisé pour définir une infection chez
les oiseaux par C. psittaci mais également par d’autre espéces de Chlamydia
identifiees plus récemment comme C. gallinacea, C. abortus, C. avium, C. buteonis et

d’autres.

L’ampleur de la distribution environnementale et I'étendue du réservoir de C. psittaci
sont inconnus, mais cette bactérie a été retrouvée chez plus de 460 especes
d’oiseaux. On connait comme réservoirs naturels de cette bactérie les oiseaux
domestiques, les oiseaux sauvages, les pigeons dans les zones urbaines, les oiseaux
d’élevage comme les volailles, des mammiféres préalablement contaminés par des
oiseaux (chiens, chats, chevaux, porcs...) et des reptiles. Une étude au sein des
perroquets sauvages a montré une séroprévalence pour C. psittaci de 37 %. Chez les
psittacidés, la chlamydiose est souvent symptomatique (perte de poids, géne
respiratoire, diarrhée...). En revanche, chez les volailles, le portage est généralement
asymptomatique. Chaque génotype de C. psittaci a son héte spécifique préférentiel et

peuvent infecter 'Homme (Figure 12) (71-73).
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Figure 12 : Hbtes principaux et génotypes de C. psittaci d’aprés Wang et al, 2024 (74)

En France, les canards, les pigeons et les psittacidés sont les principales sources

d’infection humaine par C. psittaci. En 2013, une épidémie au sein des travailleurs d’'un
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élevage de poulets et de canards a provoqué 8 cas confirmés de psittacose. La méme
souche de C. psittaci a été identifiée chez les canards, les poulets et les travailleurs
par biologie moléculaire, mettant en évidence la souche largement répandue au sein
des élevages de canards : le génotype E/B (75).

Le mode de contamination le plus courant consiste a inhaler de la poussiere contenant
des sécrétions ou des fientes d'oiseaux séchées, la ou C. psittaci est excrétée. Cela
peut se produire plus rarement par contact direct de type « bec a bouche », voir par
morsure (71). Une transmission interhumaine a déja été décrite a partir de cas graves
de psittacoses, mais reste rare (76).

Les personnes a risques d’infections par C. psittaci sont les employés du secteur
avicole, les personnes travaillant avec des oiseaux de compagnie, les vétérinaires, les
employés de zoo ou de propriétaires d'oiseaux de compagnie comme les
colombophiles. Les personnes en contact avec des oiseaux en cage représente 70 %
des cas connus lors d’'une exposition aviaire professionnelle ou personnelle (77).
Certains foyers endémiques européens sont connus comme I'Europe du Nord ou la
cOte Atlantique francaise en lien avec I'élevage de volailles (54,78). On remarque la
forte représentation de la cote Atlantique parmi les cas francais de psittacose entre
2010 a 2021, analysés par le CNR (Centre National de Référence) Chlamydia de
Bordeaux (Figure 13) (78).

Figure 13 : 35 cas francais de C. psittaci analysés par le CNR entre 2010 et 2021
d’aprés Carrer et al, 2024 (78)
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Aprés inhalation, le temps d’incubation de la psittacose est de 5 a 14 jours avant
I'apparition des premiers symptdomes. La clinique est non spécifique et s’apparente a
un syndrome pseudo-grippal bénin dans la majorité des cas, avec fievre, frissons, toux
séche, maux de téte et myalgies (54). Cependant C. psittaci peut provoquer une
pneumonie atypique sévére caractérisée par une dyspnée fébrile, des céphalées
intenses, des myalgies (85 a 95 % des cas) et d’autres signes neurologiques comme
la confusion (32 % des cas) mais aussi des vertiges. Ces symptémes neurologiques
peuvent étre d’ailleurs les premiers a se manifester, entrainant I'hospitalisation en
neurologie (71,78). L'imagerie pulmonaire de cette PAC a C. psittaci montre dans une
majorité des cas une condensation alvéolaire (88 %) plutdt qu’un syndrome interstitiel.
Ces signes cliniques sont accompagnés d’anomalies biologiques comme un syndrome
inflammatoire biologique important avec une CRP (protéine C réactive) moyenne de
338 mg/L, une rhabdomyolyse, insuffisance rénale, cytolyse (78,79).

La valeur moyenne élevée de la CRP et le caractére inflammatoire important des
infections a C. psittaci pourrait s’expliquer en partie par une adaptation incompléte de

ce pathogene zoonotique pour I'Homme, d’ou la forte réaction inflammatoire (80).

11.3.3 Legionella spp.

11.3.3.1 Généralités sur Legionella spp.

Legionella est un bacille & Gram négatif, aérobie stricte, et intracellulaire. 1l existe 60
espeéces de Legionella, dont 24 sont pathogénes pour ’'Homme causant des infections
respiratoires basses (81,82).

Les espéces appartenant au genre Legionella sont responsables de 2 types d’infection
chez 'Homme : la fievre de Pontiac, un syndrome pseudo-grippal ou Legionella
n’infecte pas les poumons, de guérison spontanée en 2 a 5 jours ; et la lIégionellose
une pneumonie aigle sévere avec une mortalité proche de 10 %, pouvant atteindre
jusqu’a 30 a 50 % chez les patients pris en charge en réanimation. On peut également
retrouver certaines infections extra-pulmonaires beaucoup plus rares de localisation
secondaire aprés une bactériémie a Legionella surtout chez les patients
immunodéprimés (81).

Leur génome, de grande taille, représente un patrimoine génétique d’environ 3 000

genes. Il code pour de nombreux facteurs de virulence favorisant leur survie et leur
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réplication intracellulaire. Leurs principaux facteurs de virulence sont leurs flagelles, le
systéme de sécrétion Dot/lcm (ou SST4), leur LPS (lipopolysaccharide) ou encore MIP
(Macrophage Infectivity Potentiator). Ces bactéries sont incapables de synthétiser la

cystéine, d’ou l'utilisation de milieux spécifiques pour leur culture.

Les espéeces appartenant au genre Legionella sont ubiquitaires dans I'environnement.
Elles sont retrouvées dans les eaux naturelles des lacs, des riviéres et autres cours
d’eau a une concentration trés faible. Elles peuvent coloniser les réseaux d’eaux
artificiels tels que les systémes de distribution d’eau chaude sanitaire, les TAR (tours
aéroréfrigérantes), les bains a remous, et les stations d’épuration. Les réseaux d’eau
sont la principale source de contamination. Leur croissance est favorisée par des
températures comprises entre 20 et 42°C, températures fréquemment retrouvées dans
les réseaux d’eau artificiels. Leur développement est également favorisé par un faible
débit voire l'absence d’écoulement, la présence de biofims ou de tartre. La
concentration en sels minéraux comme le cuivre ou le zinc pourrait jouer un réle dans
leur développement. Elles peuvent supporter des températures allant de 0 a 50°C,
avec un arrét de leurs multiplications au-dela de 50°C (81,83,84).

Elles peuvent survivre longtemps dans I'environnement en résistant aux traitements
chimiques ou physiques de désinfection en formant ou en colonisant des biofilms inter-
especes. La formation de biofilm est importante pour la survie de Legionella, mais elle
persiste surtout dans I'environnement grace a leur capacité a infecter et a se multiplier
dans les amibes ou protozoaires ciliés présents naturellement dans I'environnement
(85,86). Ces amibes se nourrissent de bactéries et d’autres microorganismes.
Legionella a non seulement acquis la capacité d’éviter la dégradation intracellulaire
mais également d’y survivre et de s’y multiplier. Les amibes Naegleria, Acanthamoeba
et Hartmannella sont ubiquitaires dans les sols, les eaux naturelles et les réseaux
d’eau artificiels. Plusieurs espéces, notamment A. castellanii, A. polyphaga, N. gruberi
et H. vermiformis, constituent des hotes de multiplication pour Legionella (87,88).

De nombreuses études ont montré la présence des amibes dans les réseaux d'eau
hospitaliers, des tours aéroréfrigérantes ou des réseaux d’eau chaude sanitaire. Une
étude épidémiologique dans un hopital américain aprés 26 cas de légionelloses
nosocomiales, a montré que 86 % des points d’eau prélevés ont révélé la présence
d’H. vermiformis, contenant la souche épidémique de L. pneumophila. Une étude

frangaise portant sur les installations de climatisation et les réseaux d’eau a montré
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une multiplication des légionelles dans 88 % des prélevements dans lesquels étaient
présentes amibes libres et légionelles. En revanche, aucune prolifération de
légionelles n’a été constatée dans les échantillons avec des légionelles seules, sans
amibes. Certaines études montrent une augmentation de leur pathogénicité apres
interaction avec les amibes (89,90).

Ces amibes constituent ainsi un réservoir environnemental pour les légionelles,

favorisant leur multiplication et leur protection vis-a-vis des traitements de désinfection.

11.3.3.2 Cycle de réplication

Comme d’autres pathogénes intracellulaires, Legionella posséde une réplication
biphasique, avec deux états phénotypiques distincts. La premiéere forme est une forme
réplicative intra-cytoplasmique dans une vacuole et non virulente, ou la bactérie est
filamenteuse et non flagellée. La seconde forme est la forme virulente, mature et
mobile grace a ses flagelles (86).

Legionella va infecter par le méme mécanisme les amibes libres dans I'environnement
que les macrophages chez I'Homme. Aprés inhalation d’aérosols contenant
Legionella, la bactérie va atteindre la partie distale de I'arbre respiratoire pour accéder
aux macrophages alvéolaires, son site de réplication. Pour effectuer son cycle
intracellulaire, la bactérie va utiliser un de ses principaux facteurs de virulence : la
protéine MIP. Cette protéine de surface est exposée sur la membrane externe de
Legionella et favorise I'adhésion aux membranes cellulaires. Aprés internalisation,
'appareil de sécrétion de type IV (SST4), principal facteur de virulence de L.
pneumophila, va induire la formation d’'une vacuole réplicative « Legionella-containing
vacuole » (LCV). Aussi appelé Dot/lcm (Defective for Organelle Trafficking/Intracellular
multiplication), ce systéme de sécrétion permet de libérer plus de 300 protéines
effectrices bactériennes dans le cytoplasme de la cellule héte. Ces protéines
permettent a la bactérie d’échapper a la fusion du phagosome et du lysosome,
autorisant Legionella a établir une niche réplicative a partir de vésicules du réticulum
endoplasmique (87).

Une fois dans sa vacuole protectrice, Legionella adopte sa forme réplicative pour la
division cellulaire. Une fois la phase de réplication terminée, le manque de nutriment
induit sa différenciation en forme infectieuse. La bactérie se retrouve libre dans le

cytoplasme et va induire une lyse de la cellule héte via la formation de pores. Ce
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processus réplicatif aboutit a une augmentation tres rapide de la concentration
bactérienne dans les poumons entrainant linfection ou l'augmentation de sa

concentration dans I'environnement (Figure 14) (87).
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Figure 14 : Cycle infectieux de Legionella d’aprés Jamilloux et al, 2012 (86)

Il n’existe pas de transmission interhumaine de Legionella. Il est donc inutile d’isoler
dans une chambre seule un patient atteint de Iégionellose. La contamination des
personnes exposeées se fait inhalation de microgouttelettes d’eau contaminées par des
|égionelles libres dans I'environnement. Il est fortement envisagé que l'infection puisse
également étre contractée par l'inhalation d'amibes infectées par des légionelles. La
personne exposée recevrait alors une quantité bien supérieure en Iégionelles en cas
d'inhalation d’amibes (88). Toutes les espéces Legionella sont omniprésentes et
cohabitent dans les environnements hydriques a I'exception de L. longbeachae. Cette
espece est généralement associée a des mélanges de terre naturels dans des
environnements de rempotage chauds et humides. La contamination a lieu lors du
jardinage avec manipulation de terreaux, de terre ou de composts chez des patients

exposeés a ces sols (10).
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11.3.3.3 La légionellose

La légionellose est une maladie a déclaration obligatoire a 'Agence Régionale de
Santé (ARS), ce qui permet un suivi des cas sur le territoire francais trés détaillé.

Malgré une soixantaine d’espéces répertoriées appartenant au genre Legionella, 90
% des cas de légionellose diagnostiqués sont dus a L. pneumophila, dont 85 % par le

sérogroupe 1.

La légionellose est une pneumonie modérée a sévéere dont 98 % des patients atteints
devront étre hospitalisés, avec une mortalité atteignant jusqu’a 50 % chez les patients
de réanimation (81,83). Le déclenchement d’une infection se fait en fonction de la
pathogénicité/virulence de la souche, de la concentration de légionelles dans I'eau et
de certains facteurs de risques liés aux patients exposés. Ces facteurs de risques de
légionellose sont 'age supérieur a 50 ans, le sexe masculin, le tabagisme, I'éthylisme,
le diabéte, l'insuffisance cardiaque ou rénale, les traitements immunosuppresseurs, la
corticothérapie prolongée, les cancers et hémopathies, mais également une exposition
fréquente ou prolongée a des sources d’eau contaminée. Statistiquement, 75 % des
patients développant une légionellose avaient au moins un de ces facteurs de risques
(83). Selon 'OMS, 75 a 80 % des cas notifiés ont plus de 50 ans avec un age moyen
de 64 ans, et 60 a 70 % sont des hommes (91).

Dans la plupart des cas, la lIégionellose a une période d’incubation de 2 a 10 jours,
avec une clinique brutale et non spécifique, avec des signes généraux marqués. La
fievre, présente dans 70 a 100 % des cas, est supérieure a 38,5°C. Cette fiévre
importante est accompagnée de symptémes respiratoires comme une toux seche, une
dyspnée et une douleur thoracique. Des signes extra-pulmonaires peuvent étre
présents : des diarrhées, myalgies, céphalées et confusion, dissociation du pouls et
de la température. L'imagerie montre dans la plupart des cas une opacité alvéolaire
uni ou bilatérale. Il n’y a aucune différence clinique entre la maladie du Iégionnaire due

a L. pneumophila et a L. non pneumophila (81,92).

Concernant les anomalies biologiques chez les patients atteints de légionellose, la plus
fréquente est I'’hyponatrémie, bien que peu spécifique. Son mécanisme n’est pas

connu. Plusieurs mécanismes sont évoqués dont une sécrétion inappropriée
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d’hormone antidiurétique (SIADH), une inflammation systémique ou une atteinte
rénale liee a linfection (93). On retrouve d’autres anomalies comme une
hypophosphatémie (trés évocatrice mais transitoire), une insuffisance rénale aigue,
une augmentation des CPK et une cytolyse hépatique. Le syndrome inflammatoire
biologique est important avec une hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles et

une lymphopénie, associée a une CRP élevée supérieure a 250 mg/L (82).

La déclaration obligatoire permet de mener des enquétes épidémiologiques afin
d’identifier la source environnementale de la contamination du ou des patient(s) dans
68 % des cas de ces investigations. Cependant, ces investigations ne représentent
que 3 a 12 % des cas de légionellose : elles nécessitent une souche clinique de
Legionella exploitable et des moyens humains importants. Les enquétes permettent
de relier un patient a une source précise environnementale en identifiant les lieux
fréquentés par le patient (hotel, spa, hdpital, lieu de travail, domicile...) et en faisant
des prélévements environnementaux pour comparer génétiquement par NGS la

souche clinique de Legionella et les souches environnementales retrouvees (94).

Le diagnostic de Iégionellose se fait principalement sur I'antigénurie urinaire. C’est
cette antigénurie positive qui conduira a la réalisation de préléevements pulmonaires
pour lI'obtention de la souche, d’ou I'envoi presque exclusivement de souches L.

pneumophila de sérogroupe 1 au CNR.

11.3.3.4 Virulence et especes de Legionella

Il est possible de diviser L. pneumophila en 16 sérogroupes selon la variabilité de leurs
lipopolysaccharides de surface (LPS). Le sérogroupe 1 est le plus fréquent et le plus
virulent (82). La détermination de ce sérogroupe peut se faire par séro-agglutination
pour identifier le sérogroupe de L. pneumophila par agglutination de particules de latex
(83).

Comme mentionné dans la partie sur le cycle infectieux, un des principaux facteurs de
virulence de Legionella est le systeme effecteur Dot/lcm composé de plus de 300
genes. Chez les especes de L. non pneumophila, le nombre, la composition et

’'homologie des différents effecteurs sont variables par rapport a L. pneumophila et
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expliquent leurs moins bonnes adaptations aux macrophages humains. Egalement, le
géene MIP est présent chez toutes les espéces de Legionella, mais sa séquence
génétigue va varier en fonction des espéces et impacte la capacité de chaque espece
a infecter les macrophages. Par exemple, le géne MIP de L. micdadei possede 71%
d’homologie avec le géne MIP de L. pneumophila (95). Plus la séquence génétique de
MIP va varier, plus nous pouvons parler d’homologues fonctionnels (MIP-like genes)
allant de 24 a 31 kDa, dont le but reste de favoriser I'entrée dans la cellule de
Legionella (96). L. pneumophila doit sa virulence supérieure grace a une combinaison
d’effecteurs et de facteurs de virulence mieux adaptés aux macrophages humains par
rapport aux especes L. non pneumophila. Concernant la virulence, L’espéce la plus
proche de L. pneumophila est L. longbeachae. (97,98).

Cette différence de virulence impliqgue de nombreux autres effecteurs et facteurs de
virulence que MIP et le systéme Dot/lcm qui ne seront pas développés dans cette
these.

Les especes L. non pneumophila infectent les amibes dans leurs environnements mais
peinent a provoquer des infections graves chez 'Homme. Les especes L. non
pneumophila peuvent provoquer la fievre de Pontiac, avec des cas documentés a L.
feelei, L. micdadei, L. anisa et L. longbeachae. La majorité des cas de légionellose a
L. non pneumophila sont décrits chez les patients immunodéprimés. Au sein de cette
population, la majorité des cas de Iégionellose sont dues a L. non pneumophila. Dans
la plus grande étude de légionellose chez les patients transplantés d’organe solide,
sur les 22 cas de cette étude, 50 % étaient dus a L. pneumophila et 50 % a L. non

pneumophila (82).

Les principales espéces de Legionella impliquées en en pathologie humaine sont

listées dans le tableau ci-dessous (Tableau 3).
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Tableau 3 : Principales espéces de Legionella (81-83,97—99)

sanitaires

. Nombres de ] . . _ o o
Espéces i Réservoir environnemental Virulence et implication clinique
sérogroupes
Eaux douces naturelles et artificielles (TAR, Espece la plus virulence. Le SG1 est
L. pneumophila 15-16 réseaux d’eau chaude sanitaire, spas, responsable de >90 % des cas de
humidificateurs) |égionellose en France
) 2°me cause mondiale de légionellose.
Sols, terreaux, composts. Peu présente dans ] o _
L. longbeachae 2 ; Fréguemment impliquée en Australie et en
eau
Nouvelle-Zélande

. , Légionellose de I'immunodéprimé. Formes

. . Eaux douces naturelles, réseaux d’eau chaudes _ . . '
L. micdadei 1 o extra-pulmonaires avec abceés et infections

sanitaires, spas ] R .
cutanées. Fiévre de Pontiac

) , Légionellose de I'immunodéprimé. Formes

B Eaux douces naturelles, réseaux d’eau chaudes _ . . _
L. bozemanii 2 o extra-pulmonaires avec abces et infections

sanitaires ]
cutanées

) , Légionellose de 'immunodéprimé. Formes

B Eaux douces naturelles, réseaux d’eau chaudes ] . . .
L. dumoffii 1 o extra-pulmonaires avec abceés et infections

sanitaires )
cutanées
L ani 1 Eaux douces naturelles, réseaux d’eau chaudes | Exceptionnellement source de légionellose.
. anisa

Fievre de Pontiac
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Nombres de

Espéces ] Réservoir environnemental Virulence et implication clinique
sérogroupes
. Eaux douces naturelles, réseaux d’eau chaudes o . o
L. maceachernii 1 o Légionellose de 'immunodéprimé
sanitaires
B Eaux douces naturelles, TAR et réseaux d’eau o N )
L. feeleii 2 o Rares cas de légionellose. Fievre de Pontiac
chaudes sanitaires
_ _ ) Peu de documentation. Tres rares cas de
L. jordanis 1 Eaux douces naturelles et eaux usées o
légionellose
. Eaux douces naturelles, réseaux d’eau chaudes Tres rares cas de légionellose chez
L. gormanii 1 o . I
sanitaires limmunodéprimé
_ _ Rares cas de légionellose sévére chez
L. sainthelensi 2 Eaux douces naturelles . o
immunodéprimé
_ . Trés rares cas de légionellose chez
L. oakridgensis 1 Eaux douces naturelles, TAR

immunodéprimé
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Afin de clbturer cette partie consacrée aux bactéries atypiques responsables de PAC,
le tableau ci-dessous présente une synthése des contextes cliniques évocateurs de
légionellose et de PAC a M. pneumoniae (Tableau 4).

Tableau 4 : Eléments évocateurs d’une légionellose ou d’'une PAC & M. pneumoniae
selon les recommandations SPLF et SPILF de 2025 (7)

PAC a Mycoplasma pneumoniae Légionellose
Contexte Epidémies (familiale, institution) — Situation a risque (voyage, exposition a de ['eau
Non-réponse a 48 h—72 h de traitement par en aérosols, etc.)
bétalactamine bien conduit — Non-réponse a 48 h—72 h de traitement par
bétalactamine bien conduit
Terrain Jeune > agé Comorbidités, immunodépression
Clinique — Progressif : tableau de toux fébrile trainante, — Rapidement progressif (2 a 3 )
signes respiratoires hauts — Signes extra-respiratoires : digestifs (douleurs

— Signes extra-respiratoires : cutanéomuqueux, abdominales, diarrhées, vomissements),
digestifs, neurologiques (céphalées), myalgies,  neurologiques (troubles de conscience,

arthralgies céphalées), myalgies, pouls dissocié
Biologie Anémie hémolytique, insuffisance rénale Insuffisance rénale, hyponatrémie, cytolyse,
rhabdomyolyse
Radiologie — Infiltrat non systématisé des deux bases Opacités alvéolaires uni- ou bilatérales

— Syndrome interstitiel micronodulaire
centrolobulaire—bronchiolite + infiltrats
alvéolaires

1.4 Epidémiologie des PAC

D’aprés les nouvelles recommandations de la SPILF (Société de Pathologie
Infectieuse de Langue Francaise) et de la SPLF (Société de Pneumologie de Langue
Francaise) de 2025, la réalisation de prélévements nasopharyngés ou respiratoires
pour documenter une pneumonie (PCR a la recherche de virus respiratoires, PCR
syndromiques, ou par mise en culture au laboratoire) n’est pas recommandée pour les
PAC ambulatoires (7). La réalisation d’antigénuries Legionella ou pneumocoque dans
les cas de PAC ambulatoires n’est pas recommandée non plus. Leur diagnostic se fait
grace a la clinique ou par limagerie thoracique quand celle-ci est faisable
(radiographie de thorax, échographie pleuropulmonaire, scanner thoracique). Les
préléevements respiratoires et I'antigénurie sont recommandés lorsque les patients
atteints de PAC sont hospitalisés (7).

Toutes les différentes méthodes diagnostiques évoquées précédemment seront
développées dans la partie diagnostic de cet exposé. Quant aux critéres
d’hospitalisation des patients atteints de pneumonies, ceux-ci seront développés dans

la partie diagnostic et prise en charge des PAC.
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L’épidémiologie abordée dans cette partie porte sur les PAC documentées et
correspondent donc dans la majorité des cas aux PAC hospitalisées méme si certaines
méta-analyses citées ici incluent des patients ambulatoires. Parmi les bactéries
atypiques développées dans cette these, M. pneumoniae, C. pneumoniae et C. psittaci
donnent des infections bénignes dans la majorité des cas, spontanément résolutives
ne nécessitant pas d’hospitalisation. Un biais est trés probable quant & leur impact au
sein de I'épidémiologie des PAC, avec une sous-estimation du nombre d’infections
dues a ces bactéries atypiques. Ce biais s’explique par 'absence de documentation

microbiologique des infections gérées en ambulatoire.

L’identification du pathogéne responsable est un enjeu majeur, puisqu’elle permettra
une prescription d’antibiotique adéquate quand c’est nécessaire. Dans 30 a 50 % des
cas de PAC, aucune documentation microbiologique n’est retrouvée malgré la

présence d’'images radiologiques évocatrices de pneumonie (100).

11.4.1 Les PAC bactériennes

Une méta-analyse sur les PAC faite en 2020 a regroupé 146 articles pour un total de
82674 patients afin de déterminer les principales étiologies bactériennes de PAC.
Parmi les patients inclus, 77 % étaient hospitalisés, 20 % étaient hospitalisés ou
ambulatoires et 2,7 % d’entre eux seulement étaient ambulatoires. La figure ci-

dessous représente les résultats de cette méta-analyse (Figure 15) (100,101).
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Figure 15 : Principales étiologies bactériennes de PAC d’aprés Shoar et al., 2020 (101)

La premiere étiologie infectieuse bactérienne est le S. pneumoniae, il représente a lui
seul 50 % des PAC hospitalisées (2). Il provoque des infections surtout chez les sujets
agés de plus de 40 ans (102). Son incidence a nettement diminué dans les pays
développés notamment grace a la vaccination antipneumococcique des populations
permettant une immunité collective et une réduction jusqu'a 90 % du nombre
d’infections invasives a S. pneumoniae chez les enfants de moins de 5 ans (103). Le
pneumocoque est responsable de 30 a 45 % des pneumonies aigiies communautaires
en Europe, contre 15 % aux Etats-Unis, ou le taux de vaccination antipneumococcique
est plus important (47).

M. pneumoniae et C. pneumoniae sont les 2 pathogenes bactériens les plus souvent
retrouvés dans les PAC non sévéres prises en charge en ambulatoire. Ces deux
pathogénes sont a évoquer surtout dans des contextes épidémiques (2).

D’aprés une étude internationale publiée dans Eurosurveillance, M. pneumoniae était
responsable de 8,6 % des infections respiratoires entre 2017 et 2020 pour les patients
chez qui sa recherche avait été demandée. Ces patients étaient des enfants et des
adultes, et correspondaient a des patients ambulatoires et/ou hospitalisés (104). M.
pneumoniae affecte particulierement les enfants agés de 5 a 15 ans en milieu scolaire,
et les jeunes adultes. Des études estiment que M. pneumoniae est responsable aux
alentours de 15 a 20 % des cas de PAC, et jusqu’a 40 % chez les enfants (46).
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M. pneumoniae demeure le 2°™¢ agent des pneumonies aigiles communautaires
hospitalisées chez les personnes agées apres le S. pneumoniae. Les épidémies dues
a M. pneumoniae arrivent de maniére cyclique, tous les 3-5 ans. Comme mentionné
plus t6t dans cet exposé, ce caractéere cyclique est di a la diminution de I'immunité
collective au cours du temps et a I'apparition de nouveaux variants de I'adhésine P1
de M. pneumoniae (43).

L’'implication de C. pneumoniae au sein de I'épidémiologie des infections respiratoires
est largement sous-estimée. Selon certaines études, C. pneumoniae serait
responsable jusqu’a 10 % des PAC (62,67).

Chez les patients de réanimation, S. pneumoniae et L. pneumophila sont les 2 agents
les plus fréquemment retrouvés dans les cas de PAC graves (2). L'épidémiologie

propre a la Iégionellose sera développée juste apres.

Comme pour C. pneumoniae et M. pneumoniae, les données épidémiologiques des
infections a C. psittaci sont sirement sous-estimées. D’aprés une méta-analyse de
2017 incluant 57 études de minimum 100 patients (Europe, Afrique, Océanie,
Ameérique du Nord, Amérique du Sud et Asie), C. psittaci serait responsable d’1 % des
PAC dans le monde (105). La psittacose est depuis 1988 une maladie professionnelle
pour les personnes travaillant dans les élevages avicoles (106). 75 % des patients
atteints de PAC a C. psittaci sont des hommes. Ce pourcentage élevé d’homme atteint
est surement d0 au fait que la majorité des travailleurs du milieu avicole sont des
hommes. En février 2024, I'Autriche, le Danemark, I'Allemagne, la Suéde et les Pays-
Bas ont signalé une augmentation du nombre de cas de psittacoses sur leurs territoires
entre 2023 et début 2024. La plupart des cas retrouvaient une exposition a des oiseaux

sauvages ou domestiques (54).

11.4.2 Focus sur I'épidémiologie de la légionellose

La légionellose est une infection a caractére saisonnier, dont l'incidence augmente
entre juin et octobre avec la chaleur (92). Egalement, le nombre de cas de légionellose
augmente d’années en années en Europe, passant de 5367 cas par an en 2005, a
15267 cas par an en 2024 (107,108).
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Certains facteurs météorologiques peuvent favoriser la survenue de cas de
légionellose comme l'augmentation de la température moyenne, le taux de
précipitation et d’humidité, la pression partielle de vapeur. Ces facteurs pourraient
jouer un réle clé dans la survie et la dissémination de Legionella sous forme d’aérosol.
Pour certains auteurs, il existerait une association entre le réchauffement climatique et
'augmentation des taux d’incidence de la maladie (81). L’augmentation du nombre de
cas de légionellose est aussi due au vieillissement de la population mais également a
'augmentation de I'utilisation d’immunosuppresseurs avec une population de plus en

plus immunodéprimée (109).

En France en 2024, 1939 cas de légionellose ont été déclarés a Santé Publique
France. Ce nombre est similaire a celui de 2022, et 12 % plus bas qu’en 2023. Deux
régions ont un nombre de cas déclarés plus important chague année : Provence-
Alpes-Cote d’Azur et Rhéne-Alpes avec une incidence respectivement de 3,9 cas et
3,8 cas pour 100 000 habitants (110).

Les épidémies sont rares, avec une grande majorité des cas étant sporadiques. En
France, la plus importante épidémie a eu lieu dans le Pas-de-Calais en hiver 2003,
avec 90 cas répertoriés pour 17 déces. Le renforcement de la surveillance a permis
d’identifier I'origine de cette épidémie qui était une tour de refroidissement (111). Plus
récemment en septembre 2025, la 2°™¢ plus grosse épidémie de |égionellose en
France a eu lieu a Albertville avec 50 cas déclarés, faisant 2 morts (112).

Les cas déclarés de légionelloses sont d’acquisition communautaires pour 90 %
d’entre eux, tandis que les 10 % restants sont d’acquisition nosocomiales. Ces cas
nosocomiaux sont principalement dus aux circuits d’eau chaude sanitaire utilisés a

I'hépital lors de la douche ou l'utilisation de I'évier (81).

D’apres le CNR Legionella basé a Lyon, en France entre 2012 et 2019 sur les 4336
souches cliniques recues pendant cette période, 99 % de leurs souches étaient des L.
pneumophila. L. longbeachae est I'espéce la plus retrouvée parmi les L. non

pneumophila, représentant 46 % des autres especes (Figure 16) (81).
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Figure 16 : Données des 4336 souches clinigues de Legionella recues par le CNR
entre 2012 et 2019 d’aprés Jarraud S., 2025 (81)

D’autres chiffres disponibles sont en accord avec ceux présentés précédemment.
D’aprés le rapport d’activité du CNR Legionella de 2024, sur les 590 souches cliniques
recues cette année-la, 579 (98,1 %) étaient des L. pneumophila dont 529 de
sérogroupe 1. Les sérogroupes 2 a 16 de L. pneumophila représentaient 50 des 590
souches cliniques recues par le CNR en 2024 soit 8,4 %. Parmi les 11 souches
restantes recues, 8 étaient des L. longbeachae, 1 L. anisa, 1 L. micdadei et 1 L.
bozemanii (94).

Le diagnostic de légionellose se fait dans 90 % des cas par I'antigénurie urinaire (110).
Cette méthode ne recherchant que le sérogroupe 1 de L. pneumophila, il est donc
possible de passer a c6té d’une infection pulmonaire chez un patient a L. pneumophila

d’autres sérogroupes ou par L. non pneumophila (Figure 17).
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Figure 17 : Répartition des méthodes diagnostigues des cas de légionellose déclarés
en France de 2010 a 2024 selon Santé Publigue France (113)

Ces données épidémiologiques des especes responsables de la Iégionellose sont
donc biaisées par le fait que le diagnostic est fondé dans la grande majorité des cas
sur I'antigénurie. Avec l'utilisation de plus en plus fréquente de la PCR en premiére
intention ces derniéres années en complément de I'antigénurie, ces chiffres peuvent

étre ameneés a changer (94).

Les especes de L. non pneumophila sont identifi€ées soit apres culture positive sur
prélevements respiratoires, soit aprés envoi des prélévements au CNR pour expertise
et identification. La charge des infections a L. non pneumophila est compliquée a
estimer au sein de I'épidémiologie des PAC. L'utilisation massive de I'antigénurie mais
également le fait que L. non pneumophila soient sources de formes légéres a
modeérées, font qu’'une grande partie des infections demeurent non documentées
(114).

En population générale, L. longbeachae est responsable d’environ 30 % des cas de
légionellose en Australie, Nouvelle-Zélande, Nouvelle Calédonie (115). En Thailande,
sur 556 cas de PAC en population générale, 5% étaient dus a L. longbeachae (48).
Entre 2015 et 2016, une étude portant sur 197 cas de légionelloses en Nouvelle-
Zélande a montré que 63% de ces infections étaient dues a L. longbeachae (99).
D’aprés les rapports d’activité du CNR, L. longbeachae, L. micdadei et L. bozemanii
semblent étre les espéeces de L. non pneumophila les plus impliquées en pathologies
humaines (81,83).
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11.4.3 Les PAC virales

Grace a I'avénement des techniques de PCR multiplex, la documentation par biologie
moléculaire des infections respiratoires basses a permis de mettre en lumiéere
'importance des virus au sein des étiologies de PAC.

Le Réseau National des Laboratoires des Centres Hospitaliers (RENAL), fondé en
1990, regroupe 35 centres hospitaliers frangais et fournit toute 'année les données
des infections virales respiratoires des patients hospitalisés. Le réseau RELAB,
compose de laboratoires de biologie médicale, permet lui d’obtenir les étiologies des
infections respiratoires virales communautaires (116,117). Grace a ces deux réseaux,
le CNR des virus des infections respiratoires (Hospices civils de Lyon et I'Institut
Pasteur de Paris) obtient, semaines aprés semaines, les chiffres précis de la
dynamique épidémique des virus respiratoires en France. L’épidémiologie des
infections respiratoires virales est fortement conditionnée par le caractére saisonnier
de ces infections virales respiratoires, responsables d’épidémies lors de périodes de
I'année bien spécifiques pour chaque virus. Cette épidémiologie obtenue par les deux
réseaux RENAL et RELAB est illustrée, semaines aprés semaines, dans les deux

figures ci-dessous (Figures 18-19).
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Figure 18 : Epidémiologie issue du réseau de surveillance RENAL 2024-2025 (117)

En violet = virus de la grippe, en vert = VRS, en orange = Covid-19, en bleu =
rhinovirus, en rouge = métapneumovirus.
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Figure 19 : Epidémiologie issue du réseau de surveillance RELAB 2024-2025 (117)

En violet = virus de la grippe, en vert = VRS, en orange = Covid-19.
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Ces virus sont tous a transmission respiratoire interhumaine. Les PAC virales
associent souvent des signes respiratoires et un syndrome grippal (fievre, asthénie,
myalgies, céphalées...). Au sein des PAC hospitalisées, des virus sont retrouvés chez
25 a 50 % des patients, avec une prédominance des virus influenza, le virus
respiratoire syncitial, le métapneumovirus et les virus parainfluenza (2).

Le fait d’identifier un virus par PCR ne doit pas pour autant éliminer la présence d’une
bactérie, ou entrainer la suspension de I'antibiothérapie probabiliste puisque les co-
infections bactéries/virus sont fréquentes (101). Selon certaines études, ces co-

infections peuvent atteindre 25% des cas diagnostiqués de PAC (118).

11.4.4 Focus sur I'impact du SARS-COV2 sur I'épidémiologie

A la mi-décembre 2019, le premier foyer d’infection du SARS-CoV2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2) ou Covid-19 est apparu a Wuhan en Chine, se
répandant ensuite au monde entier sous forme de pandémie, atteignant la France fin
janvier. Pour freiner la propagation exponentielle du virus en Europe et en France, un
confinement national est décrété le 17 mars jusqu’au 11 mai 2020. Le 25 mars 2020,
205 000 cas de Covid-19 et 11 810 déces avaient été déclarés au sein de I'Union
Européenne (119), avant de croitre de maniére exponentielle pour atteindre 988 000
cas pour 105 000 déces (120). S’en sont suivies deux autres périodes de confinement
sur le territoire francais : du 30 octobre 2020 au 15 décembre 2020, puis du 3 avril au
3 mai 2021. Grace a ces mesures de confinement couplées a d’autres mesures
comme le port du masque, une hygiene renforcée des mains et la distanciation sociale,

la circulation des pathogenes responsables de pneumonie a drastiguement diminué.

A partir de mars 2020, la mise en place des mesures de lutte contre le Covid-19 a
entrainé une chute brutale des détections de M. pneumoniae de maniére uniforme
dans les 21 pays de cette étude, passant de 8,6 % a 1,7 % entre 2020 et 2021.
Contrairement a d’autres pathogénes respiratoires comme le virus de la grippe ou le
VRS qui sont réapparus rapidement dés la levée partielle des restrictions, M.
pneumoniae est resté a des niveaux quasi indétectables tout au long de I'année 2021.
Cette disparition durable de M. pneumoniae au sein de I'épidémiologie des PAC

pourrait s’expliquer par sa faible contagiosité et sa longue période d’incubation (104).
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Fin 2023 et début 2024, une épidémie de M. pneumoniae a eu lieu en Europe, en
Chine et aux Etats-Unis ayant un impact en ville comme a I'hépital. L'étude frangaise
MYCADO menée dans 74 hopitaux frangais a inclus 1309 patients de plus de 15 ans
et 3 mois avec une infection confirmée a M. pneumoniae entre septembre 2023 et
février 2024. L’age moyen de ces 1309 patients étaient de 43 ans, montrant que toutes
les tranches d’age ont été impactées par cette épidémie. Parmi les patients inclus, 65
% d’entre eux avaient des images de condensations alvéolaires, inhabituelles pour les
infections a M. pneumoniae. Habituellement d’allures interstitielles, ces images
pulmonaires montrent une gravité plus importante des infections, des atteintes
respiratoires chez les patients au cours de cette épidémie avec 31,7 % des patients
admis en unité de soins intensifs. Cette épidémie est due a la reprise de la circulation

de cette bactérie et a la baisse de 'immunité collective (32).

Comme M. pneumoniae, C. pneumoniae a presque totalement disparu de
'épidémiologie  européenne et taiwanaise des infections respiratoires
communautaires, entre les années 2020 et 2022. Les différentes mesures de lutte
contre le Covid-19 ont brutalement diminué sa transmission et, malgré les levées
partielles des restrictions, C. pneumoniae était quasi indétectable jusqu’a fin 2022. Une
nouvelle transmission et circulation C. pneumoniae a été détectée 2023 avec un taux
d‘infection cependant inférieur a la période pré-Covid. Les auteurs évoquent aussi
I'hypothése d’'une diminution de I'immunité collective entre 2020 et 2023, pouvant
expliquer un rebond important du nombre d’infections, surtout chez les enfants (Figure
20) (68).
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Figure 20 : Détection annuelle par PCR de C. pneumoniae en Europe et Taiwan entre
2018-2023 d’aprés Tagini et al, 2025 (68)

La légionellose a également été impactée par la pandémie Covid-19. L’année 2020
avec 1233 cas déclarés est 'année avec le moins de cas déclarés depuis 2016 (1218
cas). Les années 2019 et 2021 recensaient respectivement 1816 et 2060 cas déclarés

de légionellose d’aprés Santé Publique France (113).

11.4.5 Autres étiologies

Pour les pneumonies nosocomiales, se déclarant chez les patients aprés 48h
d’hospitalisation, les étiologies infectieuses sont trés différentes des pneumonies
communautaires, impliquant des bacilles a Gram négatif non fermentants (comme
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii complex, Stenotrophomonas
maltophilia), S. aureus, les entérobactéries (Escherichia coli, Klebsiella spp,
Enterobacter spp Proteus spp,...), et plus rarement des étiologies communautaires
comme S. pneumoniae et H. influenzae. Les bactéries atypiques sont peu fréquentes
dans I'épidémiologie des pneumonies infectieuses nosocomiales (121).

Concernant les pneumonies associées aux soins, tout particulierement chez le patient
immunodéprimé, des pathogénes opportunistes peuvent étre sources d’infections

comme Aspergillus spp, Pneumocystis jirovecii, ou des mycobactéries atypiques (1).
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Des étiologies non infectieuses peuvent mimer une pneumonie infectieuse tant sur le
plan clinique que radiologique. Elles sont nombreuses et d’étiologies trés variées
comme les pneumopathies d’hypersensibilité apres exposition a un ou plusieurs
antigénes (oiseaux, moisissures, ...), les pneumonies interstitielles idiopathiques, les
maladies auto-immunes (polyarthrite rhumatoide, lupus, sclérodermie, ...), la
sarcoidose avec des infiltrats diffus. Ces pneumonies non infectieuses peuvent
également étre d’origine médicamenteuses comme I'amiodarone ou le méthotrexate,
mais également a la suite a une prolifération de polynucléaires €osinophiles dans les
poumons (daptomycine, ...), apres a linhalation de substances irritantes pour les
poumons, ou un cancer pulmonaire. Deux épisodes de pneumonies dans le méme
territoire doivent faire évoquer un cancer pulmonaire sous-jacent (122).

Toutes ces étiologies ne sont pas parties de I'exposé, ne seront pas développées par

la suite.

II.5 Diagnostic et prise en charge des PAC a bactéries
atypiques

Afin d’'optimiser la prise en charge des patients atteints de PAC, certains criteres
permettent de décider quels patients nécessitent une hospitalisation. Ces critéres
illustrés dans la figure ci-dessous datent de 2010 et ont été établis par la SPLF et la
SPILF. (102). lls n’ont pas été modifiés lors des nouvelles recommandations de prise
en charge d’'une PAC publiées en 2025 (123). Grace a ces critéres, le clinicien peut
déterminer si une hospitalisation est nécessaire ou si une prise en charge ambulatoire

est suffisante (Figure 21).
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Pneumonie communautaire
|

Recherche de signes de graviteé :
- atteinte des fonctions supérieures (altération de la conscience),
- atteinte des fonctions vitales ©  PA systoligue < 90 mmHg,
fréquence cardiague > 120 /min,
fréequence respiratoire > 30 / min
- température < 35°C ou 2 40°C
- néoplasie associée (cancer actif ou diagnostiqué dans l'année, autre que baso-

cellulaire),
- preumonie d'inhalation ou sur obstacle trachéo-bronchique connu ou suspecté. @

ou da sihastions particullanes - - o l Hospitalisation recommandée
- complication de la pneumonie (notamment suspicion d'épanchement pleural ou

d'abcédation)

- conditions socio-économiques défavorables

- inobservance thérapeutique prévisible

- isolement social, notamment chez les personnes ageées

- insuffisance cardiague congestive,

- maladie cérébro-vasculaire (antécédents d'accident vasculaire cérébral ou ischémigue transitoire),

- maladie rénale (insuffisance rénale chronique ou élévation de la créatininémieg),

- maladie hépatique (cirhose hépatique ou autre hépatopathie chronique),

-BPCO,

- immunodépression (corticothérapie par voie générale ou traitement immunosuppresseur dans les 6 mois, splénectomie,
chimiothérapie dans les 6 mois, SIDA, cachexie ...},

- drépanocytose homozygote,

- antécedent de pneumonie bactérienne,

- hospitalisation dans I'année,

- vie en institution.

Recherche de facteurs de risque de mortalité :
- &ge > 65 ans

- &ge = 65 ans sans ou avec un seul facteur de risque - Age = 65 ans et deux facteurs de risque
ou ou
- age > 65 ans sans facteur de risque - age = 65 ans et au moins un facteur de risque
| I
| Prise en charge généralement ambulatoire ‘ | Hospitalisation recommandée |

Fiqure 21 : Algorithme décisionnel pour une prise en charge ambulatoire ou
hospitaliere d'une PAC d’aprées les recommandations SPLF et SPILF de 2010 (123)

Afin de mieux identifier les cas graves de PAC, les critéres de gravité ont été modifiés
depuis les recommandations de 2010. Pour étre catégorisée comme PAC grave, il faut
la présence chez le patient d’un critere grave, ou la présence de 3 criteres mineurs.

Ces critéres sont réesumés dans le tableau ci-dessous (Tableau 5).
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Tableau 5 : Définition d’'une pneumonie aigie grave d’aprés les recommandations

SPLF et SPILF de 2025 (7)

Tableawn 1

DéEfimition d'une preumonie ajigue srave si

présence d  un oritéemne majeur ou d"au moins 3 oritéeres mine-
urs [selon ATS/AIDSA) [B6—90 131].

Criteres majeurs

Criteres mineurs

Choc septigue

D &tresoe respiratoine néecessitant
recours a la ventilation mécanmigue
Fraquence respiratoire = 30
cyclesmrin

Palz AIFIDy = 250°

Infiltrats multilobaires (i.e., = 2)
Confusionsdesorientation

Urée plasmatique = 7,14 mmoall/ L
Leucopenmie [leucocytes — 4 000/
)

Thrombocytopenie (plaquettes «
100 000/ mim®)

Hypothermie (tempsératbure oonpo-
relle = 36 “C)

Hypotension necessitant urne
expansion volémigue

T (Filh estimese par la fomule : Filds = 0,21 + 0,03 x débit O

(L/mmvim) [132].
T

D= a Lrimfection

anticancerswse) .

zeule (f.e., pas la dhimiothSrape

Afin de faciliter I'utilisation de 'algorithme décisionnel élaboré en 2010 pour orienter la

décision d’hospitaliser ou non le patient, le score CRB-65 a été créé et repose

uniquement sur quatre critéres de gravité, ce qui le rend plus simple a utiliser en

médecine de ville (Tableau 6).

Tableau 6 : Score 65 d’apres les recommandations SPLF et SPILF de 2010 (123)

Critéres du score CRE 65

Conduite a tenir

C : Confusion
R : Fréguence respiratoire = 30 / mn

65 : Age® = 65 ans

B : Pression artérielle systoliqgue < 90 mmHg
ou Pression artérielle diastolique < 60 mmHg

0 critére : traitement ambulatoire
possible

2 1 critére : évaluation a 'hbpital

C pour confusion, R pour respiratoire, B pour blood pressure et 65 pour 65 ans.

compte

* Plus que I'age civil, I'8ge physiologigue - notamment chez les patients sans comorbidité - est & prendre en

De ce choix d’hospitaliser ou non le patient, vont découler des examens paracliniques

et diagnostiques pour une meilleure prise en charge des cas graves ou a risque de

complications.
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11.5.1 Diagnostic

Le diagnostic des PAC se fait grace a la combinaison de symptdmes respiratoires
(toux, fievre, douleur, crachats) associés a une imagerie pulmonaire
systématiquement réalisée pour le diagnostic d’'une pneumonie. La réalisation de
prélevements respiratoires est indispensable pour 'identification du pathogéne. Cette
identification se fait grace a I'examen direct fait sur le prélevement, sa mise en culture
au laboratoire de microbiologie, mais également [utilisation de kits de PCR
spécifiques. La réalisation d’antigénuries est possible, tout comme I'utilisation de la

sérologie sur sérum.

Dans un premier temps, je détaillerai I'imagerie pulmonaire, puis les méthodes
d’antigénuries L. pneumophila de sérogroupe 1, puis les préléevements respiratoires
avec les différents kits de PCR pouvant étre réalisés sur ceux-ci avant d’aborder de la

place de la sérologie comme outil diagnostic.

[1.5.1.1 Imageries thoraciques

L’échographie pleuropulmonaire ou la radiographie pulmonaire sont recommandées
pour le diagnostic des PAC. Elles peuvent étre réalisées en premiere intention en
ambulatoire comme a I'hépital. Elles sont recommandées dans les 24h et maximum
jusqu’a 3 jours, mais ne doivent pas retarder le début de I'antibiothérapie (102). Si
I'imagerie n’a pas été réalisée au début de la prise en charge de la PAC, elle peut étre
réalisée a 72h en cas d’évolution défavorable (7).

En ambulatoire, il n’est pas recommandé d’utiliser le scanner thoracique en premiére
intention. Dans les PAC hospitalisées, le scanner est réalisé aprés une radiographie
ou une échographie si un doute diagnostic persiste aprés I'évaluation de la premiére

imagerie thoracique (7).

[1.5.1.2 Antigénurie L. pneumophila

Comme mentionné plus t6t dans cet exposeé, plus de 90 % des cas de légionellose
sont diagnostiqués par antigénurie (112). Indiquée chez les patients hospitalisés en

cas de contexte évocateur de légionellose ou chez les patients graves, c’est 'examen
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de premiere intention pour diagnostiquer la Iégionellose. Il peut aussi étre couplée a
I'antigénurie pneumocoque pour les patients hospitalisés graves (7).

Disponible en France depuis 1996, [lantigénurie est un test immuno-
chromatographique concgu pour détecter spécifiquement le LPS du sérogroupe 1 de L.
pneumophila. L’antigéne LPS peut étre détectée de facon précoce avec une positivité
de l'antigénurie au bout de 2 a 3 jours. Sa sensibilité est meilleure dans les formes
graves (88 a 100 %) que dans les formes peu séveres (40 a 53 %), en lien avec la
qguantité plus importante de LPS excrétée dans les urines chez les patients graves
Cette antigénurie peut étre transitoire, ou rester positive moins de 2 mois. Chez
immunodéprimé, la positivité de I'antigénurie peut étre prolongée jusqu’a 1 an (83).
On peut augmenter sa sensibilité en ultracentrifugeant les urines, mais également par
I'utilisation de lecteur optique pour les tests immuno-chromatographiques. Ces deux
méthodes donnent d’aussi bons résultats, mais la seconde permet de s’affranchir de
I'étape de centrifugation et est trés répandue dans les laboratoires de biologie
médicale.

Le CNR Legionella affirme une meilleure sensibilité de I'antigénurie pour la détection
de L. pneumophila de sérogroupe 1 par rapport a la PCR sur prélévements
respiratoires profonds, en raison de I'accumulation du LPS dans les urines (83).
L’antigénurie a une sensibilité inférieure pour les souches nosocomiales de L.

pneumophila de sérogroupe 1 par rapport aux souches communautaires (81), (83).

La spécificité de I'antigénurie Legionella est de 96-99 % selon les études et les
données du CNR (83). Quelques faux positifs ont été identifiés dont I'utilisation de
sérum anti-lymphocytaire de lapin. Cependant le CNR confirme I'absence de faux
positifs apres chauffage et centrifugation (81,82). Pour éviter de rendre un résultat
faussement positif, il est recommandé de chauffer 1 mL d’urine a 95°C pendant 5
minutes avant de centrifuger (15 minutes a 1000g) et de refaire I'antigénurie une
deuxiéme fois sur le surnageant. Ce chauffage permet de dégrader les protéines ou
anticorps responsables des réactions faussement positives, sans dégrader le LPS qui
est thermostable. Si le résultat aprés chauffage revient négatif, I'antigénurie Legionella

est a considérer comme négative.

Pour poser le diagnostic d’infection a L. pneumophila de sérogroupe 1, la sensibilité

de I'antigénurie est meilleure que la détection par PCR sur prélevements respiratoires,
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a I'exception des souches nosocomiales. La PCR sur prélevements respiratoires est
plus sensible pour les autres sérogroupes de L. pneumophila et pour L. non
pneumophila. Dans certains cas, les LPS des autres sérogroupes peuvent parfois étre
détectés a cause de réactions croisées mais la sensibilité de leur détection est

insuffisante pour en faire une méthode diagnostic fiable (83).

L’excrétion urinaire du LPS de L. pneumophila de sérogroupe 1 est intermittente. Le
CNR recommande de changer de méthode diagnostique et d’utiliser les PCR sur
prélevements respiratoires plutdét que de refaire une antigénurie si le diagnostic de

légionellose est toujours évoqué (83).

11.5.1.3 Prélevements respiratoires

D’aprés les nouvelles recommandations de 2025, ces prélevements sont indiqués
uniquement chez les patients hospitalisés (100). Dans le cadre du diagnostic de PAC
a bactéries atypiques, ils sont réalisés pour faire de la biologie moléculaire ou pour
ensemencer des milieux de culture spécifiques a la recherche de Legionella. Pour les

patients pris en charge en ambulatoire, ils ne sont donc pas recommandés.

11.5.1.3.1 Ecouvillons et aspirations nasopharyngés

L’écouvillonnage nasopharyngé consiste a prélever des sécrétions et des cellules du
nasopharynx a l'aide d’un écouvillon stérile et flexible. L’écouvillon est accompagné
d’'un milieu de transport MART (Multi-Microbe / Room Temperature) maintenant la
viabilité des virus, Chlamydia et Mycoplasma. Un écouvillon VCM (Virus, Chlamydia,
Mycoplasma) accompagné d’un milieu de transport peut aussi étre utilisé pour ces
prélevements (124,125). Il est réalisé dans le but de détecter des infections
respiratoires grace a la biologie moléculaire.

C’est le prélevement de référence pour la recherche de virus respiratoires et des
bactéries atypiqgues comme M. pneumoniae, C. pneumoniae et C. psittaci. Ces
prélevements sont adéquats vu le caractére diffus de linfection. En pédiatrie, des
aspirations nasopharyngées peuvent étre réalisées. Pour le diagnostic de |égionellose,
la recherche de Legionella par PCR n’est pas recommandée sur ces prélevements au

vue de sa sensibilité plus faible (7).
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11.5.1.3.2 Prélévements respiratoires profonds et milieux de culture

Les crachats ou expectorations sont des prélévements non invasifs dont la valeur
diagnostique peut diminuer due a un pourcentage important de contamination salivaire
des prélevements estimé a 50 % et une antibiothérapie préalable. Sa qualité est
évaluée grace au score de Murray, en fonction de la quantité de cellules épithéliales
et de macrophages alvéolaires (100). Sa sensibilité et sa spécificité sont fortement
influencées par la gravité clinique de la pneumonie. Il doit étre recueilli a jeun, apres
un lavage bucco-dentaire, et lors d’'un effort de toux ou d’'un massage de kinésithérapie
respiratoire. Son seuil significatif de culture est de 10’ UFC/mL (126).

L’aspiration trachéale est un prélévement réalisé chez les patients intubés qui ne
peuvent pas expectorer ou chez lesquels les méthodes invasives sont contre-
indiquées. C’est un prélevement fréquemment réalisé en réanimation via la sonde
d’'intubation. Comme les crachats, l'aspiration peut étre contaminé par la flore
commensale. Son seuil significatif de culture est de 10° UFC/mL (127).

Le lavage bronchoalvéolaire est un prélévement invasif réalisé sous endoscopie
respiratoire. Un volume de 50 mL de sérum physiologique est injecté puis récupéré
par aspiration permettant une exploration des bronchioles et des alvéoles d’une
importante portion du parenchyme pulmonaire. On peut également réaliser un mini-
LBA en injectant seulement 20 mL de sérum physiologique chez les patients instables.
Le seuil significatif du LBA est de 10* UFC/mL (127).

D’autres préléevements peuvent étre réalisés comme un brossage télescopique
protégé sous fibroscopie, ou un prélevement bronchique distal protégé (PBDP) sans
fibroscopie. lls ont un seuil significatif de culture de 10 UFC/mL (127).

Ces différents seuils de significativité facilitent la différenciation entre colonisation et
infection pour certains pathogénes, pouvant étre commensaux de I'oropharynx ou
responsables de PAC comme S. pneumoniae, H. influenzae, S. aureus, ou M.
cattarhalis. Le recueil de ces prélevements doit se faire dans un pot stérile. lls doivent

étre acheminés rapidement au laboratoire, idéalement en moins de 2 heures (127).

En laboratoire, Legionella nécessite I'utilisation de milieux spécifiques afin d’obtenir
une culture positive. Le CNR recommande ['utilisation de plusieurs milieux dont le
Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) supplémenté avec 0,1 % d’alpha-

cétoglutarate. Ce milieu est riche en fer et en cystéine qui sont indispensables a la
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croissance de Legionella. En cas de prélévement respiratoire contaminé par la salive,
le CNR suggere d’utiliser un milieu BMPA, qui correspond a un milieu BCYE additionné
d’antibiotiques pour inhiber la croissance d’autres bactéries comme la céfamandole,
polymycine B et anisomycine. Le milieu MWY est également recommandé par le
CNR : c’est un milieu BCYE additionné de glycine, polymycine B, anisomycine et
vancomycine. Le milieu GVPC a été développé pour les prélévements
environnementaux d’eau et correspond a un milieu BCYE avec alpha-cétoglutarate,
glycine, cycloheximide, vancomycine et polymycine B.

Le CNR préconise 'ensemencement de 100 a 200 uL de prélevement « au rateau »
sur un milieu BCYE et sur un milieu avec antibiotique (BMPA, MWY ou GPVC) pour
chaque demande de recherche de Iégionelles. Ces milieux doivent étre incubés a 35°C
en aérobiose pendant 10 jours en atmosphere humide pour éviter le desséchement
des milieux de culture. Un pourcentage de 5% de CO:2 inhibe la croissance des
légionelles. Les colonies bactériennes obtenues sont petites, avec un aspect de

« verre fritté » a la loupe binoculaire (Figure 22).

Figure 22 : Leqgionella sur gélose BCYE d’aprés Thermo Fisher et AEMIP (128,129)

A gauche, petites colonies blanches de Legionella sur milieu BCYE. A droite, aspect

verre fritté des colonies de Legionella a la loupe binoculaire.

La sensibilité de la culture est estimée entre 50 et 60 %, avec une meilleure sensibilité
de I'aspiration bronchique par rapport au LBA et I'expectoration. A J3 d’incubation,
49% des cultures sont positives a J3. Pour L. pneumophila de sérogroupe 1, 95 % des
cultures sont positives & J5. A J10, 100% des cultures seront positives pour Legionella

spp méme pour les especes a croissance plus lente. La culture peut étre positive
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malgré la mise en place d’une antibiothérapie ciblant les bactéries atypiques, avec une
positivité jusqu’a 30 jours aprés dans les cas séveéres. L'identification de I'espéce a
partir des colonies se fait par l'utilisation de la spectrométrie de masse MALDI-TOF,
qui est tres performante pour identifier L. pneumophila et les especes de L. non
pneumophila. C’est également a partir des colonies que peut étre fait la séro-
agglutination pour identifier le sérogroupe de L. pneumophila (83).

25 % des cas de légionellose ont une culture positive pour 'envoi au CNR de la souche
pour les études épidémiologiques (83). Cependant, le laboratoire peut directement
envoyer les prélévements respiratoires au CNR afin que celui réalise la culture sur

milieux spécifiques, puis I'étude la souche par séquencage.

[1.5.1.4 Polymerase Chaine Reaction

La PCR est une technique permettant de dupliquer un fragment d’ADN ou d’ARN pour
obtenir des milliards de copies identiques a partir d’'un échantillon grace a des cycles
de PCR. Ces produits d’amplification sont ensuite détectés afin de rendre un résultat
qualitatif ou quantitatif au clinicien. Une PCR qualitative détecte la présence ou
I'absence d'une cible rendant un résultat positif ou négatif pour un échantillon. La PCR
quantitative mesure en temps réel la quantité exacte d’ADN ou d ‘ARN présente dans
un échantillon souvent exprimée en nombre de copies par millilitre grace a l'utilisation
d’'une gamme de calibration. La recherche de génomes microbiens peut se faire a
partir de tous les liquides ou tissus biologiques avec nécessité de prétraitement pour
certains types d’échantillons.

Deux méthodes de détection des produits d’amplification sont possibles : la méthode
en point final et la méthode en temps réel. La méthode en point final permet une
évaluation qualitative uniqguement. La PCR en temps réel est devenue la méthode de
référence pour la détection des virus respiratoires et des bactéries atypiques, grace
son excellente sensibilité et spécificité. Elle permet I'obtention de résultats fiables et
rapides. Aprés une premiere étape d’extraction des acides nucléique a partir de
I'échantillon, l'identification de I'agent infectieux par PCR se fait par amplification et
détection d’'une séquence génétique spécifique de celui-ci. Un cycle de PCR est
composé 3 étapes se répétant a la suite : la dénaturation de 'ADN a 95-96°C,
I'hybridation des amorces spécifiques a 68°C et I'’élongation des séquences grace a

une ADN polymérase & 72°C. A partir d’un brin d’ADN aprés n cycles, nous aurons 2"
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molécules d’ADN. Grace a l'utilisation de fluorophores, la détection des prélévements
positifs par PCR se fait par fluorescence. L'intérét de la PCR temps réel est 'obtention
du « Cycle Threshold » ou cycle seuil (Ct). Ce Ct correspond au nombre de cycles de
PCR nécessaires pour que la fluorescence dépasse le seuil de détection et que le

résultat soit interprété comme positif.

Les différents kits PCR actuellement utilisés sur prélévements respiratoires au CH de
Valenciennes ciblant les bactéries atypiques sont le BIOFIRE FILMARRAY
Pneumonia Plus (BioMérieux, Marcy I'Etoile), le Qiastat-Dx Respiratory SARS-CoV2
(Qiagen France, les Ulis) et le Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB (ELITechGroup
France, Puteaux) (Tableau 7).

Depuis aolt 2022, la seconde version du panel Qiastat-Dx Respiratory SARS-CoV-2
integre la cible C. pneumoniae, qui n’était pas recherchée dans la premiére version de
ce panel (130).

Nous avons inclus les panels Eplex Respiratory Pathogen (RP2) et Respiratory
Bacterial ELITe MGB alors gu’ils ne sont plus utilisés au CH de Valenciennes depuis
respectivement 2021 et novembre 2025. Nous avons pris en compte ces panels dans
cette thése puisque certains résultats patients inclus dans nos extractions pour réaliser
I'épidémiologie du CH de Valenciennes ont été obtenus grace a ces 2 panels.

Avant 2020, la premiére version de I'Eplex Respiratory Pathogen (Roche Diagnostics
France, Meylan ex Genmark diagnostics) ne ciblait pas le SARS-CoV-2. En 2020 et
jusqu’a la fin de son utilisation en 2021, sa seconde version a été utilisée a

Valenciennes permettant la détection du SARS-CoV-2 (131).
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Tableau 7 : Principaux panels PCR utilisés a Valenciennes sur prélevements respiratoires ciblant les bactéries atypigues (130-133)

MERS-CoV = Middle East respiratory syndrome-related Coronavirus, BLSE = béta-lactamase a spectre étendu.

Nom du panel

Prélevements acceptés

Bactéries ciblées

Virus ciblés

Genes de résistances ciblés

BOIFIRE
FILMARRAY

Pneumonia Plus

- Expectoration
- Aspiration
nasopharyngée
- Aspiration bronchique
ou trachéale
- LBA

- Acinetobacter baumannii complexe

- Enterobacter cloacae complexe

- Escherichia coli
- H. influenzae
- Klebsiella aerogenes
- Klebsiella oxytoca
- Klebsiella pneumoniae
- M. catarrhalis
- Proteus spp
- Pseudomonas aeruginosa
- Serratia marcescens
- S. aureus
- S. agalactiae
- S. pneumoniae
- S. pyogenes
- C. pneumoniae
- M. pneumoniae

- L. pneumophila

- Adénovirus
- Coronavirus
- Métapneumovirus
- Rhino/entérovirus
- Virus de la grippe A
- Virus de la grippe B
- MERS-Cov
- Virus parainfluenza
- VRS

- Carbapénémases : IMP,
KPC, NDM, OXA-48 like,
VIM
- BLSE : CTX-M
- Résistance a la méticilline :
mecA/C et MREJ
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Nom du panel

Prélevements acceptés

Bactéries ciblées

Virus ciblés

Genes de résistances ciblés

Qiastat-Dx
Respiratory SARS-
CoVv2

- Ecouvillon
nasopharyngé

- Aspiration
nasopharyngée

- Expectoration

- Aspiration bronchique
ou trachéale
- LBA

- Bordetella pertussis
- M. pneumoniae
- C. pneumoniae

- L. pneumophila

- Adénovirus
- Bocavirus
- Coronavirus 229E
- Coronavirus HKU1
- Coronavirus NL63
- Coronavirus OC43
- SARS-CoV2
- Métapneumovirus
- Rhino/entérovirus
- Virus de la grippe A
- Virus de la grippe A/H1
- Virus de la grippe A
HIN1/pdmO09
- Virus de la grippe A/H3
- Virus de la grippe B
- Virus parainfluenza 1
- Virus parainfluenza 2
- Virus parainfluenza 3
- Virus parainfluenza 4
- VRS
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Nom du panel

Prélevements acceptés

Bactéries ciblées

Virus ciblés

Genes de résistances ciblés

Eplex Respiratory
Pathogen (RP2)

- Ecouvillon
nasopharyngé

- Aspiration
nasopharyngée

- Expectoration

- Aspiration bronchique
ou trachéale
- LBA

- M. pneumoniae

- C. pneumoniae

- Adénovirus
- Coronavirus 229E
- Coronavirus HKU1
- Coronavirus NL63
- Coronavirus OC43
- SARS-CoV2
- Métapneumovirus
- Rhino/entérovirus
- Virus de la grippe A
- Virus de la grippe A/H1
- Virus de la grippe A
HIN1/pdmO09
- Virus de la grippe A/H3
- Virus de la grippe B
- Virus parainfluenza 1
- Virus parainfluenza 2
- Virus parainfluenza 3
- Virus parainfluenza 4
- VRS
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Nom du panel

Prélevements acceptés

Bactéries ciblées

Virus ciblés

Genes de résistances ciblés

- Ecouvillon
) nasopharyngé _
Respiratory o - C. pneumoniae
) - Aspiration )
Bacterial ELITe ] - L. pneumophila
nasopharyngée )
MGB o ) - M. pneumoniae
- Aspiration bronchique
- LBA
- Ecouvillon .
i - C. pneumoniae
' nasopharyngé o
Respiratory o - C. psittaci
) - Aspiration )
Bacterial PLUS ] - L. pneumophila
nasopharyngée _
ELITe MGB - L. non pneumophila

- Aspiration bronchique
- LBA

- M. pneumoniae
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Selon les fabricants, le panel Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB n’est validé que
sur aspiration bronchique et LBA. Cependant, le kit d’extraction associé est validé sur
plus de 20 matrices differentes dont les écouvillons respiratoires avec milieu de

conservation/transport.

Le panel BIOFIRE FILMARRAY Pneumonia Plus se distingue par un mode de
fonctionnement particulier. Aprés extraction des acides nucléiques a partir du
prélevement, une premiére étape de PCR permet 'amplification simultanée de toutes
les cibles du kit. Ce produit d’amplification est ensuite dilué avant d’étre réparti dans
différents puits ou auront lieu les PCR spécifiques de chaque cible. Un résultat semi-
quantitatif est obtenu en copies de génome/mL pour les bactéries (sauf les bactéries
atypigues C. pneumoniae, M. pneumoniae et L. pneumophila) grace a des contrbles
guantitatifs internes. Selon les informations fournies par le fabriquant Biomérieux, le
panel BIOFIRE FILMARRAY Pneumonia plus a une sensibilité de 96,2 % et une
spécificité de 98,3 % sur les prélévements LBA. Sur les expectorations, ce panel a une
sensibilité de 96,3 % et une spécificité de 97,2 % (132).

Pour le Qiastat-Dx Respiratory SARS-CoV2, une étude sur les performances
diagnostiques de ce kit a trouvé une sensibilité de 85-100% et une spécificité de 97-
100 % en fonction des cibles (134).

Le nombre de diagnostics de Iégionellose posés grace a l'utilisation de la PCR est en
cours d’augmentation, passant de 6,8 % entre 2011 et 2015, a 10-15 % en 2019. Ce
pourcentage est toujours en augmentation, dépassant 25 % en 2024. En raison de
leurs mauvaises performances diagnostiques sur écouvillons nasopharyngés avec
une sensibilité de moins de 50 %, les PCR pour la recherche de L. pneumophila ne

doivent étre utilisées que sur prélevements respiratoires profonds (81,83,96).

11.5.1.5 Sérologie

La sérologie est surtout utile pour un diagnostic rétrospectif. Son objectif est de mettre
en évidence une séroconversion ou 'augmentation du titre d’anticorps spécifiques a
'encontre du pathogéne. Une séroconversion est le passage chez un patient d’'une
sérologie négative a une sérologie positive pour un agent infectieux. Dans un premier

temps, les anticorps de type IgM vont apparaitre avec des IgG négatifs. Dans un
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second temps, les anticorps de type IgG vont se positiver témoignant d’une infection
récente ou une primo-infection en cours par ce pathogéene

D’apres I'édition 2022 du Rémic, pour M. pneumoniae, au moins deux sérums sont
nécessaires pour confirmer l'infection. Le premier doit étre prélevé des le début des
signes cliniques et le second 2 a 3 semaines apres le début de la maladie afin de
mettre en évidence une séroconversion ou une augmentation du titre des anticorps.
D’aprés I'édition 2022 du Rémic pour la Iégionellose, deux sérums sont également
nécessaires pour confirmer le cas. Comme pour M. pneumoniae, le premier doit étre
prélevé des le début des signes cliniques et le second 2 a 3 semaines apres le début
de la maladie. Les IgM anti-M. pneumoniae vont apparaitre rapidement au bout d’une
semaine et persister pour des mois aprés l'infection. Les IgG anti-M. pneumoniae
apparaissent au bout de 2 a 3 semaines et c’est cette séroconversion qui va étre utile
au diagnostic. L’élévation du titre des IgG entre le premier et le deuxiéme sérum
permet également de poser le diagnostic sérologique de réinfection chez un patient
ayant déja eu une infection par M. pneumoniae auparavant (135).

D’aprés I'édition 2022 du Rémic pour C. pneumoniae, la sérologie est difficilement
interprétable sachant la forte séroprévalence dans la population adulte, et doit étre

limitée aux enfants de moins de 15 ans.

L’utilisation de la sérologie comme outil diagnostic est trés restreinte et souvent en
derniere intention. Elle peut se révéler utilise dans les cas ou les prélévements
respiratoires sont impossibles avec une forte suspicion clinique de PAC. Elle peut
aussi étre utile en tant qu’outil épidémiologique lors d’enquéte afin de déterminer le

serogroupe de L. pneumophila (83).

11.5.1.6 Autres marqueurs biologiques

Pour les PAC ambulatoires ou hospitalieres, le dosage de la CRP et de la PCT
(procalcitonine) ne sont pas recommandés pour le diagnostic ou le suivi des PAC (7).
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11.5.2 Prise en charge thérapeutique des PAC

[1.5.2.1 Traitements et nouvelles recommandations de 2025

L’antibiothérapie de premiére intention, que le patient soit pris en charge en
ambulatoire ou a I'hépital doit étre instaurée le plus rapidement possible et sera
influencée par différents facteurs : la gravité de la pneumonie, un contexte évocateur
de bactéries atypiques, les antécédents et les comorbidités du patient. La liste des
comorbidités entrainant une modification de I'antibiothérapie probabiliste est dans le

tableau ci-dessous (Tableau 8).

Tableau 8 : Liste des comorbidités modifiant I'antibiothérapie probabiliste d’'une PAC
d’apreés les recommandations SPLF et SPILF de 2025 (7)

Comorbidités modifiant le choix d'antibiothérapie probabiliste pour une PAC

Hospitalisation dans les trois mois précédents
Antibiotherapie dans le mois precedent”

Ethylisme chronigque

Troubles de la déglutition

Maladie neurologigue sévere avec risque de fausses routes™
Meéaplasie active

Immunodepression”**

BPCO sévére (VEMS = 50 % de la théorique) ou insuffisance respiratoire chronique (OLD au VNI)
Insuffisance cardiague congestive

Insuffisance heépatigue

Insuffisance rénale chronigue (DFG < 30 mL/min)

" sauf nitrofurantaine, fosfomycine orale, pivmecillinam.

" AVE, Parkinson, Démence, SEP, etc.).

™ |corticoides systémiques = 10 mg/j, autres traitements immuncsuppresseurs, asplénie, agranulocytose, infection par le WIH avec une
numération lymphocytaire T C04 = 200/ mm?, déficit immunitaire primitif, ete.).
NB 1: La présence d'une seule des comarbidités listées cl-dessus suffit a modifier le choix de l'amoxicilline comme antiblothérapie proba-
biliste d'une PAC.
NEB 2 : L'asthme en soi n"est pas une comorbidité justifiant de choisir une antibiothérapie différente de L"amaoxicilline en premiere inten-
tion. Toutefols, il est important de considérer d'autres paramétres telle que la prescription récente d'antibiotiques dans le choix de cette
demiere.
NE 3 : L'age sans comorbidité n'est pas un critére a prendre en compte.

Les antibiothérapies probabilistes pour prendre en charge les cas de PAC non graves
sont des monothérapies soit d’amoxicilline ou d'un macrolide. La recherche
d’éléments évocateurs de bactérie atypique doit orienter le clinicien vers un macrolide,
antibiotique de référence pour prendre en charge une PAC a germes atypigues
(Tableau 9).
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Tableau 9 : Antibiothérapies probabilistes des PAC non graves d’aprés les
recommandations SPLF et SPILF de 2025 (7)

Tableau 5 Antibiothérapie probabiliste des PAC chez ["adulte en ambulatoire.

1°" choix Alternative
Sans comorbidite Amoxicilline Pristinamycine
Au moins une comorbidité” Amoxicilline-acide clavulanigue C3G parentérale
Suspicion de cofsurinfection bactéerienne d’une Amoxicilline-acide clavulanigue C3G parentérale ou pristinamycine
infection virale {grippe)
Tableau evocateur d'infection ou mise en Macrolide Pristinamycine ou doxycycline

evidence de bacterie atypique
Reevaluationa 72 h

" cf. Tableau 3.
ME : La lévofloxacine est indiguée uniquement si allergie grave aux betalactamines et pas d"autre possibilité thérapeutique.

Tableau & Antibiothérapie probabiliste des PAC non graves chez |'adulte hospitalisé.

157 choix Alternative
Sans comorbidites Amoxicilline C3G parentérale
Avec comorbidités Amaoxicilline-acide clavulanigue
Suspicion de cofsurinfection bacterienne d'une infection virale Amoxicilline-acide clavulanigue
(grippe)
Tableau évocateur d'infection a bacterie atypique Macrolide Levofloxacine*

Reeévaluationa 72 h

Réévaluation a 72 h et désescalade en fonction de |"évalution clinigue et des examens microbiologiques.
Lévefloxacine : uniguement si allergie grave aux betalactamines ou si contre-indication aux macralides en cas de suspicion de bactérie
atyplgue.

Tableau 7  Antibiothérapie probabiliste et dirigée des PAC en cas de bactérie atypique suspectée ou diagnostiquée chez
l"adulte.

Antibiothérapie en cas de bactérie atypique

Molécule Allergie/ alternative
Légionellose Macrolide* 5i forme grave ou contre-indication aux macrolides : lévofloxacine
Mycoplasma pneumoniae Macrolide* Cycline
5i contre-indication aux macrolides et aux cyclines : lévofloxacine
Chlamydophila pneumoniae Macrolide* Cycline

5i contre-indication aux macrolides et aux cyclines : lévofloxacine

" Macrolides : azithromycine, clarithromycine, roxithromycine, spiramycine.

Une antibiothérapie probabiliste par amoxicilline permet de cibler S. pneumoniae, dont
les niveaux de résistance sont trés faibles pour I'amoxicilline et I'ensemble des
bétalactamines. Selon le rapport 2025 du CNR pneumocoques, 87,6 % des souches
de S. pneumoniae isolées d’infections invasives étaient sensibles a 'amoxicilline avec
une CMI = 0,5 mg/L (136). L’association amoxicilline-acide clavulanique permet
d’élargir le spectre pour couvrir le H. influenzae, M. catarrhalis ou S. aureus. D’aprés
le rapport 2024 du CNR Haemophilus, 23 % souches invasives d’H. influenzae étaient
résistantes a I'amoxicilline, contre 60 % pour les souches non-invasives (137). M.
catarrhalis et S. aureus sont eux résistants a I'amoxicilline dans respectivement 95 %
et 90 % des cas (138,139). Concernant M. pneumoniae et C. pneumoniae, en seconde
intention, la doxycycline ou pristinamycine peuvent étre prescrites. Il est important de

by

réévaluer toute antibiothérapie a 48-72h et de la modifier en cas d’échec

88



thérapeutique. Une bithérapie probabiliste n’est pas recommandée chez les formes de
PAC non graves (7).

La durée de I'antibiothérapie est conditionnée par le délai nécessaire a I'obtention de
'ensemble des critéres de stabilité clinique. Deux essais randomisés ont montré chez
les patients atteignant I'ensemble des criteres de stabilité clinique a J3, la non-
infériorité d’'un traitement antibiotique de 3 jours versus un traitement de 8 jours
(140,141). Il est maintenant recommandé pour les PAC non graves ambulatoires ou
hospitalisées de traiter 3 jours si les critéres de stabilité sont obtenus a J3, 5 jours s'ils
sont obtenus a J5 et 7 jours pour les autres PAC hospitalisés non compliquées sans
abces ou épanchement pleural. Pour la légionellose, la durée du traitement est
classiquement de 8 a 14 jours pour les formes non graves (5 jours pour

I'azithromycine) (7).

Concernant les PAC graves, l'antibiothérapie probabiliste est une bithérapie dont
I'objectif est de couvrir le S. pneumoniae et les bactéries atypiques dont Legionella
(Tableau 10).

Tableau 10 : Antibiothérapies probabilistes des PAC graves d’aprés les
recommandations SPLF et SPILF de 2025 (7)

SASM = S. aureus sensible a la méticilline ; SARM = S. aureus résistant a la
méticilline.

Tableau 8  Antibiothérapie probabilkste des PAC graves chez ["adulte hospitalisé.

Moléauleis) Allergie/ alternative
Initiale £3G parentérale + macrolide Lévoflaxadne juniquement si allergie contre-indiquant I utilisation de
bétalactamine)
Desescalade La plus précoce possible selon I"évolution clinigue et la documentation micobiologique

Tableau 9  Antibiothérapie probabiliste et dirigée de la PAC grave suspectée® ou confirmée i Staphylococcus aureus secréteur de
taxine de leucoddine de Panton-Valentine (LPY) chez |"adulte.

Moléculeis) Allergie/alternative
Initiale {probabilste) C3G parentérale C3G parentérale jcéfotaxime ou ceftriaxone)
jcéfotaxime ou ceftriaxone) + vanoomycine
+ macrolide + clindamycine**
+ linézolide En cas d'allergie s béta-lactamines :

lévallaxacine + linézolide
Desescalade lors de la documentation

SASM LPV+ Pénicilline M (IV) ou céfazoline 1) Vancomycine + clindamycine ou rifampicine
+ Clindamycine ou rifampicine ol
2) Linézolide
SARM LPY+ Linézolide Vancomycine + clindamycine ou rifampicine

" Contexte post-grippal, gravits, présentation évocatrice : hémoptysie, leucopénie, msh cutane et pneumonie nécromnte (nodules mul-
tiples, images excavees).
La clindamycine est active sur la plupart des bactéries atypigues, mas non active sur toutes les souches de legionelle.
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Pour la |égionellose dans les formes graves et/ou chez la personne immunodéprimée,
la durée du traitement est allongée a 21 jours (10 jours pour I'azithromycine). Dans les
cas ou une documentation microbiologique est obtenue, il n’est pas recommandé de
bithérapie ciblée pour prendre en charge une PAC grave sauf dans les cas d’infections
a S. aureus producteur de la toxine PVL. De plus, chez les patients en soins critiques,
I'administration de glucocorticoide est associée a une réduction de prés de 50 % de la

mortalité (7).

11.5.2.2 Antibiorésistance et bactéries atypiques

Comme mentionné plus tét, les molécules de premiére intention pour traiter une PAC
a bactéries atypigues sont les macrolides. Certaines mutations dans la sous-unité 23S
de I'’ARN ribosomique sont associées a une résistance in-vivo et in-vitro aux
macrolides (142). Le niveau de résistance de M. pneumoniae aux macrolides est
inégale selon les continents et les pays. En Europe, le pourcentage de résistance aux
macrolides est faible. Sur les 92 souches de M. pneumoniae envoyées au CNR pour
le dépistage des résistances aux macrolides par le CH de Valenciennes, 2 recherches
de résistance sont revenues positives. En France, 10 % des souches de M.
pneumoniae sont résistantes aux macrolides. Les Pays-Bas, I'Allemagne et la Suisse
ont respectivement des pourcentages de résistance aux macrolides de 0, 1 et 2 %. Le
continent asiatique a le plus haut niveau de résistance. La Corée du Sud, le Japon et
la Chine ont respectivement des pourcentages de résistances aux macrolides chez M.
pneumoniae de 63, 87 et 97 % (46,143).

Peu d’études ont évalué la résistance aux macrolides chez C. pneumoniae. Une étude
de génotypage n’a identifié aucune mutation de la sous-unité 23S associée a une

résistance, contrairement & C. psittaci ou des mutations ont été identifiees (144).

L’étude systématique de la sensibilité aux antibiotiques des souches de Iégionelles
n‘est pas recommandée. Le CNR Legionella dans ses différentes publications a
montré I'absence de résistance aux macrolides chez les différentes especes. Celui-ci
recommande l'envoi des souches de légionelles en cas d’infection persistante

prolongée avec évolution défavorable, et évaluera la sensibilité de la souche par
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mesure des CMI en milieu liquide. Concernant la résistance aux fluoroquinolones, le
CNR Legionella mentionne deux cases reports de L. pneumophila avec une mutation
conférant une résistance a ces antibiotiques (83).
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[1l. Matériel et méthode

l1l.1 Présentation du Respiratory Bacterial PLUS ELITe
MGB Kit

Le panel développé par ELITech faisant 'objet de cette thése, Respiratory Bacterial
PLUS ELITe MGB Kit, est un outil diagnostic in vitro de PCR qualitative en temps réel
multiplexe. Ce kit permet la détection de ’ADN des bactéries atypiques précédemment
abordées dans cette thése : L. pneumophila, 'espéce Legionella, C. pneumoniae, C.
psittaci et M. pneumoniae a partir d’échantillons respiratoires cliniques. Ce panel a été
développé afin d’étre utilisé en laboratoire de biologie médicale sur les automates
ELITe InGenius et ELITe BeGenius. L'utilisation de ce panel est validée sur 2
échantillons respiratoires d’aprés la fiche fournisseur : le LBA et [I'aspiration
bronchique, deux prélévements respiratoires profonds.

L’extraction des acides nucléiques préalable aux cycles de PCR se fait apres transfert
de 200 pL de prélevements, dans un tube d’extraction (pour le ELITe InGenius) et
dans un tube Sarstedt de 2 mL (pour 'ELITe BeGenius).

Les substrats nécessaires a la réalisation de ce kit PCR sont compris dans le réactif
RB PLUS PCR Mix. Il est fourni avec le panel et contient des acides nucléiques
triphosphates, du tampon, du chlorure de magnésium, 'enzyme ADN polymérase, les
amorces et les sondes spécifiqgues pour chaque cible. Le réactif RB PLUS PCR Mix
contient les amorces et les sondes spécifiques pour :
- Le gene MIP de L. pneumophila détecté dans le canal Leg. La sonde est
marquée par le colorant FAM.
- Le gene ssrA de Legionella spp détecté dans le canal Leg. La sonde est
marquée par le colorant FAM.
- Le gene ompA de C. pneumoniae détecté dans le canal Chla. La sonde est
marquée par le colorant AquaPhluor 639 (AP639).
- Le gene ompA de C. psittaci détecté dans le canal Chla. La sonde est marquée
par le colorant AquaPhluor 639 (AP639).
- Le géne P1 de M. pneumoniae détecté dans le canal Mpne. La sonde est

marquée par le colorant AquaPhluor 593 (AP593).
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- Le contrble interne, basé sur la séquence de la béta-globine humaine détecté
dans le canal IC. La sonde est marquée par le colorant AquaPhluor 525
(AP525).

Les sondes spécifiques du réactif s’activent aprés hybridation au brin d’ADN et apres
le début de polymérisation par 'ADN polymérase par écartement du fluorophore avec
son inhibiteur. L’automate va ensuite capter et mesurer la fluorescence due aux
fluorophores, et établir le cycle seuil (Ct).

Au sein du canal Chla, les séquences d’ADN amplifiees de C. pneumoniae et C.
psittaci sont toutes les deux détectées par le méme fluorophore AP639. Elles sont
différenciées a I'aide de leur température de fusion (Tm) différente. La température de
fusion est la température a laquelle la moitié des doubles brins d’ADN se séparent en
simples brins. Cette température de fusion va varier en fonction de la longueur du
fragment d’ADN mais aussi de son pourcentage en base Guanine-Cytosine. Les paires
G-C forment 3 liaisons hydrogene, contre 2 pour les paires Adénine-Thymine, rendant
le double brin d’ADN plus stable. Plus le pourcentage en G-C d’'une séquence d’ADN
est élevé, plus son Tm va augmenter. Cela permet de mesurer une température de
fusion (Tm) spécifique pour chaque séquence d’ADN amplifiée. La séquence ompA va
varier dans sa composition entre C. pneumoniae et C. psittaci entrainant une
différence de la température de fusion captée par 'automate permettant d’interpréter
le résultat. Il en va de méme pour différencier a l'aide de la température de fusion les
séquences d’ADN amplifiées de L. pneumophila et de Legionella non pneumophila
détectées par le fluorophore FAM au sein du canal Leg.

[11.2 Dossier de validation de méthode et accréditation
COFRAC

Le Comité Francais d’Accréditions (COFRAC) est I'organisme national qui évalue et
accrédite les laboratoires de biologie médicale selon certaines normes de qualité.
C’est la norme NF EN ISO 15189 qui encadre l'accréditation. Son objectif est de
garantir la fiabilité et la qualité des analyses faites dans les laboratoires. Il vérifie
notamment la compétence du personnel, la maitrise des méthodes et la conformité
des équipements. L’accréditation COFRAC d’un laboratoire permet d’assurer des

résultats fiables et justes contribuant a la sécurité du patient (145,146).
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Afin de satisfaire les normes du COFRAC, un groupe de travail de la Société Francaise
de Microbiologie (SFM) a élaboré le QUAMIC (QUAIité en MICrobiologie). Cet ouvrage
créé en 2011 est un référentiel d’accréditation pour la qualité en microbiologie
meédicale. Le QUAMIC traduit les exigences générales COFRAC en recommandations
pratiqgues pour les laboratoires. Il précise les bonnes pratiques de qualité et les
compétences nécessaires aux différentes activités de microbiologie. Il aide ainsi le
laboratoire a mettre en oceuvre, documenter et démontrer sa conformité lors de
I'accréditation. Il ne remplace pas le référentiel COFRAC, il permet de s’y conformiser.
Le QUAMIC permet de mettre en place de nouvelles méthodes en microbiologie en
énumérant les essais devant étre effectués pour le dossier de validation de méthode
(DVM) (147).

En portée A, le dossier de validation de méthode est nécessaire lorsque le laboratoire
utilise une méthode reconnue. Le but est de vérifier que dans les conditions du
laboratoire les performances annoncées sont atteintes. La portée A selon le COFRAC
correspond aux méthodes pour lesquelles les performances sont déja établies par le
fournisseur du réactif ou de I'automate et utilisées dans leur domaine d’application
défini. Le laboratoire vérifie alors que les performances de la méthode sont maitrisées
dans ses propres conditions de fonctionnement (145).

En portée B, le dossier de validation de méthode quant a lui s’utilise pour une méthode
développée ou adaptée par le laboratoire. La portée B selon le COFRAC concerne
ainsi les méthodes modifiées par le laboratoire ou utilisées sur des matrices non
prévues par le fabriquant, pour lesquelles une validation complete de leurs
performances est nécessaire (145).

Ce sont ces dossiers qui pourront étre consultés lors d’audits du COFRAC.

Selon I'édition 2019 du QUAMIC, le dossier de validation de méthode pour une PCR
qualitative doit comprendre un test de fidélité intermédiaire, d’exactitude, de
comparaison de méthodes, et de contamination. Il est nécessaire de rédiger une partie
consacrée a la maitrise des risques dans chaque dossier. Il faut également établir la
sensibilité et la spécificité de la méthode, I'étendue de mesure, la limite de détection,
rechercher des interférences et d’évaluer la robustesse et fiabilité des réactifs. Il est
indispensable de fournir dans ce dossier une partie consacrée a la maitrise des risques

au sein du laboratoire pour cette nouvelle méthode.
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Notre panel Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB est une PCR qualitative
multiplexe qui devra répondre a I'ensemble de ces tests. L'utilisation de ce panel PCR
a débuté le 03/11/2025 a Valenciennes et a remplace le kit Respiratory Bacterial ELITe
MGB en place depuis 2023. Ce changement de kit est un changement de réactif mais

pas de méthode PCR, avec l'utilisation du méme automate I'ELITe InGenius.

111.2.1 Maitrise des risques

Pour chaque dossier de validation de méthode, une partie de ce dossier doit étre
consacrée a la maitrise des risques. Cette maitrise des risques consiste a identifier les
caractéristiques de la méthode et des étapes critiques des phases pré-analytiques,
analytique et post-analytiques. La méthodologie retenue pour la maitrise des risques
est une analyse selon les 5M (145) :

- Matiere : I'échantillon utilisé

- Milieu : 'environnement

- Main d’ceuvre : le personnel

- Matériel : 'équipement et le réactif

- Méthode : la méthode utilisée.

Pour chaque risque identifié, il est important de hiérarchiser ce risque selon sa
probabilité ou fréquence, sa gravité et la capacité a détecter ce risque afin de définir
sa criticité. Apres cette hiérarchisation des risques, il faut associer des mesures de
maitrise de chaque risque (contréles positifs/négatifs, contréle d’inhibition,
maintenance, formation du personnel, ...).

C’est en partie grace a cette analyse des risques qu’un laboratoire peut justifier la
nature et le nombre de tests complémentaires a réaliser lors des essais de validation
de méthode grace au QUAMIC. Pour une PCR qualitative, la partie réservée a la
maitrise des risques doit inclure des vérifications sur les incertitudes de mesure, des
vérifications sur I'étendue de mesure et les limites de détection, les interférences
potentielles de la méthode ainsi qu’une partie évaluant la robustesse et la fiabilité des
réactifs. La robustesse est la capacité d’'une méthode a garder des résultats fiables et
stables malgré des variations faibles volontaires des parametres de la méthode. La
maitrise des risques comprend également une partie sur la surveillance aprés mise en
routine de la méthode pour continuer de garantir des résultats justes.
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[11.2.2 Fidélité intermédiaire

La fidélité intermédiaire, ou reproductibilité intra-laboratoire, correspond a la variabilité
de la méthode au sein d’un laboratoire avec la méme procédure lorsqu’on fait varier
certaines conditions comme I'opérateur, 'équipement, ou le jour de I'analyse.

Selon I'édition 2019 du QUAMIC pour le DVM d’une PCR qualitative, cela permet de
démontrer la concordance des résultats lorsque le méme échantillon est testé
plusieurs fois dans des conditions différentes. On détermine cette fidélité intermédiaire
en passant un échantillon positif sur au moins 5 jours. Ces différents passages du

méme échantillon permettent de calculer I'écart-type sur les Ct (145).

[11.2.3 Exactitude

Une méthode en laboratoire peut étre tres fidéle, mais donner systématiquement un
faux résultat, d’'ou l'importance des tests d’exactitude. Les laboratoires évaluent
I'exactitude d’'une méthode grace a I'utilisation des Evaluateurs Externes de Qualité
(EEQ) ou I'échange inter-laboratoires d’échantillons (145).

Selon l'édition 2019 du QUAMIC pour le DVM d’'une PCR qualitative, I'étude
d’exactitude correspond a la comparaison d’'un seul dosage d’'un échantillon inconnu,
réalisé a aveugle. Cet échantillon est fourni par ces organismes externes de qualité
afin de comparer le résultat a une valeur cible préalablement établie. L’écart observé
correspond a l'inexactitude. Cette inexactitude est calculée grace a la valeur obtenue

(x) et la valeur cible (v) selon le calcul suivant :

] (x —v) x100
Inexactitude (%) = ————

l11.2.4 Sensibilité et spécificité

La sensibilité et la spécificité sont deux indicateurs essentiels pour évaluer les
performances d’'un test diagnostique. L’analyse de ces deux indicateurs permet
d’apprécier la pertinence du test dans la discrimination entre les sujets malades et non

malades.
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La sensibilité se définit comme la proportion de résultats positifs parmi les personnes
effectivement atteintes de la maladie. La spécificité correspond a la proportion des
résultats négatifs parmi les personnes n’étant pas atteints de la maladie. Les formules
pour calculer la sensibilité et la spécificité sont dans le tableau ci-dessous (Tableau
11) (145).

Tableau 11 : Formules de la sensibilité et de la spécificité (145)
VP = Vrais Positifs, VN = Vrais Négatifs, FP = Faux Positifs, FN = Faux Négatifs

Sensibilité Spécificité
Sensibilité = Ve x 100 Spécificité = N x 100
ensibilité = VP +FN pécificité = VN +FP

Selon I'édition 2019 du QUAMIC pour le DVM, la sensibilité et la spécificité des PCR
qualitatives et autres méthodes sont issues des données fournisseurs. Elles peuvent

étre également déterminées par des essais aux laboratoires dans certains cas.

l11.2.5 Comparaison de méthodes

Cet essai permet d’évaluer les résultats issus de la nouvelle méthode avec une
ancienne méthode de référence déja validée au laboratoire. Un nombre minimum de
10 échantillons doivent étre comparés entre I'ancienne et la nouvelle méthode. Les
échantillons d’ADN ou d’ARN choisis pour la comparaison doivent avoir des résultats
connus avec l'ancienne méthode, et doivent inclure des échantillons positifs et
négatifs. Ces résultats issus des deux méthodes sont ensuite comparés dans une

étude de concordance (145).

[11.2.6 Essais de contamination

Les objectifs de ces essais de contamination sont d’évaluer et de maitriser les cas de
contamination inter-échantillons et/ou inter-réactifs. Des contaminations sont
possibles lors de I'utilisation de systémes analytigues, notamment au niveau des
systémes de pipetage des échantillons (contamination inter-échantillons) et de

distribution des réactifs (contamination inter-réactifs).
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Pour les PCR qualitatives, une vérification de la contamination se fait dés I'étape
d’extraction, a I'exception des automates utilisant des cartouches unitaires incluant
toutes les étapes de PCR de I'extraction au résultat. Ces essais sont donc nécessaires
pour le panel Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB sur les automates ELITe
InGenius et ELITe BeGenius.

Les études de contamination inter-échantillons sont obligatoires pour tous les
systemes automatisés. Le niveau de contamination doit étre proche de zéro ou
entrainer des regles de « repassage » argumentées dans le dossier de validation. Une
étude des contaminations inter-échantillons peut étre effectuée de la facon suivante :
Aprés rincage de I'appareil, un échantillon a valeur élevée (ou positif fort) est analysé
3 fois de suite (H1, H2, H3, de moyenne mH) suivi d'un échantillon a valeur basse
également analysé 3 fois (B1, B2, B3). Les séquences (H1, H2, H3, B1l, B2, B3)
peuvent étre répétées plusieurs fois (5 fois) afin d'établir la moyenne des B1 (mB1) et
la moyenne des B3 (mB3). L'objectif de ces différents passages est d’'observer une
contamination des échantillons a valeur basse B1 par les positifs forts H1, H2 et H3.
Cette contamination se manifestera par une différence de valeur entre les valeurs B1
(et mB1) passant juste apres les forts positifs et les valeurs de B3 (et mB3) passant
aprés Bl et B2. La différence statistiquement significative entre les 2 moyennes pourra
étre établie a l'aide d'un test « t » de Student avant de procéder au calcul du
pourcentage de contamination inter-échantillons (145). Ce calcul se fait grace a la

formule suivante :

. (mB1 —mB3)
Contamination (%) = (mH —mB3) X 100

Sachant que notre PCR est qualitative, cet essai de contamination consiste a vérifier
que les résultats positifs n’interférent pas sur le passage ultérieur des échantillons

négatifs, entrainant des faux positifs.

Une contamination inter-réactif peut avoir lieu quand le systéme de distribution d’'un

analyseur est commun a tous les réactifs.
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V. Résultats

Les tests réalisés lors du DVM pour le kit Respiratory Bacterial ELITe MGB se trouvent
dans I'annexe 3. Ce sont les tests n'ayant pas été refait pour le DVM du nouveau Kkit.

Nous avons joint a ce travail une partie de ce DVM pour plus de clarté.

V.1 Fidélité intermédiaire

Concernant la fidélité intermédiaire, les performances du kit ont été testées pour les 5
cibles du kit 5 jours difféerents au laboratoire (Tableau 12). Pour M. pneumoniae, 3
passages avaient une quantité d’ADN sous la LOD du kit entrainant des faux négatifs.
Un passage pour L. pneumophila a rendu un résultat faussement négatif. Pour C.
psittaci, les échantillons ont malheureusement été trop dilués. L’ADN de C. psittaci
avait été obtenu grace au LNR de Maisons-Alfort et n’ayant pas d'ADN supplémentaire

disponible, les performances seront suivies par I'évaluation inter-laboratoire du LNR.

Tableau 12 : Tests de fidélité intermédiaire pour le kit Respiratory Bacterial PLUS
ELITe MGB

ET = Ecart-type ; CV = Coefficient de variation

Nombre de valeurs | Moyenne ET | CV (%) | Conclusion

Legionella spp 5 23,47 0,09 0,37 Conforme

L. pneumophila 4 38,51 0,29 0,74 | Conforme
C. psittaci 5 Non détecté / / /

C. pneumoniae 5 34,62 0,42 1,22 Conforme

M. pneumoniae 7 29,71 0,29 0,97 | Conforme

V.2 Exactitude

Dans un premier temps pour les essais d’exactitude, des EEQ utilisés sur le kit PCR
Respiratory Bacterial ELITe MGB ont été employés pour comparer les résultats
obtenus avec le nouveau kit. Des EEQ de de L. anisa, L. micdadei, L. longbeachae, L.
dumoffi, L. bozemanae, L. maceachernii, L. pneumophila, L. micdadei, C. pneumoniae

et M. pneumoniae ont été utilisés pour ces tests d’exactitude (Tableaux 13-14).
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Ces EEQ utilisés avec I'ancien kit ont permis de faire des tests d’exactitude et de
comparaison de méthode.

Pour C. psittaci, un extrait d’ADN envoyé par le LNR ainsi que 2 évaluations inter-
laboratoires (un positif et un négatif) ont été utilisés pour cette cible. Les résultats ont
montré une concordance de 100 %. Ces tests permettent aussi de juger quant a la
justesse des résultats rendus par le kit pour la cible C. psittaci sachant qu’aucun test
n'‘avait été fait auparavant vu que cette cible n’était pas incluse dans le panel
Respiratory Bacterial ELITe MGB.

Les tests d’exactitude ont montré de trés bonnes performances du kit pour les cibles

testées (Tableaux 13-14).

Tableau 13 : Tests d'exactitude pour le kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB

RB = Respiratory Bacterial ELITe MGB ; RB PLUS = Respiratory Bacterial PLUS

ELITe MGB
Identifiant Espéces Résultat kit RB Resultat kit RB Concordance
PLUS
LANIVII54 L. anisa Détecté Legionella spp Oui
LANOO110 L. anisa Détecté Legionella spp Oui
LMICVIIAS L. micdadei Non détecté Non détecté Oui
LMICVIIAG L. micdadei Non testé Non détecté Oui
LDUMVIIL13 L. dumoffi Non détecté Legionella spp Oui
LDUMVII14 L. dumoffi Non détecté Legionella spp Oui
LLONGVIF8 | L. longbeachae Détecté Legionella spp Oui
LLONGVIGL1 | L. longbeachae Détecté Legionella spp Oui
LBOzVIB7 L. bozemanae Détecté Legionella spp Oui
LBOZ0013 | L.bozemanae Détecté Legionella spp Oui
LMACEVGL1 | L. maceachernii Détecte Non détecté Oui
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Tableau 14 : Autres tests d'exactitude pour le kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB

RB = Respiratory Bacterial ELITe MGB ; RB PLUS = Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB

Date passage kit

Date passage kit

|dentifiant EEQ =B Résultat kit RB | Résultat attendu RB PLUS Résultat kit RB PLUS | Concordance
LPDNA 25501 06/03/2025 L. pneumophila L. bozemanii 11/09/2025 Legionella spp Oui
LPDNA 25502 06/03/2025 Négatif L. micdadei 11/09/2025 Négatif Oui
LPDNA 25S03 06/03/2025 L. pneumophila | L. pneumophila 11/09/2025 L. pneumophila Oui
LPDNA 25510 06/03/2025 Négatif L. micdadei 11/09/2025 Négatif Oui
CP 25501 16/05/2025 Négatif Négatif 18/09/2025 Négatif Oui
CP 25S02 16/05/2025 C. pneumoniae | C. pneumoniae 18/09/2025 C. pneumoniae Oui
CP 25S03 16/05/2025 C. pneumoniae | C. pneumoniae 18/09/2025 C. pneumoniae Oui
MP 25S01 16/05/2025 M. pneumoniae | M. pneumoniae 18/09/2025 M. pneumoniae Oui
MP 25502 16/05/2025 Négatif Négatif 18/09/2025 Négatif Oui
MP 25504 16/05/2025 M. pneumoniae | M. pneumoniae 18/09/2025 M. pneumoniae Oui
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Les limites de détection du test ont été calculées grace a des échantillons de LBA et
d’aspirations bronchiques négatifs, dopés avec des isolats contenant L. pneumophila,
M. pneumoniae, C. pneumoniae, C. psittaci et L. longbeachae comme espece de L.

non pneumophila. Ces LOD ont été déterminées sur ELITe BeGenius (Tableau 15).

Tableau 15 : LoD de chague cible selon la fiche fournisseur ELITECH exprimée en
org/mL (organismes/mL)

Limites de l'intervalle de confiance 4 95 %
Agent pathogéne LoD
Limite inférieure Limite supérieure
Legionella pneumophila 69 org/mL 47 org/mL 126 org/mL
Mycoplasma pneumoniae 7 org/mL 5 org/mL 17 org/mL
Chlamydia pneumoniae 48 org/mL 30 org/mL 96 org/mL
Legionella longbeachae 27 org/mL 18 org/mL 48 org/mL
Chlamydia psittaci 94 org/mL 64 org/mL 169 org/mL

I\VV.3 Sensibilité et spécificité

D’aprés les informations de la fiche fournisseur, L. micdadei, L. feeleii, L. jordanis et L.
oakridgensis ne sont pas détectées par la cible Legionella spp du kit Respiratory
Bacterial PLUS ELITe MGB. Ces informations issues de la fiche fournisseur sont dans
'annexe 1.

Pour les tests de sensibilité et de spécificité de Legionella spp, des souches I’EEQ de
L. non pneumophila ont été remises en culture et identifiées par MALDI-TOF avant de
procéder a ces tests. Des souches de L. anisa, L. micdadei, L. longbeachae, L.
dumoffi, L. bozemanae et L. maceachernii ont été testées. Une suspension
bactérienne de 0,5 McFarland a été faite a partir de ces souches pour réaliser les tests
PCR du kit. Toutes les cibles ont été détectées avec un résultat PCR rendu positif par

le kit a 'exception de L. micdadei et L. maceachernii.

D’aprés la fiche fournisseur, leurs tests d’inclusivité n'ont détecté aucune réaction
croisée pour ses cibles L. pneumophila, M. pneumoniae, C. pneumoniae et L. non
pneumophila. Cependant pour la cible C. psittaci, le kit Respiratory Bacterial PLUS

ELITe MGB a des réactions croisées et des risques de faux positifs avec C. abortus,
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C. felis et C. caviae. Ces 3 bactéries sont détectées dans le canal Chla en tant que C.
psittaci. Les informations des tests de réactivité croisée sont issues de la fiche

fournisseur et se trouvent dans 'annexe 2.

V.4 Comparaison de méthode

Comme dit précédemment, les résultats des EEQ obtenus avec le kit PCR Respiratory

Bacterial ELITe MGB ont été comparés aux résultats obtenus avec le nouveau Kkit.

Les essais de comparaison de méthode de PCR L. pneumophila et Legionella spp du
kit ont été comparés a la culture et si besoin aux retours CNR. Pour L. non
pneumophila, ces tests impliquaient des souches de L. anisa, L. micdadei, L.
longbeachae, L. dumoffi, L. bozemanae et L. maceachernii (Tableaux 13-14). Ces
tests ont montré une concordance de 100 % avec les résultats attendus, rendant un
résultat positif a Legionella spp pour toutes ces especes sauf L. micdadei, connue
comme non détectée par le kit, et L. maceachernii.

Des EEQ de L. pneumophila, L. micdadei, C. pneumoniae et M. pneumoniae ont été
utilisés montrant une concordance de 100 % entre les résultats issus des deux panels
(Tableau 14).

Ces résultats de comparaison ont montré une excellente sensibilité. Les tests de
spécificité ont été faits pour le kit Respiratory Bacterial ELITe MGB pour son DVM et

n’ont pas été refaits a postériori.

V.5 Essais de contamination

Notre PCR est une méthode qualitative. L’objectif de ces essais de contamination est
de vérifier, par passage successifs d’échantillons positifs et négatifs de résultats
connus, que les échantillons positifs ne contaminent pas les échantillons négatifs
entrainant une fausse positivité. Cette alternance d’échantillons a été fait pour le
précédent panel le Respiratory Bacterial ELITe MGB pour son DVM et n’a montré
aucune contamination inter-échantillon. Pour le kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe
MGB, ces tests n'ont pas été refaits car c’est un simple changement de réactif et non

de technique.
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V. Discussions

Pour les discussions de cette thése dans un premier temps, nous avons voulu
présenter I'épidémiologie infections respiratoires a bactéries atypiques au CH de

Valenciennes.

V.| Epidémiologie des PAC a bactéries atypiques au CH
de Valenciennes

En 2017, I'activité de microbiologie du CH de Valenciennes, qui comptait |'activité des
CH de Denain et Le Quesnoy, a augmenté suite au transfert d'activité de la
microbiologie du CH de Maubeuge

En 2022, le Le Groupement de Coopération Sanitaire (GCS) Sambre-Hainaut-Artois-
Biologie (SHAB) a été créé dans le but de mutualiser l'activité de biologie médicale
des laboratoires de biologie médicale de Filiéris, du CH de Maubeuge et du CH de
Valenciennes et Denain afin de massifier I'activité et de réduire les colts de production
par la mutualisation des dépenses (automates, réactifs, systeme informatique de
laboratoire) et des ressources humaines. Le GCS regroupe alors la biologie médicale
de cing établissements de I'AHNAC (Association Hospitaliere Nord Artois Clinique), 6
centres hospitaliers (Valenciennes, Maubeuge, Denain, Le Quesnoy, Hautmont et
Jeumont) ainsi que les EHPAD et établissements psychiatriques associés, et une
activité ambulatoire notamment avec Filiéris. Le CH de Felleries-Liessies a rejoint le
GCS et le CH de Fourmies a contractualisé la réalisation de la microbiologie en juillet
2025. Plus récemment en 2026, la polycliniqgue du Ternois (AHNAC) a rejoint le GCS.
. Ces regroupements ont entrainé une augmentation de I'activité de microbiologie au

CH de Valenciennes, illustrée dans le tableau ci-dessous (Tableau 16).

Tableau 16 : Chiffres d'activité du laboratoire de microbiologie du GCS SHAB

2021 2022 2023 2024 2025
n+1 par rapport a n 35% 7% 9% 4 %
n par rapport a 2021 35 % 39 % 45 % 47 %
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L’épidémie de M. pneumoniae de septembre 2023 a février 2024 a pu avoir un impact
potentiel sur le nombre de prescriptions d’antigénuries et de PCR sur prélévements
respiratoires lors de ces 2 années.

Afin de réaliser I'épidémiologie des infections respiratoires a bactéries atypiques au
CH de Valenciennes, les données patients sont issues d’extractions a partir des
systemes d’information de laboratoire (SIL) utilisés au CH de Valenciennes : DxLab
utilisé entre 2017 et 2021 ; et Glims utilisé de 2021 a aujourd’hui.

Afin d’avoir une épidémiologie compléte sur les infections respiratoires a bactéries
atypiques, ces extractions concernent les panels FILMARRAY Pneumonia Plus,
Qiastat-Dx Respiratory SARS-CoV2, le kit Respiratory Bacterial ELITe MGB, le kit
Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB, I'Eplex Respiratory Pathogen (RP2) et les
antigénuries L. pneumophila de SG1. Cette épidémiologie est présentée sous forme

de tableaux juste apres (Tableaux 17 a 22).

Le panel FILMARRAY Pneumonia Plus recherche parmi ces cibles M. pneumoniae,
C. pneumoniae et L. pneumophila comme bactéries atypiques (132). Ce panel est
utilisé depuis 2023 a Valenciennes. Les extractions a partir du SIL Glims pour ce panel
incluent les patients testés du 01/01/2023 au 06/08/2026.

Parmi ses cibles, le panel Qiastat-Dx Respiratory SARS-CoV2 recherche les bactéries
atypigues M. pneumoniae et C. pneumoniae et L. pneumophila. Ce panel est utilisé
depuis fin 2020 a Valenciennes. L’extraction au CH de Valenciennes inclut des
patients dont le test a été fait entre le 01/01/2021 et le 06/08/2026 pour ce panel.
Comme mentionné dans la partie diagnostic, C. pneumoniae a été ajoutée dans la

seconde version du panel utilisée a partir d’aolt 2022 (130).

Le panel Eplex Respiratory Pathogen (RP2) cible M. pneumoniae et C. pneumoniae
(131). Il a éte utilisé de 2018 a4 2021 au CH de Valenciennes. Les extractions faites ne
comprennent que I'utilisation de ce panel lors de 'année 2021. Lors des extractions
réalisées sur DxLab, le codage informatique ne nous a pas permis de différencier les
résultats issus des panels Eplex Respiratory Pathogen (RP2) et Qiastat-Dx
Respiratory SARS-CoV2. Les données sont donc regroupées pour 'année 2021 dans
I'épidémiologie issue du Qiastat-Dx Respiratory SARS-CoV2, pour M. pneumoniae et

C. pneumoniae.
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Le kit Respiratory Bacterial ELITe MGB cible M. pneumoniae, C. pneumoniae et L.
pneumophila (148). Ce kit a été mis en place en 2023 avant d’étre remplacé
entierement par le kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB. Les extractions pour ce
panel incluent des résultats patients du 01/04/2023 au 03/11/2025 pour cette premiere
méthode. L’épidémiologie de I'année 2023 n’inclut donc pas les mois de janvier & mars
2023.

Le kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB est disponible a Valenciennes depuis le
03/11/2025 en remplacement du kit Respiratory Bacterial ELITe MGB. Ce nouveau kit
cible C. psittaci et Legionella non pneumophila en plus des cibles déja recherchées
par le kit précédent (133). Les données épidémiologiques incluent des patients testés
jusqu’au 06/08/2026 pour ce kit. En 2025, les données extraites ne concernent que les

mois de novembre et décembre.

Les extractions faites a partir de DxLab et Glims pour les antigénuries L. pneumophila
portent sur des patients testés du 01/01/2017 au 25/08/2026. Cependant, les
antigénuries du CH de Maubeuge étaient faites sur place de 2017 a 2021 et ne font
pas partie des données présentées ici. Les antigénuries de Maubeuge apres 2021 ont

pu étre inclues.

Pour les 5 panels PCR inclus dans I'épidémiologie, 'ensemble de leurs cibles sont
détaillées dans la partie diagnostic de cette these (Tableau 7). L’épidémiologie du CH
de Valenciennes se trouve dans les tableaux ci-dessous (Tableaux 17 a 22). Ces
données ont été séparées par bactéries atypiques pour plus de clarté. Nous avons
repris certaines données des tableaux afin d’en faire des diagrammes pour les PCR
positives au GCS de M. pneumoniae, C. pneumoniae, L. pneumophila et les
antigénuries L. pneumophila SG1 (Figures 23-24).
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Tableau 17 : Epidémiologie de M. pneumoniae au CH de Valenciennes issue des extractions DxLab et Glims entre 2021 et ao(t 2026

Pour le kit Respiratory Bacterial ELITe MGB, les données épidémiologiques 2023 n’incluent que les mois d’avril a décembre. Pour le kit
Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB, les données épidémiologiques 2025 n’incluent que les mois de novembre et décembre. Pour I'année

2021, les données issues du kit Eplex Respiratory Pathogen (RP2) sont inclues dans les résultats du Qiastat-Dx Respiratory.

Kits PCR utilisés 2021 2022 2023 2024 2025 2026 Total
Qiastat-Dx Respiratory SARS-CoV2 0/741 0/1977 46/1735 50/2088 1/1644 0/1183
FILMARRAY Pneumonia Plus Panel non disponible 1/63 0/89 or77 0/46
M. pneumoniae 222
Respiratory Bacterial ELITe MGB Panel non disponible 33/250 89/1178 2/549 Plus utilisé
Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB Panel non disponible au CH de Valenciennes 0/83 0/251
Total 0 0 80 139 3 0 222
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Tableau 18 : Epidémiologie de C. pneumoniae au CH de Valenciennes issue des extractions DxLab et Glims entre 2021 et ao(t 2026

Pour le kit Respiratory Bacterial ELITe MGB, les données épidémiologiques 2023 n’incluent que les mois d’avril a décembre. Pour le kit
Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB, les données épidémiologiques 2025 n’incluent que les mois de novembre et décembre. Pour I'année
2021, les données issues du kit Eplex Respiratory Pathogen (RP2) sont inclues dans les résultats du Qiastat-Dx Respiratory. Concernant le kit
Qiastat-Dx Respiratory SARS-CoV2, les données 2022 pour C. pneumoniae incluent les mois d’aoit a décembre aprés le lancement de la
seconde version du kit.

Kits PCR utilisés 2021 2022 2023 2024 2025 2026 Total
Qiastat-Dx Respiratory SARS-CoV2 Non ciblé 0/1977 1/1735 5/2088 4/1644 0/1183
FILMARRAY Pneumonia Plus Panel non disponible 0/63 0/89 o177 0/46
C. pneumoniae 20*
Respiratory Bacterial ELITe MGB Panel non disponible 3/134 3/412 2/265 Plus utilisé
Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB Panel non disponible au CH de Valenciennes 1/40 1*/184
Total 0 0 4 8 7 1* 20*

Tableau 19 : Epidémiologie de C. psittaci au CH de Valenciennes issue des extractions Glims entre 2025 et aolt 2026

Pour le kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB, les données épidémiologiques 2025 n’incluent que les mois de novembre et décembre.

Kits PCR utilisés 2025 2026 Total
C. psittaci Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB 0/40 1*/184 1*
Total 0 1* 1*
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Tableau 20 : Epidémiologie de L. pneumophila au CH de Valenciennes issue des extractions DxLab et Glims entre 2021 et ao(it 2026

Pour le kit Respiratory Bacterial ELITe MGB, les données épidémiologiques 2023 n’incluent que les mois d’avril a décembre. Pour le kit
Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB, les données épidémiologiques 2025 n’incluent que les mois de novembre et décembre.
Kits PCR utilisés 2021 2022 2023 2024 2025 2026 Total
Qiastat-Dx Respiratory SARS-CoV2 0/741 2/1977 1/1735 0/2088 0/1644 3/1183
FILMARRAY Pneumonia Plus Panel non disponible 0/63 2/89 /77 0/46
L. pneumophila 30
Respiratory Bacterial ELITe MGB Panel non disponible 9/56 2/61 6/57 Plus utilisé
Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB Panel non disponible au CH de Valenciennes 0/11 5/28
Total 0 2 10 4 6 8 30

Tableau 21 : Epidémiologie de Legionella spp au CH de Valenciennes issue des extractions Glims entre 2025 et ao(t 2026

Pour le kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB, les données épidémiologiques 2025 n’incluent que les mois de novembre et décembre.

Kits PCR utilisés 2025 2026 Total
Legionella spp Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB 0/9 0/23 0
Total 0 0 0
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Tableau 22 : Antigénuries L. pneumophila de sérogroupe 1 positives au CH de Valenciennes entre 2017 et aolt 2026

De 2017 a 2021, les antigénuries du CH de Maubeuge étaient réalisées sur place et non a Valenciennes. Elles ne sont pas inclues dans cette

épidémiologie.

2017

2018

2019

2020

2021

2022

2023

2024

2025

2026

Total

Antigénurie
L. pneumophila
SG1

14/1954

14/2281

5/2422

7/3520

15/2356

19/4610

27/5409

23/6266

15/5620

39/2716

178
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Figure 23 : Diagramme du nombre de PCR M. pneumoniae (A) et C. pneumoniae (B)
positives au GCS de 2021 a 2026
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Figure 24 : Diagramme du nombre de PCR L. pneumophila positives au GCS de 2021
a 2026 (A) et nombre d'antigénuries L. pneumophila SG1 positives au GCS de 2017 a

2026 (B)

Pendant 'année 2026, le kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB a détecté chez
un patient de 'ADN de Chlamydia mais en trop faible quantité pour faire la distinction
entre C. pneumoniae et C. psittaci. Le résultat « De ’'ADN de C. pneumoniae ou I’ADN
de C. psittaci a été détecté dans I'échantillon. La concentration est trop faible pour
permettre une identification » a été rendu au clinicien sur le prélevement d’ou la

présence dans les tableaux d’une étoile en 2026 pour C. pneumoniae et C. psittaci.
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Au CH de Valenciennes lors de I'épidémie importante de M. pneumoniae entre
septembre 2023 et février 2024, 80 patients ont eu une PCR M. pneumoniae positive
sur cette période grace aux kits Respiratory Bacterial ELITe MGB. Pendant cette
période d’épidémie, 65 patients ont été testés positifs a M. pneumoniae par I'utilisation
du panel Qiastat-Dx Respiratory SARS-CoV2 et 1 patient testé positif grace au panel
FILMARRAY Pneumonia Plus. Grace a ces 4 méthodes PCR, 146 patients ont eu un
prélevement respiratoire avec une PCR positive a M. pneumoniae pendant la période

épidémique de septembre 2023 a février 2024.

En 2026, de nombreux antigénuries L. pneumophila de SG1 ont été rendues positives
au CH de Maubeuge. Ces antigénuries positives ont été confirmées par le CNR.
Maubeuge est le seul centre du GCS touché par cette augmentation d’antigénuries
positives, sans explication pour cette augmentation de détection localisée. Cette
augmentation a été constatée par le CNR dans d’autres centres hospitaliers.

Actuellement au CH de Maubeuge, il n’y a plus de nouvelle antigénurie positive.

Au CH de Valenciennes entre 2017 et aolt 2026, 35 patients ont eu une culture
Legionella positive sur des prélevements respiratoires profonds. Pour 22 patients,
cette culture était positive entre 2021 et aolt 2026.

Parmi ces 22 patients, 18 patients ont eu une antigénurie L. pneumophila de SG1
positive au méme moment. Pour les 4 autres patients dont la culture est positive, 2
patients ont eu une antigénurie négative et 2 les autres n’ont pas eu d’antigénurie
prescrite au laboratoire.

Ces 22 patients avec une culture Legionella positive ont tous eu une PCR sur
prélevements respiratoires. Pour 15 d’entre eux les PCR ont été négatives : 13 PCR
négatives L. pneumophila avec le Respiratory Bacterial ELITe MGB et 2 PCR
négatives L. pneumophila et Legionella spp avec le Respiratory Bacterial PLUS ELITe
MGB. Pour les 7 patients restants, 4 ont été testés positifs par le kit RB Bacterial ELITe
MGB, 2 patients par FILMARRAY Pneumonia Plus et un patient par Respiratory
Bacterial PLUS ELITe MGB. Chez un patient de réanimation atteint de légionellose, la
culture L. pneumophila était positive, la PCR L. pneumophila était positive grace au
panel FILMARRAY Pneumonia Plus et I'antigénurie était négative. Aprés envoi au

CNR, cette L. pneumophila était de sérogroupe 3.
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V.1l Discussions

Le premier objectif de ce travail était d’évaluer I'impact sur I'épidémiologie des PAC
des bactéries atypiques responsables en se focalisant sur celles ciblées par le
nouveau kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB.

La PAC est une des principales causes infectieuses de morbidité et de mortalité dans
le monde avec environ 2,5 millions de déces en 2023 (1). Les taux les plus élevés sont
observés dans les pays a revenu faible ou intermédiaire en raison des disparités
d'accés aux soins et a la vaccination. Les populations les plus vulnérables sont les
jeunes enfants, les personnes de plus de 70 ans et les individus avec des comorbidités
chroniques. Sur le plan bactérien, S. pneumoniae reste le pathogene le plus
frequemment identifié a I'échelle mondiale, bien que sa prévalence ait diminué dans
certaines régions du monde grace a la généralisation des vaccins pneumococciques.
Contrairement au S. pneumoniae pouvant étre diagnostiqué grace a des préléevements
d’hémocultures, une antigénurie ou par culture sur prélevements respiratoires, les
bactéries atypiques comme M. pneumoniae, C. pneumoniae et C. psittaci sont
identifiées par PCR. Ces méthodes PCR, simplexes ou multiplexes, sont ma méthode
de référence pour poser le diagnostic d’infections respiratoires pour ces germes
atypiques. La documentation de ces infections est un enjeu majeur pour une meilleure
prise en charge des patients atteints de PAC. Elle peut se faire sur écouvillons
nasopharyngés ou prélevements respiratoires profonds en fonction de la gravité de
I'infection respiratoire.

La PAC est la forme la plus grave des infections respiratoires provoquées par ces trois
bactéries atypiques mais pas la plus fréquente. En effet, elles sont responsables
majoritairement d’infections respiratoires supérieures et inférieures bénignes dans la
majorité des cas. Les PAC dues a M. pneumoniae, C. pneumoniae et C. psittaci
nécessitent rarement une prise en charge hospitaliére en raison de leur faible sévérité.
Cette prise en charge ambulatoire explique le biais par rapport a I'épidémiologie des
PAC et I'implication de ces trois bactéries atypiques. Comme expliqué dans la partie
diagnostic, d’aprés les recommandations de 2025 de la SPILF et de la SPLF, seules
les PAC hospitalisées sont documentées par la prescription de prélévements
respiratoires, d’hémocultures ou d’antigénuries. En raison de [I'absence de

documentation microbiologique pour les cas ambulatoires de PAC, I'implication de ces
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bactéries atypiques est sous-estimée. Comme montré dans la partie épidémiologie, C.
pneumoniae et surtout M. pneumoniae sont des agents infectieux capitaux au sein de
I'épidémiologie des PAC. Les études de séroprévalence en population générale ont
permis d’évaluer I'exposition de la population a ces bactéries atypiques. Les enfants
et adolescents entrent en contact avec C. pneumoniae et M. pneumoniae au moment
de leur scolarisation et le début de leur vie en communauté. Les études de
séroprévalence montrent une forte exposition de ces classes d’age a ces deux
pathogenes. Ces deux bactéries faiblement contagieuses sont responsables
d’épidémies en collectivités. Ce contexte d’épidémies est un signe évocateur pour le
clinicien d’infection a bactérie atypique.

M. pneumoniae est responsable d’épidémie cyclique tous les 3 & 7 ans. Cette bactérie
est source de manifestations extra-pulmonaires fréquentes dont les principales sont
cutanées avec I'érythéme polymorphe, neurologiques et hématologiques avec
'anémie hémolytique.

C. psittaci provoque majoritairement des infections bénignes mais peut étre
responsables de pneumonies séveres couplées a des symptdmes neurologiques
comme la confusion. Cette bactérie est responsable d’infections zoonotiques avec une
exposition aviaire retrouvée chez presque tous les cas de psittacose ou d’ornithose.
Le réservoir environnemental de C. psittaci ainsi que son implication dans
I'épidémiologie des PAC sont difficilement quantifiables. Son impact au sein de
I'épidémiologie des PAC est dure a estimer. Aucun cas de C. psittaci n’a été détecté
bien que le territoire couvert par le GCS comprenne une forte zone agricole avec des
éleveurs aviaires ainsi qu’une forte concentration de colombophiles. La fédération
colombophile du Nord-Pas-de-Calais est la premiére de France en nombre de
représentants. Cependant en 2024, de nombreux pays d’Europe déclaraient une
augmentation du nombre de cas d’infections a C. psittaci sur leur territoire entre 2023
et début 2024. Son implication clinique est slrement sous-estimée comme C.
pneumoniae et M. pneumoniae sachant que la majorité des tableaux cliniques

provoqués par ces bactéries sont bénins et spontanément résolutifs.

Contrairement aux 3 précédents bactéries évoquées, Legionella provoque une
pneumonie aigle modérée a sévere qui provoque I'hospitalisation chez 98 % des
patients atteints. L’augmentation du nombre de cas de Iégionellose déclarés chaque

année en France est multifactorielle. Elle est due a une augmentation du nombre de
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tests PCR prescrits, au réchauffement climatique selon certains auteurs et au
vieillissement de la population avec [l'augmentation de [utilisation des
immunosuppresseurs. La transmission environnementale de ces bactéries se fait par
inhalation de microgouttelettes d’eau contenant Legionella sauf pour L. longbeachae
ou la transmission se fait a partir de terreaux ou de compost. L. pneumophila est la
plus virulente de I'espéce Legionella. Elle est responsable de la grande majorité des
cas déclarés de légionellose. Ce diagnostic de |égionellose est posé dans plus de 90
% des cas grace a [lantigénurie visant exclusivement L. pneumophila SG1.
L’épidémiologie de la Iégionellose comporte donc un biais lié aux outils diagnostiques
employés. Cependant ces derniéres années, le nombre de diagnostics de légionellose
posés grace a l'utilisation de méthode PCR est en augmentation (81,110).

Ces méthodes PCR vont étre source d’un potentiel changement dans I'épidémiologie
de la Iégionellose. Elles permettent une augmentation des performances
diagnostiques pour L. pneumophila d’autres sérogroupes (SG2 a SG16) et les espéces
L. non pneumophila. Ces especes L. non pneumophila sont sources d’infections
surtout chez les personnes immunodéprimées en raison de leur plus faible virulence,
mais également en population générale. En Australie et en Nouvelle-Zélande, L.
longbeachae est fortement présente dans I'épidémiologie locale de la Iégionellose. |
n’existe pas de différence clinique entre un cas de légionellose a L. pneumophila et L.
non pneumophila (99).

D’aprés les chiffres du CNR, la sensibilité des PCR Legionella n’est pas la méme selon
la nature du prélévement respiratoire. La quantité d’ADN (et donc la sensibilité de ces
PCR) est plus importante dans les LBA, puis dans les aspirations bronchiques et enfin
les expectorations. La meilleure sensibilité dans les prélevements LBA et aspirations
bronchiques est liée a la sévérité de la maladie avec des quantités d’ADN plus fortes
dans les cas séveres. Ce sont chez ces patients graves que les prélévements invasifs
sont réalisés ce qui contribue a augmenter leur sensibilité contrairement aux
expectorations. La meilleure sensibilité des prélévements profonds s’explique aussi
par le fait que les macrophages alvéolaires sont le lieu de réplication de Legionella.
Les expectorations ne sont pas forcément réalisées car les patients ont des toux
frequemment non productives.

Sous réserve de prélevements respiratoires de qualité, ces infections a L. pneumophila
d’autres sérogroupes (SG2 a SG16) et L. non pneumophila peuvent étre documentées

par PCR ou par culture chez les patients hospitalisés. La culture Legionella est plus
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sensible sur les aspirations bronchiques, puis sur les LBA et enfin les expectorations.
Elle est réalisée grace a des milieux spécifiques (BCYE, BMPA, ...) et peut étre
positive malgré la mise en place d’une antibiothérapie ciblant les bactéries atypiques,
avec une positivité jusqu’a 30 jours apreés dans les cas séveres afin d’envoyer les
souches cliniques au CNR. Le CNR Legionella peut également documenter l'infection
directement & partir des prélevements respiratoires envoyés grace a ses techniques
de séquencage.

D’aprés les recommandations du CNR, associer un prélevement respiratoire profond
a une antigénurie Legionella semble la méthode la plus adaptée pour diagnostiquer la

légionellose en 1°¢ intention (81).

Le deuxiéme objectif de ce travail était d’évaluer 'impact de I'épidémie de SARS-Cov2
sur ces bactéries atypiques responsables de PAC. Comme montré dans la partie
épidémiologie de cette these, la pandémie Covid-19 a eu un fort impact sur
I'épidémiologie des PAC. Les périodes de confinement ainsi que les mesures comme
le port du masque, la distanciation sociale ou I'hygiéne renforcée des mains ont
entrainé la disparation des bactéries atypiques de M. pneumoniae et C. pneumoniae
de I'épidémiologie des PAC en 2021 et 2022. En 2023, de nouveaux cas d’infections
respiratoires pour ces 2 bactéries ont été diagnostiquées. De septembre 2023 a février
2024, une grosse épidémie d’infections a M. pneumoniae a eu lieu en France et dans
d’autres différents pays du monde avec de nombreux cas graves chez les adultes.
L’étude MYCADO faite dans 74 hépitaux francais documente 1309 cas d’infections a
M. pneumoniae lors de cette période épidémique, avec une gravité importante des
infections respiratoires. Au cours de cette épidémie, 31,7 % des patients ont été admis
en unité de soins intensifs (32).

Nos extractions de données faites a Valenciennes confirment bien la disparition en
2021 et 2022 de M. pneumoniae et C. pneumoniae de I'épidémiologie des PAC, ainsi

gu’une forte détection de M. pneumoniae lors de I'épidémie fin 2023 — début 2024.

Le troisieme obijectif de ce travail était d’évaluer les performances de ce kit afin de
réaliser son DVM. Ce kit a été mis en place au CH de Valenciennes depuis le
03/11/2025 sur automate ELITe InGenius. Il remplace le kit Respiratory Bacterial
ELITe MGB permettant d’ajouter les cibles C. psittaci et Legionella spp. De nombreux

tests ont déja été faits pour le DVM du premier kit et n’ont pas été refaits vu qu'il
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correspond a un changement de réactif et non un changement de méthode. Le panel
Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB est utilisé en routine depuis début novembre
2025 et a montré des résultats concordants avec le précédent kit lors de la premiere
comparaison de méthode. Un certain nombre de tests reste a réaliser comme la fidélité
intermédiaire pour la cible C. psittaci, d0 a la fiable quantité de matériel génétique de
C. psittaci a disposition.

A Valenciennes, le kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB est utilisé comme le
précédent kit sur 'automate ELITe InGenius. Le kit Respiratory Bacterial ELITe MGB
avait été utilisé tous les jours lors de I'épidémie de M. pneumoniae, y compris le week-

end. En cas de demande, le nouveau kit est utilisé plusieurs fois par semaine.

Trés peu de panels PCR disponibles sur le marché ciblent toutes les especes
Legionella. C’est un réel intérét du kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB.

Le gene ssrA chez Legionella est la cible moléculaire utilisée pour détecter la présence
de l'espéce Legionella spp dans le kit. Il code pour un ARN messager-transfert
(tmRNA) indispensable a la survie de la bactérie. Il est présent chez toutes les espéces
Legionella. D’aprés la fiche fournisseur fournie par ELITech, en raison de
mésappariements nucléotidiques dans les zones de fixation des amorces, la PCR ne
parvient pas a amplifier ni a détecter le gene chez des espéces plus distantes
phylogénétiquement comme L. micdadei, L. feeleii, L. jordanis et L. oakridgensis. Ces
derniéres sont trés peu présentes dans I'épidémiologie de la légionellose et des
données issues du CNR Legionella sauf quelques infections chez 'immunodéprimé
(81,83,110). En plus de ces 4 especes, L. macaechernii n’est pas détectée d’aprés les
données du CNR.

Au laboratoire de Valenciennes, le kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB est
utilisé sur les expectorations, aspirations bronchiques, les LBA et les écouvillons
nasopharyngés. Les demandes de recherches PCR Legionella sur écouvillon
nasopharyngé ne sont pas enregistrées au laboratoire en raison du manque de
sensibilité sur ce prélevement.

Les co-infections L. pneumophila et L. non pneumophila ne peuvent étre documentées
par le kit PCR dans le canal Leg. Bien que les deux especes soient positives, leur
distinction n'est pas possible. Le géne ssrA de L. pneumophila présente deux pics de
température de fusion, tandis que le gene ssrA de Legionella spp n'en présente qu'un

seul et celui-ci se superpose a I'un des deux pics de Tm de L. pneumophila. Le résultat
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sera rendu positif a L. pneumophila, espece la mieux connue en clinique et la plus

virulente sachant que cela n’aura aucun impact sur la prise en charge thérapeutique.

Le kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB est un des rares kit sur le marché a
cibler C. psittaci. Concernant cette cible C. psittaci, celle-ci peut avoir des réactions
croisées avec C. abortus, C. felis et C. caviae. Trés peu de zoonoses et d’infections
respiratoires basses sont dues a C. abortus, C. felis et C. caviae (50,51). Les
présentations cliniques des infections respiratoires dues a C. psittaci et a ces 3 autres
bactéries sont similaires et le traitement antibiotique est identique. Tout prélevement
respiratoire avec un résultat positif pour C. psittaci a Valenciennes doit étre envoyé au
laboratoire national de référence des zoonoses bactériennes appartenant a TANSES
(Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de I'alimentation, environnement et travail) a
Maisons-Alfort. Cet envoi permettra de différencier C. psittaci des 3 autres especes de

Chlamydia sources de faux positifs (149).

En France comme a l'international, le recours aux méthodes PCR pour les PAC prises
en charge en ambulatoire n’est pas recommandé. Cette cohérence reflete une
stratégie visant a éviter les tests inutiles ou colteux dans les cas moins séveres. Pour
les PAC hospitalisées non graves, il est recommandé de réaliser un test PCR
« quadriplex » en premiére intention ciblant le VRS, le SARS-Cov2, le virus de la
grippe A et le virus de la grippe B. En cas de PAC grave, il est recommandé de
prescrire le test « quadriplex » et si celui-ci est négatif, de faire le panel FILMARRAY
Respiratory 2.1 plus de Biofire. Ce dernier, cible des bactéries atypiques dont C.
pneumoniae et M. pneumoniae. Dans les cas de PAC en réanimation, il est
recommandé d’emblée de faire la PCR « quadriplex » et le panel FILMARRAY
Pneumonia Plus (150,151).

En cas de contextes évocateurs d’infections a bactéries atypiques (manifestations
extra-pulmonaires, périodes épidémiques, cas dans l'entourage, échec a 48h d’'un
traitement bien conduit aux bétalactamines...), il est possible de rechercher ces
bactéries atypiques Indépendamment de la gravité de ces PAC hospitalisées. La mise
en évidence par PCR sur prélevement respiratoire de M. pneumoniae ou C.
pneumoniae grace au kit ne permet pas de faire la distinction entre portage

asymptomatique et infection. Ces deux bactéries peuvent coloniser de maniere
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chronique les voies respiratoires rendant difficile I'interprétation d’'un résultat PCR sans
signes cliniques associés. La distinction entre l'infection et portage asymptomatique

se fera grace a la clinique et a I'imagerie.

Tout résultat de PCR positive Legionella doit étre confronté a la clinique et a la
cohérence du dossier. Une PCR positive sur prélevement respiratoire profond suffit &
poser le diagnostic de Iégionellose en raison de son excellente spécificité. Un résultat
faiblement positif de PCR peut étre di a une amplification non spécifique avec des cas

déja décrits par le CNR Legionella.
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VI. Conclusion

Ce travail a permis de dresser un état des lieux de I'épidémiologie des infections
respiratoires et PAC a bactéries atypiques au CH de Valenciennes. Cette
épidémiologie a été bouleversée par la pandémie de COVID-19 puis par I'épidémie de
M. pneumoniae de septembre 2023 a février 2024. Ce travail souligne le role croissant
de la PCR dans le diagnostic des PAC et de la légionellose. Cet outil diagnostic en
complément de l'antigénurie va permettre un gain de sensibilité pour le diagnostic
d’infections a L. pneumophila de sérogroupes non-SG1 et les espéces L. non
pneumophila. L'évaluation du kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB montre des
performances satisfaisantes et concordantes avec la méthode précédente. L'ajout des
cibles C. psittaci et Legionella spp élargit le spectre diagnostique pour les infections
respiratoires au laboratoire. Ces résultats confortent l'intérét d'une diversification des
outils moléculaires pour mieux documenter ces infections respiratoires a bactéries

atypigues sous-diagnostiquées.
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Annexes

Annexe 1 : Test d’inclusivité

Dans cette annexe, ces tests issus de la fiche fournisseur ont été réalisés par ELITech
Group avec des souches différentes afin d’évaluer les performances du kit Respiratory
Bacterial PLUS ELITe MGB. Ces tests montrent 'absence de détection de L. micdadei,

L. feeleii, L. jordanis et L. oakridgensis par le kit.

Echantillon Souche Pos./Rép. Résultat

L. pneumophila SG1 Philadelphia-1 6/6 Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)

L. pneumophila SG1 OLDA 6/6 Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)

L. pneumophila SG2 Togus 6/6 Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)

L. pneumophila SG3 Bloomington-2 6/6 Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)

L. pneumophila fraseri SG4 Los Angeles-1 6/6 Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)

L. pneumophila pascullei usw 6/6 Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)

L. pneumophila SG5 Berlin 6/6 Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)

L. pneumophila SG6 Chicago 2 6/6 Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)

L. pneumophila SG7 Berlin 6/6 Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)

L. pneumophila SG8 Chicago 3 6/6 Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)

L. pneumophila SG9 R9 6/6 Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)

L. pneumophila SG10 LE1 6/6 Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)
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Echantillon

Souche

Pos./Rép.

Résultat

L. pneumophila SG11

797-PA-H

6/6

Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)

L. pneumophila SG12

570-CO-H

6/6

Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)

L. pneumophila SG13

82A3105

6/6

Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)

L. pneumophila SG14

1169-MN-H

6/6

Leg:DNA detected L.
pneumophila (Leg:ADN de L.
pneumophila détecté)

L. longbeachae

Long Beach 4

6/6

Leg:DNA detected Legionella
spp. (Leg:ADN de l'espéce
Legionella détecté)

L. longbeachae

R21 Tucker 1

6/6

Leg:DNA detected Legionella
spp. (Leg:ADN de I'espéce
Legionella détecté)

L. longbeachae

R20

6/6

Leg:DNA detected Legionella
spp. (Leg:ADN de I'espéce
Legionella détecté)

L. anisa

WA-316-C3

6/6

Leg:DNA detected Legionella
spp. (Leg:ADN de I'espéce
Legionella détecté)

L. bozemanae

WIGA

6/6

Leg:DNA detected Legionella
spp. (Leg:ADN de I'espéce
Legionella détecté)

L. bozemanae

Toronto-3

6/6

Leg:DNA detected Legionella
spp. (Leg:ADN de I'espéce
Legionella détecté)

L. dumoffii

NY23

6/6

Leg:DNA detected Legionella
spp. (Leg:ADN de I'espéce
Legionella détecté)

L. dumoffii

Wadsworth 81-782A

6/6

Leg:DNA detected Legionella
spp. (Leg:ADN de I'espéce
Legionella détecté)

L. gormanii

LS-13

6/6

Leg:DNA detected Legionella
spp. (Leg:ADN de I'espéce
Legionella détecté)

L. sainthelensi

MSH-4

6/6

Leg:DNA detected Legionella
spp. (Leg:ADN de I'espéce
Legionella détecté)

L. cherrii

ORW

6/6

Leg:DNA detected Legionella
spp. (Leg:ADN de I'espéce
Legionella détecté)

L. micdadei

Tatlok

0/6

Leg:DNA not detected (Leg:
ADN non détecté)
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Echantillon Souche Pos./Rép. Résultat
L. feeleii WO-44C 0/6 Leg:DNA not detected (Leg:
ADN non détecté)
L. jordanis BL-540 0/6 Leg:DNA not detected (Leg:
ADN non détecté)
L. oakridgensis Oak Ridge 10 0/6 Leg:DNA not detected (Leg:
ADN non détecté)
C. pneumoniae AR-39 6/6 Chla:DNA detected C.
pneumoniae (Chla:ADN de C.
pneumoniae détecté)
C. pneumoniae TWAR-18 6/6 Chla:DNA detected C.
pneumoniae (Chla:ADN de C.
pneumoniae détecté)
C. psittaci 08DC60 6/6 Chla:DNA detected C. psittaci
(Chla:ADN de C. psittaci
deétecte)
C. psittaci 02DC15 6/6 Chla:DNA detected C. psittaci
(Chla:ADN de C. psittaci
détecté)
M. pneumoniae M129-B7 6/6 Mpne:DNA detected M.
pneumoniae (Mpne:ADN de M.
pneumoniae détecté)
M. pneumoniae FH Eaton Agent 6/6 Mpne:DNA detected M.

pneumoniae (Mpne:ADN de M.
pneumoniae détecté)
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Annexe 2 : Test de réactivité croisée

Dans cette annexe, ces tests issus de la fiche fournisseur ont été réalisés par ELITech
Group avec des agents infectieux d’origines et de natures différentes afin d’évaluer les
performances du kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB. Selon les données de la
fiche fournisseur, la cible C. psittaci peut avoir des réactions croisées avec C. abortus,
C. felis et C. caviae.

Positifs/Réplicats
Organisme Résultat
Leg Mpne Chla
Aspergillus fumigatus 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Bordetella parapertussis 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Bordetella pertussis 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Virus de la grippe A 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Virus de la grippe B 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
SARS-CoV-2 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Escherichia coli 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Candida albicans 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Klebsiella pneumoniae 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Haemophilus influenzae 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Pseudomonas aeruginosa 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Staphylococcus aureus 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Adénovirus humain de type 2 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Streptococcus pneumoniae 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Mycoplasma salivarium 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Cytomeégalovirus 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Entérovirus 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Virus respiratoire syncytial 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Candida glabrata 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Candida krusei 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
Pneumocystis jirovecii 0/6 0/6 0/6 Aucune réactivité croisée
C. abortus 0/6 0/6 6/6 Réactivité croisée : C. psittaci
C. felis 0/6 0/6 6/6 Réactivité croisée : C. psittaci
C. caviae 0/6 0/6 5/6 Réactivité croisée : C. psittaci
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Annexe 3 : Dossier de validation de méthode du Kkit
Respiratory Bacterial ELITe MGB

Fiche type de verification (portee A) / validation
(portéee B) d’'une meéthode de biologie medicale

MNote : le laborstoire ze référers au tablesu au § 9 du document Coffec SH GTA 04 ey 01 pour connaffre lez
parameires a délerminer dans le cadre dune verfication sur sife (porfée Al ou d'une validafion (poriée Bl et
compléfars une fiche par examen de biologie médicale

EXAMEN DE EIOLOGIE MEDICALE

ldentification du paramétre {comme identifié dans la liste détaillée des examens) - Recherche d'ADMN
d'agents bactériens responsables de pneumonie atypique (L pneumophila, C poeumoniae, C paiffagi et
M preumeniae) par PCH

Processus simple [ ; Processus complexe O] (nombre de sous-processus : . 1

DESCRIPTION DU PROCESSUS

Modalités de warification/validation :
1. Répdtakilits
2 Fidélité intermisdisire
3. Warshilité inter-cpérateurs
4. Justesse
5. Exaclitude
Sous-processus | Eléments ] wérifier 5]
1 [argumentstion) Fi
B
a

Sansibilita et spacificité analytigue
Incertitudes
Etendus de mesure
. Comparzsison de méthodes
10.  Interférences
11.  Contamination
12. Robustzsse =t fishilite des réactifs
13, Infervalle de référence
Powr chaque étaps, le laboratoire procadera & la wérification / validstion des items aftendus, et dupliquera sutant
que de besoin les pages 2 & & (évslustion des performances de la méthode) du présent document. Si un autre
élémeant du procassus lui semble critigue, il devra vérifier [ valider catte Etape et le précizer dans |a conclusion
argumentés. C'est cette vérification qui lui permettra de maitriser ca point critigue.

DEEEEERREEOOEE

' Wote - Pour la verifizationfvalidsiion de mathodes quaniitahives, e renseignemenf des fems 1, 2 4, 5, 7, 8, & 10, 14, 1213
esf affzndy 3 mindma. Pouwr la varfizaliondvaldation de methodes quslilsbives, le renseignemenf des i 3 6 B & 10 711, 12
et 13 est aftendy, 8 minima.

Le types de wérficadon (bibliographique ou essais) est 3 indiguer.

L'absance d'applicabilité de certains itams (NA) doir Stre justifide dans e corps du document
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Fiche type de verification (portée A) / validation
(portée B) d’'une méthode de biologie médicale

SOUS-PROCESSUS1:

Portée A B ; Portée B [ (3 justifier)

DESCRIFTION DE LA METHODE

Microorganismes specifiques - Legionella pneumophils,

Analyte | Mesurande : Mycoplaema ppeumaniae, Chismydia poeumanize, &
o
PCR multiple: en ternps réel qui permet Famplification, la
Principe de la Mathode - détection simultanée des acides nucléiques aprés

extraction et purification

Secrétions branchigues (expectoration, fibroscopie

Type d'echantillon primaire - bronchigue. LEA) écowvillons avec milieu de transport

Ecowvillon avec milieu de fransport (WCM, AMIES, M4RT)

Type de recipient, addiifs - Flacon stérile (secréfions bronchiguss)

Wortex et décantation dans des gliqueots adaptes &

Pretraitement de I'echantillom : I'auto i

e M [guslitatif) . Legionells preumophila, Mycopissma
Unites : = ol c i

B0, Chlamydia

1. Legionelia preurmaptila — Seuil de référence - absence
2. Legionels spp — Seuil de référence : shsence

. ) e 3. Mycoplasma gReumanize — Seuil de référencs -
Criteres d'interpretation” - absenca

4. Chiamydia poeummmiae— Seuil de reference : sbsence
5. Chiamydia gaifas — Seuil de référence : sbsence

O
Kit Respiratory Bacierial-E [Te MGEB® panel — amséts le
025

Marguage CE {COuilNon) : kit Respiratory Bacterisl PLUS ELITe MGBE panel — au
3112025

Declarstion de conformité CE [ pgenivs, ElLITerhGmug

Codage C.M.G. {5l existe) :

Equipement (instrument, analyseur, etc.) - o nF =érie 20712005034

Reférence du réactif -
Matériau d'stalonnage (références) -

Type d'étalonnage, nombre de niveaux et
valeurs -

MISE EM (EUVRE

Opérateur(s) qualifié(s) et reconnu(s)

compatent{s) ayant réalize la BOUTTAHAR Stéphania V2
verificationivalidation de methode :
Procédure de validation/mode opératoire : MUL-AMACO-FROMS » WVérification / Validation des
methodes =
Procadure de gestion de |la portée flexible : BMUL-AMACO-FRO0 « Gestion des portées
d'scereditation =
Peéricde d'étude : Dw 0311272022 au 0405°2021 W1
D 11/08 2025 su en cours Wa
Date de 1°" utilisation 03042023 W1

03172025 W2

% Indiquer les valeurs de référence si diffiSrentes en foncdion de Manficeagulant. Tenir compte du s=xe, 3p=.
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Fiche type de vérification (portée A) / validation
(portee B) d’'une methode de biologie médicale

MAITRISE DES RISQUES
{le laboratoire adaptera les points critiques 3 maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chague
paramétre vérifiefvalide)
Moyens de maitrise (formation du
personnel, vérification
Echelle expérimentale, jeux d’essai, ...} |
5M Points critiques de Elements 3 maitriser Documents (procédure,
criticité’ instruc’tiul:l., Fmegisimment, . |
avec les references du SME du
laboratoire
— FEEE::';;?: persannel MUL-PRECO-PROD0M Maitrise du
- Service de SGins processus Pre-analyligue
Préparation du Information des patients et Manual de pralé ¢
oafient prideveurs nuel de prélévemen
Type de contenants Formation des préleveurs hManuel de prélévement
Contrile a reception
Mature &t volume (werification type de tube/ Formation du personnegl pré-
de |'echantillon .
analyse demandes) anahtique
MUL-PRECO-PRO00 Maitrise du
— processus Pré-analyligue
W
g CHV-DIS-N 5002« Liste des
2 analyses arrivant en garde et non
E fraitees immediatement su CH de
g Delai et ‘Walenciennes »
- ternpérature svant Gestion logistigue [navettes,
E traiternent enceintes de transport) Critéres d'acceptstion/de refus -
2 analytique MUL-QUA-PROMDS w1 « Mon
= conformites, reclamations,
deérogations et actions préventives =
MUL-QUA-PROMDS « Gestion des
nor-conformites, et actions
d'améliorations
Pretraiternent : ) )
centrifupstion. . N NIA
hManuel de pralévement
— Formation des préleveurs Fiche technique fowrnisseur
rences Contréle & réception CHV-BMI-EXT048 Respiratory
Bacierial plus Elite MGE Pansl
* & préciser par le laboratoire, par exemple 1 non criique — 5 trés critique -
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Fiche type de veérification (portée A) / validation
(portee B) d’'une methode de biologie medicale

MAITRISE DES RISQUES

{le laboratoire adaptera les points crifiques 3 maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chague

parameétre vérifiefvalidé)

Moyens de maitrise (formation du

personnel, vérification
Echelle expérimentale, jeux dessai, ...} |
5M Points critiques de Elements 3 maitriser Documents (procédure,
criticité” instruction, enregistrement, ._.)
avec les références du SMQ du
laboratoire
Respect des exigences du
Conditons de foumisssur fiche technique
conservation des fourmisseur (1), manuel utilissteur (2)
achantillons (T
ambiante) manuel  d'ulilisstion CHV-BMI-
BMCO-MO0M  —Apparsil  ELITE
INGEMIUS
Fiche technique fournisseur CHV-
BMI-EXT048 Respirstory Bacterial
plus Elte MGB Panel
MU L-MET-CI00-Carte didentits —
E:::Emrfg;ndn&et SUiﬁ_métolugique_dEE Processus « metrologie »
d'utilization des enceintes concemees Surveillance centralisde des
réactifs de PCR _ ternératures
{=-20°C), des
réaciifs exractions MUL-NET-IN5001 « Utilisation de la
[18-25%C), CIQ (- centrale de surveillancs de
a 20°C) termpérature JRI mySinius. »
2
E CHV-DISINS002 « Liste dac

analyses arrivant en garde et non
fraitaes immeédiatement su CH da
‘Valenciennes »

MUL-POST-IN 5001 Entreposage,
conservation et 2limination das
echantillons biologiguas

Exigences
environnementsles
pour le matérizl ou
l'opérateur

Température
fonctionmement © 15-35°C

de

Respect des exigences du
fourmissesur :

Fiche technique fournisseur CHV-
BMI-EXT048 Respirstory Bacterial
plus Elte MGB Panel

manual  d'utilisstion  CHV-BMI-
BMCO-MO0M  —Apparsil ELITE
INGEMILS

Surveillance centralisée des

temperstures ;
MUL-NET-IN5001 « Lttilisation de la
cantrale de surveillance de

termpérature JRI mySinus, »
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Fiche type de verification (portée A) / validation
(portée B) d’'une méthode de biologie médicale

MAITRISE DES RISQUES
{le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chague
paramétre vérifiefvalida)

Moyens de maitrise (formation du

personnel, vérification
Echelle experimentale, jeux d'essai, ...}/
M Points critiques de Elements a maitriser Documents (procedure,
criticite instruction, enregistrement, ...}
avec les références du SMGQ du
laboratoire

Fiche technique fournisseur CHV-
BMI-EXT048 Respirstory Bacterial
plus Elite MGB Panel

Passage de CIQ & chague nouvella
livraison et'ou nouveau lot

MUL-ANACO-PROD02 « Gestion

Gestion des ClIQ genarale des EEQ »
Gestion des EEQ CHV-BMCO-IM 5002 « Traiternent
des contréles
Surveillance des Périndicite das de gualite externe en biologie
dérivas msintenances malémdaire {Hors COM AMSM) =
Maitrise des eguipemeanis Enregistrements des maintenances
(swivi matrologique, - Hebdomadaire
macenrdement, ) - Mensuelle.
- Trimestriells
- Annuelle
Sont consignés dans la module
Matériel Kalilah,

MUL-NET-IN5001 « Ltilisstion de la
centrale de surveillance de
ternpérsture JRI mySinus. »

Fiche technique fournisseur CHV-
BMI-EXT048 Respirstory Bacterial
plus Elte MGB Panel

pusnual  d'utilisstion CHV-BMI-
BMCO-MODM  —Apparsil ELITE
IMGEMILS

Respect des conditions

GContamination opératoiras du fournisseur

Changement de gants tous les 10

Consommables 3 usage  umigue.
Systeme clos.  changemant des
cdnes entra chague patient.

Appareil nettoyé ef passage UV tous
les jours.

Archivage des tests 2 |a fin da
chague série sur ke réseau.

Informatique F'arame_lrage. rdﬁ%
embargués ;@%- Bronnage CBS | TR 344 « Confrile péricdique
CANRES, ... de la justesse des données en

hirdnnis moléculaire =
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Fiche type de verification (portée A) / validation
(portée B) d’'une méthode de biologie médicale

MAITRISE DES RISQUES

{le laboratoire adaptera les points critiques 3 maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chague

parameétre vérifiefvalide)

AM Points critiques

Echelle
de
criticité’

Elements a maitriser

Moyens de maitrise (formation du
personnel, vérification
experimentale, jeux d'essai, ...} /
Documents (procedure,
instruction, enregistrement, ...}
avec les références du SMGQ du
laboratoire

Conservation et
conditions
d'ufilisation

Metrologie des enceintes
(cartographis =t suivi das
températuras)

Fiche technique fournisseur CHV-
BMI-EXT048 Respirstory Bacterial
plus Elite MGB Panel

CHV-BMCO-EXT028-5F200 Elite
Tragakilits metrologigue

MUL-MET-CI0M-Carte didentits —
Processus & métrologie »

MUL-NET-INS001 « Uttilisation de la
centrale de surveillance de

termpérature JRI mySiiks. »

Matériel (réactifs)

Gestion des stocks

Accapiation & réception des
regctifs.

Gestion des stocks

Procedure de gestion des stocks :
MUL-5TO-INS0H =« Utilisation de
Sage »

MUL-ANACO-TRADDT Fiche de
creation d'un nouvel automate sur
balilakp et gestion des conditions
environnementalas

Fiche technigque foumisseur CHW-
BMI-EXTDME Respirstory Bacterial
plus Elite MGB Panel

Powr chague nousesu kot ou chague
réceptinn de réactif (Etiquetie
epare), passage dun I
indépendsnt : CHV-EMCO-TRAD
«Feuilles de travail en biclogie
mioléculaira:

Reconstitution des
réactifs, atalons,
confréles

Respect des preconisstions
pralile XN

Les reactifs ef contréles sont préds &
lempiloi.

Fiche technique CHV-EMI-EXT048
Respirstory Bactenal plus: Elte MGB
Panel

pnanusl d'utifisation CHY-BMI-
BMCO-MO00 —Apparsil ELITE
INGEMIUS

Limitas de la
quantification.
liméarite,
intarférences, ...}

Méthode

methode (détaction,

Lirnita de g&t
entinn, limite de
quantification, lingarite,
interférencas ..
Zensibilité, specificite

Fiche fournisseur CHV-EMI-EXT043
Respirstory Bacterial plus Elite MGB
FPanel

MUL-ANACO-PRO0DI
« Weérfication/validation des
methodes =
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Fiche type de verification (portée A) / validation
(portée B) d’'une méthode de biologie médicale

MAITRISE DES RISQUES
{le laboratoire adaptera les points critiques 3 maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chague
parametre vérifiefvalidé)

Moyens de maitrise (formation du

personnel, werification
Echelle . L. experimentale, jEL‘Ix d'essai, ...}/
AM Points critiques de Elements a martriser Documents (procedure,
criticite” instruction, enregistrement, ...}
avec les références du SMGQ du
laboratoire
Causes Caloul |:h=L[=~ inu:'.a'ﬁtud:!_; S;E
- i mesure  [non  quaniifia
dinperiiude de pour les methodes
masure qualitatives)
E MUL-RHCO-PRO00-Gestion du
E personnel
k-1 CD'.-'-'EEE"GE :: Farmation et évalustion des 'E:E‘;EF_B-IH 5032 Fiche da Poste -
g:r::p;tljaﬂbe du competences du parsonnel REERLE
personnel technique et medicsl Enregisirements des compétences

E du parsonnel :
i CHV-COM-TRA024 Eqrmigysl - Bio
mol - Technicien Ingenils.

(Personnel)

L'échelle de crificité a &té Svaluée en prenant en considérstion la fréguence d'aspparition, k= gravité et l=a
défectabilitd sefon les critéras définis dans la procédure de gestion des risgues en vigueur su moment de =
realisation du dossier de vérification.

En l'absence dindice de criticité définit, chaque risgue identifié est maitrisé (sera & maitriser) selon le méme
nivesu de crificité.
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Fiche type de verification (portée A) / validation
(portée B) d’'une méthode de biologie médicale

EVALUATIOM DES PERFORMAMCES DE LA METHODE

V- kit }ji Respirstory Bacterial-E][Te MGEE panel RTS553ING (ot 3/11/25)

Précizer le type et réference d'echantillon (echantillon contréle, pool de sérum, ...} : echantillons patients
préalablement testés sur methode de référence au laborstoire puis conserveés congelés -20°C

REPETABILITE
Applicable B ; non applicabile (3 justifier) £
e Ecart- CV (%) v l::ﬁu}rna
Echantillons | de valeurs | Moyenne type CW (%) fournisseur | laboratoire (cf. Conclusion®
(N) source’)
N Rendu
quialitstif,
Type de Comparsison
migtrice des  waleurs
(ptasma, FA A de Ct pouwr
sérum, CI0, verifier
miweauws... ) l'sbsence de
variation  de
détection

Powr |2 cible LP et MP, présentafion des donndes en fidélité intermédiaire, pas assez de quantité d'&chantillons

pour réalisar une répstabilite comecte. Absence d'échantillon positif disponible pour tester |a cible CF.

Les donnéas fournisseurs sont présentées ci-dessous.

Argumentaire de la conclusion : conforme aws besoins du laboratoire

Données foumisseurs :

Répétabilité de Respiratory Bacterial ELITe MGE® Panel
Echantillon Concentration | Ct moyen sD CV% % positits
Legio_samplai 10xLoD 30.5 02 0.5 100
Legio_samplel JuloD 325 03 08 100
Mpneu_sampled 10xLeD 30.6 0.3 0.9 100
Mpneu_sampled JuloD 32.6 0.5 1.4 100
Cpnieu_samplel 10xLaD 311 0.6 1,9 100
Cpneu_samplel SuloD 33.7 1.3 3.7 100
FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable B ; non applicable (3 justifier) £
Nombre . ..
Ratio de limite
. de Ecart- cv CV (%) - 3
Echantillons “'“i';';“ Moyenne type {3) fournisseur c;u;:gléak:l[f% Conclusion
221836040704 5 29.87 0.31 1.03 010 Confome
230152519601 4 30,43 2,52 2.27 0.23 Conforme

Pour I'étude de fidélité intermédisire d'amplification, le nombre de waleur est restreint en reison des quantites

d'échantillons.

Echantillon 221888040704 = L pneumophila
Echantillon 230152519501 = M poeumanize.

Il "y & pas d'evalustion pour |z cible C poeumaniae en 'absence d'échantillon paositif

4 Socidtés savartes, publications (SFBC, BGEHT, RICOS, QUALAE, CLIA. ). Précser a référence utilisde,
* Conformeinan confarme
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Fiche type de verification (portée A) / validation
(portée B) d’'une méthode de biologie médicale

En labsenca de TV fournissaur, un CW arbifraire de 10% a & fixé pour déterminer ke RLA. Toutes les cibles ont
un RLA en condition souhaitable.

Argumentaire de la conclusion : conforme awx besoins du laboratoire

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable a ; man applii:d:leﬂ

Argumentaire de la conclusion - non adapta

Extraction et amplification entiérement automatizées. Rendu de résultat qualitatif pour les trois cibles.

JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés

Applicable [] ; non applicable (a justifier)
Nombre . Moyenne .
Echantil de Valeurs | Cible | Biais (%) | oo o {3'3'5{%} Biais (%) | oo o
ons wvaleurs Labo M .rg-ou!}e [toutes maoyenns Limite® clusion
My de pairs) de pairs et e generale
Argumentaire de la conclusion - Mon adaptés
EXACTITUDE
Contrdles quantitatifs [J ; Contrdles qualitatifs =
Valeur Cible .
Echantillons Labo {proupe Cible {toutes technigues) Conclusion
de pairs)
LPDNAZA MP23 CP23
Ech | Labo acMp | Conformité | _* | Labo | GCMD | Conformité | _* | Labo | QCMD | Conformits | =3¢t
8 | Positf Fosiif Conforme | 190 | Pocitf | Positf | Conforme | B84 | Magaté | Mégatf | Conforme N
802 | Positf | L bngbesnhae | Conforme | B8 | NAgaif | Mégatf | Conforme | B202 | pasitd | Posité | Conforme M3
803 | Positf Fasiif Conforme | 578 | Positf | Positf | Conforme | 737 | Magaté | Positf 46,33
804 | Mégati Mépati Conforme | 993 | Positf | Positd | Conforme | B282 ) Posit? | Positd | Conforme 88,70
805 | Positf Posiif Conforme | 100 ! Positf | Positd | Conforme | %892 Posit? | Positd | Conforme 8435
806 | Positf Pasiif Conforme | 97.1
807 | Positf Pasiif Conforme | 97.1
508 | Positf Positif Conforme | 964
509 | Positf Positif Conforme | 100
540 | Positf Puositif Conforme | 90.2

EEQ CF23-504 : confrdle &ducafionnel (non = ggge =), 177 participants, 82 exacts soit 48,33% d'exaciitude pour
les participanis. & paricipants utilissient l= kit RF MGE Elite. seuls 3 participants ont datecté I'A0MN de cet
echantillon (50%). Echantillon inferieur & la L gl responsable dune détection aléatioire suivant les passages.

Ca résultat est similaire su résultst cbzarvé dans la notice concernant le QCMD P MP16-08

Powr FTEEQ LFDMNAZ4, 100% de bonne réponsa, la souche de L [gngheaghss a &té détectde comme sttendus

Argumentaire de la conclusion : conforme aux besoins du LEM
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Fiche type de verification (portée A) / validation
(portée B) d’'une méthode de biologie médicale

SEMSIEILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
Applicable @ ; non applicable (3 justifier) O

Le kit d'exdraction SP200 est valide pour les matrices incluant le LCS ainsi que des biopsies et des pralévemeants
d'aboés,

Concemant bes formes neurologigues d'infection 2 M pneumanize sont dues 2 la réaction immunologique liée au
mimetisme maoléculaire de I'adhésine F1 de Mg

La détection dans be LCS est scceptée mais discutés su cas par cas aveo réclamation d'unie autre matrice en
paralléle {écowvillon mugqueus ou prélévement respiratoire — site dinfection)

En I'sbsence d'informations dans la notice du kit. des analyses supplementsires ont &te raalisées concemant s
specificite.

Pour la cible MP, une suspension de culture pure & Mycoplasma hominis s &€ ufilisfe. La réaction n's pas
provoque de détection croisée, |e test n'a pas &8 répété pour des raisons financiéres.

Pouwr la cibda LP, |a nofice précise gue |a cible peut détecter Legionells lpngheaghas, premiera legionelle non-
pneumaghila responsable de légionelloss (notamment en Codanis).

Le laborstoire de microbiologie est accrédité pour la détection des légionelles dans les eawx propres pour laguelle
nows disposons d'une SO

Mous avaons remis en culfure les legionelles non pnewmophila conservées au laboratoire dont quelgques EEQ auwx
résultats conmus.

Toutes les souchas qui ont permis d'obienir une subculfure ont &€ identifiés par MALDI-TOF svant réslisation
d'une suspension bactérienne fitrée & 0.5 Mok powr analys= par le kit

Espéce Résultat Lp/Llly, Ct IC Commentaire

Legioneilo oniso détecté 2423 2B3 pon décrit, pathogéne chez I'humain
Legioneilo oniso détecté 2451  2B,B5 pon décrit, pathogéne chez I'humain
Legioneilo micdadel non détecte 28,75 concordant, pathogéne chez 'humain
Legioneilo jgngheachge,  détecté <15  2B,01 gdécrit, pathogéne chez I'hurmain
Legioneilo jgngheachge,  détecté <15 27,35 gdécrit, pathogéne chez I'hurmain
Legioneila gumafil non détects 28,22 concordant, pathoséne chez I'humain
Legioneilo gumarffl non détects 27,57 concordant, pathogéne chez 'humain
Legioneilo longhegchae,  détecté <15 27,79 décrit, pathogéne chez I'humain
Legioneilo longheachae,  détecté <15 27,23 décrit, pathogéne chez I"humain
Legioneilo hozemange  détecté 2497 28,85 non décrit, pathogéne chez I'humain
Legioneilo hpzemange  détecte 19,05 27,54 non décrit, pathogéne chez I'humain
Legioneilo pugeegohernii  détecte 30,4 27,57 pon décrit, pathogéne chez I'humain

Le kit st capable de detecter L jgogheaghas comme decrnit dans la notice (EECQ QCMD LPDMA15-05). S'sjoute &
cette détection, celle de L amiza (contrairement & [ notice), L bozemanss <t L macesshemy, non decrit dans =
nofice. Cas bactaries sont pathogénes pour I'humain.

Capendant, certsines espécas pathogénes pour 'humsin échappent 2 la détection par le kit.

Ce mangue de spécificité présente I'svaniage de détecter potenfiellement plus de cas de légionelloses. non
défectées par les antigénuries (restreimtes & Lp =g1) mais elle ne peut pas se substituer & une PCR non
spécifique d'espéce pour éliminer totalement la présence de legionelle non preumophila (analyse sous-traitée).
Le fournisseur sinsi que le CNR ont &té sverlis avec propesition d'une étude mulficentrique de spécificita de ce kit
en date du 2501/23.

Argumentaire de la conclusion : conforme aw besoins du LBM
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Fiche type de verification (portée A) / validation
(portée B) d’'une méthode de biologie médicale

Donnees foumisseurs
Pathogénes (virus) Résultat

Abnenins rabgatif

Astrorans nagatil

Cetireirss 229 regatil

Cononavinus 43 nabgai

Coronavinus 63 rbgatil

Cytomegalovine neboga

Ersnrovings nbgatil

Epstein Bar virns rabgatil

| Hedpes simplec ving | nbgatil

Hevpos simplex virus 2 rbgatil

Human harpas vinug 6 nagatil

HLmAn Rerpss virus 7 gl

Human nagad

Irflstnza A virus rabgaatif

Influanza B virus rabgan

Maashis vinus mbgatil

s regati

Morovirus G raibcpad i

Morowirus G2 M

Parpinfiugnzavings 1 nagatil

Parainfluenravins 2 bgatil

Parainfiugnzavins 3 nadgatil

Parairiflusnz avirus rbsgpatil

Parvorus 819 st

Polyomavinis 1 (BRY) bgatil

Respiratory syncytial virus A rabgail

RASpiratory Syncylisl virs B gt il

Rihingwing ebgatif

Riolaning nabsgatif

gyt

NVancplla-zoshor vins et

Résultat Pathogénes Résultats
(bactéries el parasites) s (bactéries el parasites)
Agromanas hydrophiia el Logroneils prgurmnophls positil
| Bacillus 5p. [T Lexyonedla ansiy rigatit
Butidobachenum retgatil Listena monocylogenss et
Boroatslly parTusksns rdsipeatil [ i3 catarhals rdgeatil
| Campyiabactor o reivgatit Mamansils momgani refvgatit
| CarnpyRObacar Coi Pobgait MyCOpHREMa Qentiim Mgt
| Chismycia irachomatés rubogatil Ayeoplasma proumonisg positit
Citrabacher fraundy rbipatil Nesigsiwid ananhosgd olgeaitil
| Clogirigluam pariringens el Profeus vidgans et
(EMEL vixs rebgeatil Rhodocooous equ gl
EIEC retgatil Salmonsly fyphémunum et
Enferceacius ecais rrbgeatil Stiigeila beecli ruhigatil
LEPRC rubgpatit Stapiniicocces SUreus rbgpatit
ETEL Pt Nobparlit
 Haewmophikss influanrae rebogatil Troponerna palicken mubgatil
Hafn ahw rebgatil Vibng Aol s ragzalil
Kbl DOLATIONIaE Poibpeatil
INCERTITUDE DE MESURE :
Méthodologie choisie : analyse des risques [absence dlinterférence résiduelle) B ; calcul O
Incertitudes calculees o .

Argumentaire de la conclusion (impact sur la zone decisionnelle ?): Methode quslitstive, Incertitude
réglisée dans I'analyss de risgue

LIMITE DE DETECTION
Applicable [ ; non applicable ]

Argumentaire de la conclusion - conforme aux besains du LBM

SH FORM 43 gy 01 — 15 avril 2015 Page 11 sur 33

149




Fiche type de verification (portée A) / validation
(portée B) d’'une méthode de biologie médicale

Données foumisssur :
Seuil de détection pour échantillons respiratoires et ELITe InGenius (copies/ml)
Cible
psumaonas (Mpoeu) 625
Chiamydophila preumnoniae (Cpneu) 1,250
Lagionalia pneumophila (Lpneu) 5,000

De plus, la sensibilité analytique a &1& analysée par régrassion lindaire. La régression lindaire a &té
calculde sur des dilutions en sénie de plasmides, pour calculer le coefficient de régression R? et la pente. Les
valeurs de R pour les quatre pathogénes ont até supérieures 2 0,98, ce qui démontre la bonne inéarité a
Fintérieur de cet inlervalle de dilution.

COMPARAISON DE METHODES -
Applicable [ ; non applicable (3 justifier) O

Données bibliographiques [fournisseurs,

Connees foumisseurs ci-dessous

Methode précédente, autre methode utilisée dans le | Pour L, résultsts de culture conventionnellz et

laboratoire, appareil en miroir ou back-up, EBEMD - retours du CHR Legicnella (FCR)

FCR multiplexes respirstoires  (gBley  Genmads
Qigstat Qisgen ou Peymanis Plus bigie)

Nombre de mesures -

Intervalle de comparaison adaptée a I'étendue des | MA: rendu gualitstif
mesures du laboratoire :
Methode d'exploitation des résuliats - Evslustion de la cohérence

Pouwr la comparsison de methode, les résultats de PCR L ont efe compares a la culture ot =i bescin awux refours
CMR.

En raison dun nombre insuffisant de prélévements posififs 8 Cp ef Mo pendant la phase de test, les
performances n'ont pu &ire &valuées cormeciement. L'évalustion sera réalizée par ke suivi des EEQL

Tableau 1 : Résumé des résulfsts de défecfion de L pneumophila

LP Technigues de référence
RE MGE panel Positif NEgatif
Positif 5] 0
NEgatit 0 0
Se=1 VPP =1
Performances Sp=1 VPN =1

Argumentaire de la conclusion_Conformme s besoins du LBM

Données fournisseurs

Non
Echantillon N Positits | Négatits | 0
Echantilons  respiratoires négatils pour Legionela 24 0 74 o
preumophila
Echantilons  respiraloires  négatifs  pour  Mycoplasma 34 o 24 0
pneumoniag
Echantilons respiratoires  ndgatils  pour  Chlamydophila 24 0 34 o
preumoniae

Au cours de ce test, la spedificité de lanalyse a éte de 100% pour Legionella pneumophila, 100%
pour Mycoplasma preumaniaes, 1005 pour Chiamydophila preurnonias.
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Fiche type de verification (portée A) / validation
(portée B) d’'une méthode de biologie médicale

ETENDUE DE MESURE
Applicable B ; non applicable (3 justifier) O

Basés swr documentation fournisseur.

Argumentaire de la conclusion_—Conforme s besoins du LBM

Données fourmnisseurs
Reproductibilité de Respiratory Bacterial ELITe MGE® Panel

|__Echantilion | Concentration | Ct moyen sD CV % positifs
Legio_samplal 10xLaD 304 0.6 20 100
Legio_samplei 3uloD 327 0.3 1,0 100

| Monau sampled 10xLoD 308 0.5 1.7 100
Mpneu_sampled 3uloD 332 1,0 a0 100
Cpneu_sample1 10xLoD 30.4 0.8 2.7 100
Cpneu_samplel LoD 323 05 16 100

INTERFEREMCES

Applicable B ; non applicable (3 justifier) O]

Bazé& sur |2 documentation fournissewr du kit & extraction.

En prafique, il n'est pas possible de tester las différentes possibilités dinterférences [mucus, antibictigues,
anfifongigues, présenca de sang)

Capendant, nous n'avons observé aucun résultat invalide que ce soit pour bes prélévemants respiratoires positifs
ou négatifs & kegionelle (donc certsins sanglants. un £chantillon présentsit une nappe d'Aspergillus spn en

SHEncE)

Le kit d'extraction a &t également trés ufilisé entre 2020 et la phase fest swec exracfion de nombrew:
acouvillons nasopharyngés sans présentar un nombre ancrmal d'analyse invalide.

En cas d'echec, un passage avec dilufion préslasble est possible afin de diluer |z potentislle substance
interférente.

Argumentaire de la conclusion - Conforme aux besoins du LBM

Connees foumisseurs :

ELTTe inGorius 5P 200 INT0325P200

Substances interférentes

Les dchantilicns de sang iolal ¢ de plasma ne dolvenl pas contenir dTbparine o ce pusaant nhibssur
dot enrymes ADN polymebmase (comms FADN polymieass (emoitsble of |8 MAnSCiphies imerss) géndse ded
FOSUNMS TV OU DITCNE VR O0S (eSS mlnds o0 aval siur TADNARKN gt

Lottt inhibatur pronoouil Dar 1 prosence dvoniupls o Subsiinddd Mkl miduisd dang Michantlon
do gépart dovra dire dvalud Bu cas par cas par foplmoew, en fonction des lests mends ensuibe sur FADMARN
bt

CONTAMINATION
Applicable [ ; non applicable (3 justifier) O

Inter échantillon pour les paramétres sensibles : Passage des echantilons positif= en alternance,
vérification de I'absenca d amplification des résultats
connus negatifs positionnés de part et d'auire das
achantillons positifs.

Argumentaire de la conclusion - Conforme aux besoins du LBM

Részultats conformes, aucune contsmination inter-2chantillon n'a &té cbservée lors des essais.
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Fiche type de vérification (portée A) / validation
(portee B) d’'une methode de biologie medicale

Passage de 16 echantillons en altemance (positifinégatif).

Resuliats bruis conservés dans le DWM informatique du laboratoire.

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
Applicable B ; non applicable (3 justifier) O

Suivi des préconisations fournisseurs concemant le stockage des reactifs. Evalustion pércdique d'éventuelles
dérivés par suivi des EECQ.

Argumentaire de |la conclusion : utilisstion conforme aw: recommandations du fabricant

INTERVALLES de REFERENCE]
Applicable O] ; non applicable

Argumentaire de la conclusion - MNA rendu gualitatif.

DECLARATION d’APTITUDE

Coneclusion : méthode conforme utilisée & partir du 15/01/2024

Autorisée par - Maxime Balych
Signature : MP
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Université de Lille
UFR3S-Pharmacie
DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE
Année Universitaire 2025/2026

Nom : GIRARD
Prénom : Maximilien

Titre de la these : DIAGNOSTIC DES PNEUMONIES A BACTERIES ATYPIQUES
POST-COVID: EVALUATION D'UN NOUVEAU REACTIF DE BIOLOGIE
MOLECULAIRE AU CENTRE HOSPITALIER DE VALENCIENNES

Mots-clés : Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB, PCR multiplexe, Bactéries
atypiques, Pneumonies aigiies communautaires, Epidémiologie

Résumé : Les PAC sont 'une des principales causes infectieuses de morbidité et de
mortalité dans le monde avec environ 2,5 millions de décées en 2023. Les bactéries
atypigues sont des agents fréquents d’infections respiratoires. M. pneumoniae, C.
pneumoniae et C. psittaci, sont le plus souvent responsables d’infections respiratoires
bénignes ce qui rend difficile I'évaluation de leur impact au sein de I'épidémiologie des
PAC. L. pneumophila et L. non pneumophila sont responsables de la Iégionellose :
une pneumonie modérée a sévere avec une mortalité proche de 10 %. L'utilisation des
technigues PCR sur prélévements respiratoires est la méthode de référence pour le
diagnostic des PAC a M. pneumoniae, C. pneumoniae et C. psittaci. Ces méthodes
PCR jouent un réle de plus en plus important dans le diagnostic de la légionellose,
utilisées en premiére intention ou en complément de l'antigénurie. Elles vont
probablement entrainer un changement dans I'épidémiologie de la légionellose grace
a leur meilleure performance pour L. pneumophila d’autres sérogroupes et L. non
pneumophila. L'évaluation du nouveau kit Respiratory Bacterial PLUS ELITe MGB a
Valenciennes a montré des performances satisfaisantes et concordantes avec la
méthode précédemment utilisée, tout en élargissant le spectre diagnostic disponible
grace a l'ajout des cibles C. psittaci et Legionella spp.
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