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Introduction 

 

En 1920, Marcel Proust a écrit dans son roman « le Côté de Guermantes » : « La nature 

ne semble guère capable de donner que des maladies assez courtes. Mais la médecine s’est 

annexée l’art de les prolonger ». De nos jours, les pneumopathies représentent une part 

importante des infections nosocomiales dans le monde. 

 

Les premières recommandations internationales portants sur la prise en charge des 

pneumonies acquises à l’hôpital (HAP) ont été publiées en 1996 aux Etats-Unis. De celles-ci 

découlent plusieurs conclusions telles que : l’HAP est la première cause de décès par infection 

nosocomiale chez les patients de soins intensifs, la compréhension de sa physiopathologie est 

incomplète et enfin la méthode de diagnostic microbiologique n’est pas clairement établie (1).   

 

Les dernières versions des recommandations internationales (ESCMID et ATS/IDSA) 

et françaises (SFAR/SRLF) ont été publiées en 2016 et 2017 (4, 5, 6). Un certain nombre des 

recommandations repose toujours sur des niveaux de preuves faible (5).  Les points majeurs sur 

lesquels elles insistent sont : la prévention des épisodes de pneumopathie et la prescription 

d’une antibiothérapie adaptée, le plus précocement possible. Elles mettent aussi l’accent sur la 

nécessité de la documentation microbiologique et de la désescalade antibiotique.  

 

L’objectif de ce travail de thèse est d’étudier une des nouvelles méthodes de diagnostic 

microbiologique des pneumopathies : le panel Pneumonia plus (FilmArray®). Il permet de 

réaliser une PCR multiplex et est capable de détecter, à partir de prélèvements respiratoires, les 

principales bactéries et virus responsables de pneumonies, ainsi que des gènes de résistances 

aux antibiotiques. Son délai de réalisation est de 75 à 90 minutes. Nous comparerons les 

résultats de cette nouvelle méthode à ceux des techniques de routine utilisées au CHU 

de Nantes, chez 100 patients suspects de pneumopathie acquise à l'hôpital. Ces patients étaient 

inclus dans l'étude clinique non interventionnelle Oracle phase-1 qui a eu lieu d’Octobre 2018 

à Janvier 2020. 
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Partie I : Diagnostic et prise en charge des pneumopathies 
 

 

I. 1- Généralités sur les pneumonies 

 

I. 1-1. Définitions 

 

Les pneumopathies infectieuses sont des maladies très fréquentes (500 000  cas/an de 

pneumopathie aiguë communautaire (PAC) en France (6)) et pouvant mettre en jeu le pronostic 

vital. Elles sont le résultat du développement d’un processus infectieux au dépend du 

parenchyme pulmonaire (6). Elles sont habituellement réparties en deux grands cadres 

nosologiques ; les PAC et les pneumopathies associées aux soins ou acquises à l’hôpital (6). 

 

La PAC est une pneumonie acquise en milieu extra hospitalier, ou se déclarant moins 

de 48 heures après l’admission (6). Elle peut être le résultat d’une co-infection virale-

bactérienne et est généralement liée à des germes présents dans la flore oro-pharyngée. Ces 

germes sont souvent virulents et transmis fréquemment par les gouttelettes de Flügge ou par 

des aérosols inhalés (virus à tropisme respiratoire, Legionella pneumophilia, bactéries 

atypiques et bactéries de la flore oro-pharyngée) (7). Les bactéries responsables de PAC sont 

majoritairement : Streptococcus pneumoniae (impliqué dans 25 à 50 % des cas), Haemophilus 

influenzae, Branhamella catarrhalis, ainsi que des bactéries intracellulaires comme 

Mycoplasma pneumoniae et Chlamydia pneumoniae. Les PAC ne nécessitent pas de 

documentation microbiologique, si l’évolution clinique est favorable (6). Elles ne posent pas, à 

l’heure actuelle, de difficultés dans le choix de l’antibiothérapie (6) (7). 

 

Les pneumopathies acquises à l’hôpital surviennent au moins 48 heures après une 

admission à l’hôpital (6) et sont généralement causées par des pathogènes de l'environnement 

hospitalier (8). Elles apparaissent au décours d’une prise en charge (diagnostique, 

thérapeutique, palliative, préventive ou éducative) et ne doivent pas être en incubation au début 

de celle-ci (9). Les bactéries impliquées (Entérobactéries, Staphylococcus aureus et bacilles 

non fermentant) présentent souvent des résistances aux antibiotiques. On estime que l’infection 

est polymicrobienne dans 30% des cas (4).  
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Les pneumopathies d’inhalation surviennent suite à un trouble de la conscience. Le 

patient inhale une partie du contenu de l’estomac ou du tube digestif. Des entérobactéries et des 

bactéries anaérobies sont impliquées dans le processus infectieux et il est nécessaire de les 

prendre en compte lors de la prescription de l'antibiothérapie probabiliste (6).  

 

Les pneumopathies de l’immunodéprimé sont graves et résultent de la rupture de 

l’équilibre entre l’hôte et son environnement. Elles sont généralement le fait de germes 

opportunistes : champignons (Aspergillus sp, Pneumocystis jirovecii), bactéries à croissance 

lente (Nocardia sp, Mycobactéries atypiques) ou virus (Metapneumovirus) (10). 

 

I. 1-2. Physiopathologie 

 

Le plus fréquemment, l’infection est le résultat de l’association de facteurs diminuant 

les défenses de l’arbre respiratoire (virose, pathologie pulmonaire et/ou une immunodépression, 

ventilation mécanique), et de la multiplication d’un ou plusieurs germes pathogènes (7). Le 

processus infectieux est principalement d’origine bactérienne (95%), plus rarement d’origine 

virale ou fongique ; particulièrement chez les patients âgés ou immunodéprimés (6). Les 

pathogènes pénètrent dans l’arbre bronchique majoritairement par voie aérienne et dans de rares 

cas par voie hématogène ou par contiguïté (fistule) (2). 

 

Les poumons sont situés dans la cage thoracique et leur parenchyme est composé de 

tissu interstitiel et d’alvéoles. La fonction des poumons est de permettre l’oxygénation du sang 

et l’évacuation du CO2, au niveau des alvéoles. L’air extérieur atteint les alvéoles en passant 

par la trachée puis les bronches et les bronchioles (11). La pénétration des microorganismes 

pathogènes par voie aérienne dans le poumon aurait lieu principalement lors de micro-

aspirations des sécrétions orotrachéales. Celles-ci ont lieu de manière fréquente chez toute 

personne. L’évolution vers la pneumonie va dépendre de l’inoculum microbien et de la capacité 

de défense de l’hôte (12).  

 

La diminution des défenses pulmonaires face aux infections est en majorité liée à une 

altération de l’épithélium cilié situé dans les bronches et bronchioles qui draine l’appareil 

respiratoire. Cette altération peut être due à une infection par un virus à tropisme respiratoire, 

la consommation de tabac ou la consommation d’alcool (7). Des pathologies chroniques du 
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poumon, comme la bronchopneumopathie chronique obstructive ou la mucoviscidose, 

favorisent aussi les infections (6). 

 

La physiologie pulmonaire est profondément modifiée chez les patients hospitalisés 

notamment chez les patients hospitalisés en réanimation qui peuvent être, en fonction de leurs 

pathologies, aidés à respirer par un dispositif de ventilation mécanique, de façon invasive 

(intubation) ou non (7). La ventilation invasive (par intubation endotrachéale ou trachéotomie) 

est un facteur de risque majeur de développer une infection pulmonaire. On estime que les 

patients intubés ont une probabilité entre 6 à 20 fois plus élevée de faire une pneumopathie (13). 

En effet, la ventilation mécanique altère l'arbre respiratoire en déclenchant des 

dysfonctionnements des cellules ciliées, empêchant le mouvement du mucus vers la trachée 

(14). L’arbre respiratoire se « nettoyant » par l’action muco-ciliaire et la toux. Les patients 

ventilés de manière invasive sont inconscients et le matériel présent dans l’appareil bronchique 

empêche la clairance des sécrétions par l’appareil muco-ciliaire. Les microorganismes de la 

flore orale pullulent, et se propagent le long du tube d’intubation jusqu’à la partie distale des 

voies aériennes, en formant notamment un biofilm. La source d’infection chez des patients 

intubés peut-être la flore oro-pharyngée, le contenu gastrique (remontées gastriques très 

fréquentes chez les patients intubés), les circuits de ventilation, les humidificateurs et 

nébuliseurs (15). 

 

La fragilisation de l’arbre respiratoire est responsable de la possibilité d’une infection 

de celui-ci par des bactéries non habituellement retrouvées dans les pneumopathies et qui 

possèdent des profils de résistance aux antibiotiques différents (7).  

 

I. 1-3- Incidence  

 

En 2017 le centre Européen de prévention et contrôle des maladies estimait le nombre 

d’infections nosocomiales à 2,5 millions de cas par an, dont 500 000 étaient des HAP. On estime 

le coût moyen d'un épisode d’HAP à 40 000 euros (14). Les (HAP) sont la 2ème cause d’infection 

nosocomiale, derrière les infections urinaires (9) et la 1ère cause de décès par infection 

nosocomiale en réanimation (2). L’incidence des HAP varie entre 5 et 20 épisodes pour 1000 

jours d'hospitalisations (16). Les pneumopathies associées à la ventilation mécanique (PAVM) 

sont des pneumopathies nosocomiales qui surviennent après 48 heures de ventilation 

mécanique. L’incidence des PAVM est estimée entre 1,9 et 3,8 pour 1000 jours de ventilation 
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aux Etats-Unis, et plus de 18 pour 1000 jours de ventilation en Europe. Elles représentent 

environ un tiers des pneumopathies nosocomiales (2). 

 

En Europe on estime qu’environ 40% des patients admis en réanimation présentent ou 

vont présenter une pneumonie (13). Parmi ces pneumonies, environ 75% sont d’origine 

nosocomiale, les pneumonies aiguës communautaires graves représentent les 25% restant. Au 

sein des pneumonies nosocomiales 56 à 90% sont des PAVM (13) (17).  

 

L’incidence des PAVM semble en cours de diminution dans le monde grâce à de 

meilleurs méthodes de prévention, mais elle reste élevée chez les patients ayant subi un 

traumatisme important et/ou un traumatisme cérébral (2). Les PAVM se développent 

habituellement après environ 5 à 7 jours de ventilation (4). La PAVM est une entité clinique 

particulière, ses critères diagnostiques et son étiologie bactérienne varient selon les régions et 

les pays (15). La mortalité directement attribuable à cette infection est difficilement évaluable 

car les patients atteints présentent de nombreuses comorbidités. Elles sont toutefois 

responsables d’un surcoût et d’une augmentation du temps du séjour hospitalier estimé à 7 jours 

par épisode (2).  

 

I. 1-4- Prévention des HAP et PAVM 

 

Les voies respiratoires distales ont longtemps été considérées stériles (car chez les 

patients non infectés la culture bactérienne des prélèvements distaux est le plus souvent stérile) 

(14). On a donc considéré que des micro-aspirations de la flore oro-pharyngée et du contenu 

digestif étaient responsables des HAP et des PAVM. C'est à partir de cette théorie que les 

mesures de prévention actuelles ont été mises en place. Elles se basent sur trois approches 

principales : 1) la diminution des micro et macro aspirations de la flore digestive ; 2) la réduction 

du volume de sécrétions oro-pharyngées pouvant être aspirées dans le poumon ; 3) l’inhibition 

de la prolifération du microbiote présent au niveau larynx et de l'oropharynx (4), (14).  

 

Les facteurs de risque de pneumopathie ont été répartis en deux familles : les risques 

liés aux patients et ceux liés à la ventilation. Les risques liés à la ventilation peuvent être limités 

par des actions de prévention contrairement aux risques liés aux patients (18). Les principaux 

facteurs de risque liés à la ventilation sur laquelle la prévention peut avoir un impact important 
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sont : la durée de la ventilation, le degré de sédation du patient, la prévention de l’ulcère gastro-

duodénal, l’entretien du matériel de ventilation et l’antibiothérapie (18).  

 

Les recommandations françaises s’appuient sur une approche standardisée multimodale 

pour diminuer la survenue d’une PAVM (4). Cette approche multimodale consiste en la 

réalisation d’une décontamination digestive sélective (DDS) (seulement si le taux de BMR du 

service est inférieur à 20%) et des mesures de prévention liées à la ventilation (4). La DDS 

consiste en l’utilisation d’un topique antiseptique (par voie entérale) et d’une 

antibioprophylaxie (voie systémique) pour une durée totale inférieure à 5 jours. Cette stratégie 

a permis une diminution de la mortalité, surtout chez les patients les plus précaires, sans que 

soit notifiée une augmentation de la prévalence des bactéries résistantes aux antibiotiques (4). 

 

Malgré le fait que des pratiques de prévention soient appliquées en Europe depuis 

plusieurs années, leur efficacité est relative. En effet l'incidence des HAP et des PAVM ne s'est 

pas réduite de manière significative. Il n’y a pas eu d’impact sur la durée d'hospitalisation liée 

aux HAP (14). Cela suggère que la voie de contamination « gastro-pulmonaire » sur laquelle 

s’appuie les recommandations de prévention n'est pas la seule voie de développement des HAP 

et PAVM, et que des mécanismes plus complexes peuvent jouer un rôle (14). 

 

I. 2. Diagnostic 
 

I. 2-1. Diagnostic clinique 

 

Le diagnostic de toute pneumopathie repose sur la triade : signes fonctionnels d’atteintes 

de l’arbre respiratoire (toux, expectorations purulentes, dyspnée, douleurs thoraciques), 

imagerie montrant l’atteinte parenchymateuse, et la présence de fièvre ou d’autres signes 

généraux d’infection (6). L’imagerie est le plus souvent une radiographie pulmonaire mais peut 

aussi être un scanner thoracique, montrant une image de pneumopathie : soit un foyer 

systématisé, soit une atteinte interstitielle. 

 

Le diagnostic de PAVM et d’HAP grave est complexe pour plusieurs raisons : 

  1) les nombreux motifs d’hospitalisation en réanimation peuvent se confondre avec les signes 

généraux de pneumopathie (19) 
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  2) la radio de thorax au lit du patient est d’interprétation difficile (7)  

  3) l’intubation potentielle rend plus délicate l’interprétation des résultats microbiologiques 

(distinction entre infection et colonisation) (20) 

 

En pratique, le diagnostic est le plus souvent évoqué devant une dégradation des paramètres 

d’oxygénation, des sécrétions qui deviennent purulentes et de la fièvre. 

 

Des scores de probabilité ont été établis, notamment le score CPIS (Clinical Pulmonary 

Infection Score : Tableau 1), mais il ne fait pas l’unanimité (5). Si le score CPIS est supérieur 

à 6 ; il est en faveur d’une pneumopathie. Cependant, il n’est pas recommandé de l’utiliser pour 

le diagnostic initial de pneumopathie (8). Les recommandations internationales et françaises 

s’accordent sur le fait que les critères diagnostiques cliniques sont à privilégier. Les dosages de 

marqueurs biologiques d’inflammation (CRP, PCT) ne sont pas recommandés pour le 

diagnostic de pneumopathies (3). 

 

 

 

 

La stratégie diagnostique retenue en France par la société française d’anesthésie-

réanimation (SFAR) est de réaliser une radiographie thoracique chez un patient présentant un 

tableau clinique compatible avec une pneumopathie. Si cet examen retrouve un aspect de 

pneumopathie il est alors recommandé de réaliser un prélèvement au niveau de l’arbre 

respiratoire pour mettre en évidence un ou des microorganismes pathogènes. Après la 

réalisation du prélèvement, il faut débuter un traitement antibiotique probabiliste. Si le 

Tableau 1 : Score CPIS (un score supérieur à 6 est évocateur d’une PAVM) 
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prélèvement revient négatif, et que la suspicion initiale n’était pas élevée, il est possible 

d’arrêter l’antibiothérapie (4). L’antibiothérapie doit être systématiquement adaptée à la 

documentation microbiologique (2), (4), (16). Le résultat microbiologique joue donc un rôle 

majeur dans l’antibiothérapie des pneumopathies nosocomiales. 

 

I. 2-2. Diagnostic microbiologique actuel 

 

Le diagnostic de pneumopathie repose sur un faisceau d'arguments cliniques, 

radiologiques et biologiques. L'examen microbiologique de prélèvements respiratoires est 

recommandé uniquement pour les patients hospitalisés (6). La documentation microbiologique 

est nécessaire pour guider la prise en charge de ces patients. Toutefois, cette recherche  n’est 

indiquée que si elle est susceptible de changer la prise en charge thérapeutique, en présence de 

signes de gravité clinique ou d’échec du traitement initial pour les PAC (10).  

 

La grande majorité des HAP sont d’étiologie bactérienne et les virus sont le plus souvent 

responsables de bronchites ou bronchiolites mais ils peuvent faire le lit d’une infection 

bactérienne (21). Cependant ils sont aussi responsables d’authentiques pneumopathies chez la 

personne âgée ou le patient immunodéprimé.  

 

On distingue deux grands groupes de virus :  

1) les virus à tropisme respiratoire primaire (Groupe 1) dont la cible est les cellules 

ciliées de la muqueuse respiratoire et qui provoquent des symptômes localisés aux voies 

aériennes. Le plus fréquent est le virus Influenza (2). 

2) le Groupe 2 est composé de virus à tropisme respiratoire secondaire (dans le cadre de 

la maladie systémique). Par exemple lors de la rougeole (10). 

 

 Prélèvements 

Le choix du mode de prélèvement se fait en fonction de l’état de gravité du patient et 

des pratiques du service où il est hospitalisé. Un pathogène est retrouvé dans environ 70% des 

cas de PAVM (40 à 90% selon les réanimations) (4). Le type et l’interprétation des 

prélèvements nécessaires à la documentation microbiologique des HAP et des PAVM est 

toujours un sujet à controverse (5). En effet une différence majeure entre les recommandations 

de l’ERS/ESICM/ESCMID/ALAT et de l’IDSA/ATS est la méthode d’obtention des 

prélèvements respiratoires pour le diagnostic microbiologique. Les recommandations 
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Américaines sont en faveur de prélèvements non invasifs (aspiration endo-trachéale), alors que 

les recommandations Européennes sont en faveur de prélèvements distaux (lavage broncho-

alvéolaire ou brosse bronchique protégée) (4, 7) .  

 

Les grands types de prélèvements sont : 

 

-L’examen cytobactériologique des crachats (ECBC)  

C’est un examen non invasif mais rarement contributif et source d’erreur (8). Il se fait 

de préférence avec l’aide d’un kinésithérapeute, après rinçage buccodentaire à l’eau stérile, lors 

d’un effort de toux. Sauf cas particulier (échec du traitement empirique et impossibilité d’un 

examen sous fibroscopie), l’examen doit être réservé aux surinfections de BPCO, aux 

recherches de mycobactéries et au suivi de patients atteints de mucoviscidose. La mise en 

culture n’est effectuée qu’après un examen direct permettant de confirmer la bonne qualité du 

prélèvement. Seuls les ECBC purulents (>25 leucocytes par champ) et de préférence non 

contaminés par la salive (< 10 cellules épithéliales par champ) doivent être mis en culture.  

 

-L’aspiration trachéo-bronchique  

C’est un examen qui peut être réalisé sans fibroscopie chez les patients intubés. On 

prélève alors les sécrétions trachéales au niveau du tube d’intubation. Les prélèvements réalisés 

sous fibroscopie sont probablement à privilégier (2), mais le choix de la méthode employée ne 

semble pas avoir d'influence sur la mortalité et la consommation d’antibiotiques (5). De ce fait, 

il est laissé la liberté à chaque service de choisir le type de prélèvement utilisé en routine (20). 

L’aspiration trachéo-bronchique sous fibroscopie consiste en l’aspiration des sécrétions au 

niveau trachéo-bronchique.  

 

- Le prélèvement protégé distal (PDP)  

Il consiste à insérer sous fibroscopie, un cathéter « protégé » que l’on libère dans le 

territoire anatomique où réside l’infection afin de réaliser le prélèvement.  

 

-Le lavage broncho-alvéolaire (LBA)  

Il consiste en l’instillation d’eau stérile dans le poumon et la récupération d’une partie 

du liquide injecté, ce qui permet un drainage plus large et plus distal du territoire pulmonaire 

atteint. 
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-Pour les prélèvements à visée de diagnostic virologique, les virus à tropisme 

respiratoire se multiplient dans les cellules cylindriques ciliées de l’arbre respiratoire. Le 

prélèvement doit donc recueillir des sécrétions cellulaires, au niveau nasal (par écouvillonnage 

naso-pharyngé) ou dans l’arbre bronchique (par des prélèvement plus distaux (10). En fonction 

du site de prélèvement les résultats peuvent être différents. La pathogénicité des virus dans les 

HAP est encore un sujet d’étude (22). 

 

 Culture bactériologique 

Il existe un faisceau d’arguments en faveur d’une analyse quantitative ou semi-

quantitative de prélèvements distaux (réalisés sous fibroscopie) pour optimiser le diagnostic 

bactériologique (prélèvements moins susceptibles d’être contaminés par la flore oro-pharyngée 

et ciblant plus précisément le site de l’infection). Les limites de cette pratique se trouvent chez 

les patients graves qui présentent des troubles de la ventilation et chez qui une fibroscopie est 

contre-indiquée. De plus, cela nécessite une expertise technique médicale qui n’est pas 

forcément disponible dans tous les centres hospitaliers (2). 

 

Le diagnostic bactériologique repose sur l’examen microscopique après coloration de 

Gram et la mise en culture des prélèvements respiratoires. Cette méthode peut se révéler longue 

(48 à 72 heures) et parfois complexe. Les facteurs influençant la justesse du résultat 

bactériologique sont : le type de prélèvement réalisé, l’absence d’antibiothérapie préalable, la 

rapidité du transport et de la prise en charge par le laboratoire (10). L’analyse bactériologique 

peut parfois être complexe si le prélèvement est polybactérien ou contaminé par la flore oro-

pharyngée. Il est possible d’utiliser des géloses sélectives qui permettent d’isoler des 

pathogènes spécifiques (gélose cétrimide pour P. aeruginosa ou gélose Chapman pour S. 

aureus).  

 

On distingue : 

1) la culture semi-quantitative (avec un seuil de significativité et une numération de la 

quantité des bactéries ayant poussé sur milieux gélosés) 

2) la culture qualitative (on note alors la présence ou l’absence de bactéries pathogènes 

en culture, sans numération)  
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Les études qui ont comparé les deux méthodes d’analyse n’ont pas montré de différence 

significative sur le taux de mortalité, la durée de ventilation mécanique, la durée de séjour en 

réanimation et l’épargne antibiotique dans la prise en charge des PAVM (17). 

 

La culture semi-quantitative se déroule en deux grandes étapes : 

1) Examen direct au microscope (coloration de Gram) et ensemencement : L’examen 

direct est contributif si un ou deux types de bactéries sont présents en grand nombre, avec de 

nombreux polynucléaires. Toutefois, cet examen est peu fiable dans la plupart des autres 

situations. La mise en culture, consiste à ensemencer les milieux de cultures, après une 

éventuelle dilution, sur différents milieux gélosés. L’ensemencement est calibré, c’est-à-dire 

que chaque milieu de culture est ensemencé avec une quantité précise de prélèvement pour 

permettre une quantification. (Annexe 4) (2). 

 

2) L’interprétation des cultures et la réalisation des antibiogrammes. Dans la plupart des 

laboratoires, les bactéries sont identifiées par spectrométrie de masse après lecture des cultures. 

Du fait de la non stérilité des prélèvements et du risque de contamination, des seuils de 

significativité ont été établis pour la culture semi-quantitative (Annexe 4). Quelle que soit la 

méthode employée, en cas d’examen positif, les résultats définitifs sont disponibles au mieux 

48h après le prélèvement, mais les premières identifications bactériennes peuvent être 

disponibles 12h après le prélèvement.  

 

 PCR (Polymerase Chain Reaction) : 

 

La PCR est une technique qui permet de détecter dans un échantillon une séquence 

d’acides nucléiques spécifique. Elle est utilisée dans de nombreux domaines scientifiques. Elle 

consiste en une suite de réactions enzymatiques qui permettent de sélectionner puis d’amplifier 

un fragment d’ADN spécifique.  En microbiologie, son intérêt à d’abord été de détecter les 

micro-organismes dont la culture était complexe ou impossible, comme les virus et les bactéries 

intracellulaires, microorganismes non ou difficilement visibles au microscope optique. A 

l’heure actuelle son utilisation se développe afin de détecter tous les pathogènes possiblement 

impliqués dans un processus infectieux (tests syndromiques) (23) 
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Avant de réaliser la PCR une extraction et une purification de l’ADN présent dans 

l’échantillon biologique est nécessaire. Cette étape est délicate et nécessite des précautions 

importantes pour éviter toute contamination.  

 

La PCR permet ensuite l’amplification des extraits purifiés d'ADN : une suite de cycles 

chacun composé de 3 étapes qui se déroulent à des températures différentes : la dénaturation, 

l’hybridation et l’élongation. Les cycles se répètent en boucle environ 20 à 40 fois en fonction 

du type de PCR. La réaction nécessite des amorces spécifiques qui encadrent la région d'ADN 

que l’on cherche, des enzymes pour synthétiser l’ADN (Taq polymérase) et des acides 

nucléiques, ainsi qu’un thermocycleur (24). 

 

1) La dénaturation consiste à séparer les deux brins d’ADN et se déroule à 95°. A cette 

température, l’ADN perd sa structure en double hélice et on obtient un ADN simple brin.  

2) L’hybridation est la fixation des amorces sur la séance d’ADN recherchée. Elle se 

déroule entre 50 et 60°. 

3) L’élongation est la reformation du double brin d’ADN à partir des amorces. Elle se 

déroule à 72° et utilise une enzyme synthétisant l’ADN à partir d’acides nucléiques (ADN 

Polymérase). 

 

Après un certain nombre de cycles (dépendant de la quantité d’ADN recherchée présent 

dans le prélèvement), l’amplification de l’ADN cible atteint un plateau (Figure 1), lorsqu’il n’y 

a plus assez de réactif pour synthétiser de nouveaux brins.  
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Pour chaque PCR, il existe des contrôles permettant de vérifier le bon déroulement de 

la réaction : généralement un contrôle d’amplification pour vérifier que l’amplification a bien 

eu lieu et un contrôle négatif pour vérifier qu’il n’y a pas eu de contaminations des réactifs de 

la PCR (25). 

 

Dans le cas d’une PCR simple ou à point final, il n’y a pas de quantification, le résultat 

est qualitatif. Pour révéler les produits d’amplification, on peut utiliser divers moyens : gel 

d’agarose, fluorescence, lecture optique (23).  

 

PCR multiplex et PCR « nichée » :  

La PCR multiplex permet de détecter plusieurs séquences d’ADN différentes au cours 

de la même réaction de PCR. On utilise alors plusieurs sets d’amorces spécifiques des cibles 

recherchées. C’est une technique plus complexe et habituellement moins sensible que la PCR 

à cible unique. On utilise une analyse au point terminal de la réaction pour distinguer des 

produits. Les PCR multiplex ont comme principale limitation :  la génération  de produits de 

Figure 1 : Représentation schématique d’une réaction de PCR 
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réactions non spécifiques (par des interactions amorces-amorces) qui interfèrent avec 

l’amplification des cibles recherchées et diminue la sensibilité de la technique (24). 

 

La PCR « nichée » ou « par polymérase emboitée » se révèle particulièrement 

intéressante dans le cas des PCR multiplex. Elle permet de réduire la quantité de produits non 

spécifiques (due à la liaison des amorces à des sites non recherchés) et ainsi d’augmenter la 

sensibilité et la spécificité de la PCR. Elle consiste en une amplification de la cible en deux 

étapes à l'aide de deux couples d'amorces :  une première PCR avec une paire d'amorces dites 

« externes », pour amplifier spécifiquement la région d’ADN recherchée. La deuxième PCR est 

réalisée avec une seconde paire d'amorces dites « internes » permettant d'amplifier 

spécifiquement une séquence révélée par le couple d’amorces « externes ».  Grâce à la première 

étape, le risque de liaison de cette seconde paire d'amorces à des sites incorrects est limité, et le 

produit de cette seconde PCR est très peu contaminé. Les produits du second cycle peuvent être 

détectés par une PCR quantitative ou à point final. 

 

PCR quantitative/en temps réel et courbes de fusion. 

 

La PCR quantitative est une méthode particulière de PCR permettant de mesurer la 

quantité initiale d'ADN cible présent dans le prélèvement. Elle est basée sur la détection de 

l’émission de fluorescence lors de l’amplification de l’ADN.  Ce signal est proportionnel à la 

quantité d’amplicons créent pendant la PCR. La détection se fait en continu (« temps réel ») par 

un automate.  

 

Une réaction de PCR quantitative classique peut se décomposer en 3 étapes (Figure 2) :  

1) La quantité d’ADN amplifiée est insuffisante pour générer un signal fluorescent supérieur 

au bruit de fond (seuil de détection de la fluorescence par l’automate). 

2) Phase exponentielle de croissance : la quantité d’ADN amplifié génère un signal fluorescent 

supérieur au bruit de fond, puis le nombre de produits amplifiés double à chaque cycle.  

3) Dernière étape correspondant à une phase de plateau : Le système ne permet plus une 

amplification exponentielle du fait de la quantité limitante de certains réactifs. 
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La fluorescence est donc détectée en temps réel par l’automate. L'analyse du signal de 

fluorescence est basée sur le concept de "cycle seuil » ou cycle threshold (Ct). C’est le nombre 

de cycles d'amplification nécessaire pour obtenir un signal fluorescent statistiquement 

significatif par rapport au bruit de fond (valeur seuil).  

 

  

 

On mesure donc la quantité d'ADN en déterminant le nombre de cycles nécessaires pour 

atteindre une fluorescence significativement supérieure au bruit de fond (Ct). Une gamme 

d’étalonnage permet ensuite la réalisation d’une quantification de l’ADN présent dans le 

prélèvement. Cette gamme est réalisée à partir de « standards » (échantillons dont on connait à 

l’avance la quantité d’ADN). Ces « standards » sont inclus dans la même réaction de PCR que 

l’échantillon test. On compare ensuite le Ct de l'échantillon étudié avec les résultats des 

échantillons de la gamme et on obtient ainsi une quantification (Figure 3). 

 

 

Bruit de fond 1 

2 

3 

Figure 2 : Schéma de la réaction de PCR 
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Il existe deux outils principaux qui permettent une émission de fluorescence lors de 

l’amplification de l’ADN : les agents intercalants et les sondes d’hybridation :  

1)   Les agents intercalants (par exemple SYBR green) sont des molécules dont 

l'émission de fluorescence augmente lorsqu'elles sont liées à l'ADN double brin. Leur liaison à 

l'ADN double brin n'est pas ciblée.  

2) Les sondes d’hybridation vont se lier spécifiquement à la séquence d'ADN 

recherchée. Elles sont composées d’un Fluorochrome émetteur (reporter) en 5’ et d’un 

fluorochrome suppresseur (quencher) en 3'. Quand il est stimulé, le fluorochrome émetteur 

transfère son énergie au fluorochrome suppresseur voisin qui dissipe l'énergie sous forme de 

chaleur. Lors de l'élongation (donc de l’amplification), la Taq polymérase déplace la sonde et 

l'hydrolyse. Le reporter est alors libéré permettant ainsi l'émission de fluorescence qui augmente 

à chaque cycle proportionnellement aux taux d'hydrolyse de la sonde. L’activité de la Taq 

Figure 3 : Représentation simplifiée de la quantification d’une PCR quantitative 

 

Points de la gamme  
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polymérase étant spécifique de l'ADN double brin, les sondes libres en solution demeurent 

intactes et aucune fluorescence n'est émise (26). 

 

Une courbe de fusion au cours de la PCR en temps réel, est une étape supplémentaire à 

la fin des cycles d'amplification. Elle est nécessaire lors de l'utilisation d'agents intercalants. 

Elle permet de contrôler qu'un seul produit de PCR a été amplifié et qu'il s'agit bien de la cible 

recherchée et non de produits aspécifiques (25). En effet, chaque produit d'amplification est 

caractérisé par sa température de fusion (Tm). C’est la température pour laquelle 50% de l'ADN 

double brin est dissocié. Le Tm varie avec la composition en guanine et cytosine et la taille du 

produit d'amplification. Il est mesuré en suivant l'évolution de la fluorescence lorsque la 

température augmente (seule l’ADN dissocié produit de la fluorescence). On fait donc 

l'acquisition de l'intensité de fluorescence en continu à une température variant de 45°C à 75°C 

par palier de 0.1°. Cela permet de différencier les produits de la PCR et de vérifier que l’on a 

bien amplifié une des cibles recherchées. 

 

I. 3. Antibiothérapie 
 

La précocité de l’introduction d’un traitement antibiotique adapté est un enjeu majeur 

dans la guérison et le pronostic d’une pneumonie bactérienne (4). De plus, l’épargne 

antibiotique est un enjeu majeur de santé publique, particulièrement chez les patients de 

réanimation très exposés au risque de portage de bactéries multi-résistantes. La mise en place 

de nouvelles méthodes diagnostiques permettant la détection plus rapide de bactéries 

pathogènes au sein de prélèvements respiratoires et de leurs résistances aux antibiotiques, 

devrait permettre d'optimiser la prescription d'antibiotiques et ainsi améliorer la prise en charge 

des pneumopathies acquises à l'hôpital. 

 

En effet, une antibiothérapie adaptée le plus précocement possible a montré une 

réduction de la morbi-mortalité (27). De plus, il a aussi été montré qu’une antibiothérapie non 

adaptée sur des pathogènes multi-résistants est responsable d’une augmentation de la morbi-

mortalité (28). Les différentes recommandations internationales insistent sur le fait que pour 

chaque patient, il est important de déterminer si celui-ci sera éligible à une antibiothérapie 

probabiliste de spectre étroit, ou s'il faudra couvrir d’emblée des bactéries plus résistantes. 
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Les pneumonies acquises à l’hôpital ont été séparées en deux groupes en fonction de la 

durée d’hospitalisation précédant la survenue de la pneumopathie. En effet l’étiologie 

bactérienne peut varier en fonction de la durée d’hospitalisation et donc l’antibiothérapie 

probabiliste sera différente. Les pneumopathies sont dites précoces si elles surviennent avant 5 

jours d’hospitalisation. Dans ce cas les bactéries impliquées sont généralement S. aureus, S. 

pneumoniae ou H. influenzae. Les pneumonies apparaissant au-delà de 5 jours d’hospitalisation 

sont dites tardives. Les bactéries impliquées sont généralement des entérobactéries, P. 

aeruginosa, A. complex baumannii et S. aureus (4). Toutefois cette distinction semble s’avérer 

caduque dans les hôpitaux où il existe une forte proportion de BMR et BHR (3). Chez les 

patients de réanimation la prise en compte de cette distinction peut être  associée à une 

surconsommation d’antibiotiques à large spectre (28). 

 

I. 3-1. Antibiothérapie probabiliste 

 

A l’heure actuelle, la première antibiothérapie est probabiliste, c’est-à-dire qu’elle est 

initiée sans aucune documentation microbiologique de l’épisode aigu. Une antibiothérapie 

probabiliste est considérée adaptée si elle est introduite de manière précoce par rapport au début 

de l’infection et si le spectre de l’antibiotique couvre la ou les bactéries responsable(s) de 

l’infection (28). Le début de l’antibiothérapie a un impact majeur sur la guérison, en raison 

notamment de la prolifération du pathogène dans le poumon et de l’inoculum bactérien. En 

effet, même si le germe est résistant in vitro, l’antibiotique pourra avoir une action partielle in 

vivo en fonction de l’espèce bactérienne, de l’inoculum, du type de résistance et de la posologie 

(29). 

 

Une antibiothérapie adaptée le plus précocement possible est un challenge pour les 

réanimateurs, microbiologistes et les infectiologues qui les conseillent, car le diagnostic 

clinique précoce est parfois complexe. Les signes cliniques peuvent être peu spécifiques et les 

résultats microbiologiques sont disponibles après plusieurs jours, alors que ce sont les premières 

heures de l’infection qui comptent le plus (28). 

 

 Le choix de l’antibiothérapie probabiliste prend en compte les facteurs de risque 

d’infection par des bactéries multi-résistantes aux antibiotiques, c’est-à-dire principalement les 

entérobactéries productrices de bêta-lactamase à spectre étendu (E-BLSE), le Staphylococcus 

aureus résistant à la méticilline (SARM), et les bacilles non fermentants (BNF).  
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1) Les entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3ème génération (et aux 

pénicillines associées aux inhibiteurs de bêta-lactamase) : 

 

Ce sont principalement les bactéries produisant une bêta-lactamase à spectre étendu. 

Plus rarement cette résistance est liée à une hyperproduction de céphalosporinase. L’HAS a en 

2019 mis à jour ses recommandations pour identifier les patients à risque. Les facteurs de risque 

sont : l’exposition à un antibiotique (amoxicilline-acide clavulanique, C2G, C3G, 

fluoroquinolones) dans les 3 mois précédents ; une infection nosocomiale ou liée aux soins ; un 

antécédent de colonisation ou d’infection à entérobactérie résistante aux C3G dans les 3 mois ; 

un voyage à l’étranger dans les 3 mois dans les zones géographiques connues à risque 

(notamment le sous-continent Indien, l’Asie du Sud-Est, le Moyen-Orient et l’Afrique du Nord, 

le Bassin Méditerranéen) (30). 

 

En France le portage rectal de bactéries BLSE en réanimation en 2018 a été estimé à 

21,7% (31). La probabilité d’être porteur augmente avec la durée d’hospitalisation. Parmi les 

porteurs de E-BLSE, on estime qu’environ 10% vont développer une infection à E-BLSE. Un 

portage de E-BLSE n’est donc pas synonyme d’infection à ce type de bactérie et une stratégie 

d’antibiothérapie uniquement basée sur des dépistages positifs peut amener à une 

surconsommation d’antibiotiques (32).  

 

La principale option thérapeutique pour les infections à E-BLSE est l’utilisation d’un 

carbapénème. En cas de pneumonie avec colonisation à E-BLSE, qu’elle soit rectale ou 

respiratoire, un carbapénème (imipénème ou méropénème) est recommandé en cas de signes 

de gravité ou d’immunodépression, et en l’absence de ces critères, une bithérapie sans 

carbapénème mais comprenant l’amikacine est possible (30). Par définition, les pneumonies 

admises en réanimation présentent des signes de gravité. Afin de ne pas utiliser les 

carbapénèmes avec une fréquence importante, l’utilisation du dépistage rectal de BLSE peut 

être une aide. La valeur prédictive négative, si le dépistage est négatif et date de moins de 7 

jours (>99%) (32) est excellente pour les infections à BLSE. 

 

2) SARM (résistance à toutes les bêta-lactamines sauf la ceftaroline et le ceftobiprole et 

très fréquemment associée à une résistance aux fluoroquinolones). 
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La résistance est rare en France (<10%) (10). Elle doit surtout être prise en compte en 

cas d’antécédents d’infection ou de colonisation à SARM. Le linézolide est la molécule de 

choix dans ce cas. La daptomycine ne peut être utilisée car elle est inactivée par le surfactant.  

 

3) P. aeruginosa  

 

Cette bactérie doit être prise en compte en cas de pneumonie précoce avec facteur de 

risque de P. aeruginosa (BPCO sévère, dilatation des bronches, mucoviscidose ou colonisation 

antérieure à P. aeruginosa) ou d’infection tardive (> 5 jours) (30).  Les molécules de choix sont 

le céfépime, la ceftazidime ou la pipéracilline-tazobactam.  

 

4) Bacilles à Gram négatif producteurs de carbapénèmase 

 

Ils sont encore très rares en France, mais le nombre d’infections à ces bactéries risque 

d’augmenter dans le futur. La détection la plus précoce possible de ces bactéries va avoir un 

impact majeur sur la morbi-mortalité et sur la dissémination de celles-ci. L’antibiothérapie doit 

se faire au cas par cas, après avis spécialisé (30). 

 

Le choix d’antibiothérapie probabiliste est aussi fait en fonction de la durée de 

ventilation et d’hospitalisation préalable à l’infection, et tient compte de l’épidémiologie locale 

d’antibiorésistance (33). Il est absolument nécessaire d’établir une épidémiologie locale pour 

chaque centre de réanimation et de la mettre à jour régulièrement. Cela permet d’ajuster 

l’antibiothérapie probabiliste le plus étroitement possible et de la centrer sur les pathogènes 

locaux (3). Parfois la décision d’antibiothérapie probabiliste est prise avec l’aide de l’examen 

direct réalisé sur un prélèvement respiratoire profond. 

 

I. 3-2. Antibiothérapie adaptée 

 

Lorsque la pneumonie est documentée, la durée recommandée de l’antibiothérapie est 

de 7 jours si l’antibiothérapie probabiliste était adaptée (4). Elle est prolongée si 

l’antibiothérapie probabiliste n’était pas adaptée. En cas d’évolution défavorable, 

d’immunodépression sévère, d’empyème, de pneumonie nécrosante ou abcédée, elle est 

prolongée de 14 jours, voire 6 semaines en cas d’abcès (6). 
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Lorsqu’une pneumonie associée aux soins est documentée bactériologiquement il est 

indispensable d’adapter l’antibiothérapie. Cette adaptation doit être systématique même pour  

quelques prises (4). Dans les pneumonies documentées à entérobactéries résistantes aux C3G, 

il est recommandé d’utiliser une monothérapie. En cas de BLSE, il est possible d’utiliser la 

pipéracilline-tazobactam si la CMI est ≤ 4 mg/L. Si le traitement probabiliste était adapté, il est 

possible de faire un relais par des fluoroquinolones lorsque la souche est sensible à toutes les 

quinolones. Dans les cas d’hyperproduction de céphalosporinase et sans production de BLSE, 

il faut utiliser de préférence le céfépime à un carbapénème (29). Il n’existe pas de données dans 

la littérature permettant d’émettre des recommandations sur l’utilisation de la témocilline et du 

cotrimoxazole comme alternative aux carbapénèmes pour les pneumonies à E-BLSE. Leur 

utilisation est possible sous réserve d’un avis spécialisé en antibiothérapie (30). 

 

Les nouvelles bêta-lactamines ceftazidime-avibactam (CZA) et ceftolozane-tazobactam 

(C/T) sont à réserver en dernière option comme alternative aux carbapénèmes (30). Elles 

peuvent avoir un intérêt sur les bactéries productrices de BLSE et carbapénèmase (KPC) et les 

P. aeruginosa résistants aux carbapénèmes. Elles ont montré une non-infériorité par rapport au 

méropénème dans les pneumopathies nosocomiales (34) (35). 
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Partie II :  Etude Oracle-phase 1 et présentation du panel 

Pneumonia plus (FilmArray®) 
 

II. 1- Description de l’étude Oracle-phase 1 
 

II. 1-1. Protocole de l’étude 

 

Ce travail de thèse s'appuie sur l’étude Oracle-phase 1 qui a eu lieu au CHU de Nantes 

entre les mois d’Octobre 2018 et Janvier 2020. Ce projet avait pour but d'évaluer les 

performances du panel PPFA par rapport aux techniques diagnostiques de routines et de 

mesurer son impact médico-économique potentiel dans la prise en charge des HAP en 

réanimation. 

 

L’étude a porté sur 100 patients présentant une suspicion de pneumopathie sévère 

acquise à l’hôpital. Ils étaient hospitalisés dans 3 services de réanimation différents de post-

chirurgie (neurochirurgie, chirurgie générale, chirurgie thoracique). Un des services prenait 

aussi en charge des patients brûlés. Ces unités étaient réparties dans deux centres du CHU de 

Nantes (Hôtel Dieu et Hôpital Nord Laënnec) distants d’environ 10 kilomètres. Les patients 

étaient inclus dans le groupe d’étude ATLANREA. L’étude a été approuvée par le comité 

d’éthique local (GNEDS, Nantes, France). Les patients et leur famille étaient informés de 

l’étude.  

 

Les critères d’inclusion d’un patient étaient :  

- au moins 48 heures d’hospitalisation en réanimation ou de ventilation mécanique, 

- au moins 2 signes cliniques évocateurs de pneumopathie parmi ceux-ci :  fièvre, 

sécrétions purulentes, hyperleucocytose  

- une nouvelle image ou une modification de l’imagerie évocatrice d’une infection 

pulmonaire. 

  

Les patients inclus ont été prélevés au moment du diagnostic (=J1) : une aspiration 

trachéo-bronchique (AT) et/ou un lavage broncho-alvéolaire (LBA) étaient réalisés de 

préférence sous fibroscopie bronchique. Une seconde AT était réalisée si possible, deux jours 



30 
 

plus tard (=J3), généralement sans fibroscopie bronchique. Au total, 237 prélèvements 

respiratoires ont été effectués et analysés : 82 AT J1, 76 LBA J1 et 79 AT J3.  

 

Les prélèvements étaient pris en charge selon la procédure habituelle du laboratoire et 

il était effectué un test PPFA en parallèle. Le résultat de ce test n’était pas communiqué aux 

cliniciens, ni aux biologistes. Les prélèvements arrivés en dehors des heures ouvrables du 

laboratoire étaient pris en charge le lendemain et conservés à température ambiante. L’objectif 

principal de cette première phase était d’étudier la concordance microbiologique entre le PPFA 

(FilmArray®) et la culture bactérienne standard. 

 

II. 1-2. Le panel Pneumonia plus (FilmArray®) : un outil diagnostic d’infection respiratoire 

 

Le FilmArray® est un dispositif automatisé de diagnostic in vitro destiné à la détection 

de séquences cibles d’acides nucléiques multiples contenues dans des échantillons cliniques. 

Les réactions de PCR et leurs analyses sont totalement automatisées et se déroulent dans une 

seule « cassette », placée dans un automate. Il n’est pas nécessaire de réaliser un 

« prétraitement » des échantillons. Le logiciel du FilmArray® contrôle le fonctionnement de 

l'automate, collecte, analyse et conserve les données générées par l'automate.  

 

Chaque cassette contient tous les produits de la réaction (sous forme lyophilisée). Ainsi 

la combinaison de l’extraction, la purification des acides nucléiques et les réactions de PCR 

(36) se font dans un système fermé, cela permet de limiter le risque de contamination (24). Ce 

système de cassette confère une adaptabilité au FilmArray® (intégration possible de nouvelles 

cibles) et la possibilité d’avoir différents panels (respiratoire, méningé…) sur un même 

automate. 

 

La technologie FilmArray® combine PCR multiplex et « nichée » avec la possibilité 

d’une quantification en utilisant la technologie des puces à ADN. La puce à ADN (DNA 

microarray), consiste en un support rigide (verre ou nylon) de quelques centimètres carrés, sur 

lequel de courtes séquences d’ADN (appelées sondes) ont été déposées. Cette technique de 

révélation des produits de PCR repose sur le principe d’hybridation (37) : deux fragments 

d’acides nucléiques peuvent s’associer et se dissocier de façon réversible sous l’action de la 

chaleur et de la concentration saline du milieu. Les sondes sont spécifiques d’une séquence 

d’acide nucléique. Les cibles préalablement marquées (par un fluorochrome) sont mises au 
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contact de ces sondes et l’hybridation se fait de manière spécifique. Après l’hybridation on peut 

réaliser une PCR quantitative afin de refléter la quantité initiale des cibles dans l’échantillon.  

 

Les étapes de la réaction du FilmArray® (Figure 4) : 

 

1) Extraction et Purification :  Lyse des cellules, bactéries et virus pour libérer les acides 

nucléiques qui se fixent à des billes magnétiques. Puis lavage pour éliminer le surplus d’acides 

nucléiques, pendant qu’un aimant maintien les billes magnétiques. Elution pour libérer les 

acides nucléiques des billes. 

2) Première étape de la PCR « nichée » puis dilution pour évacuer les amorces non 

hybridées. 

3) Ajout d’un master mix et passage des produits de la première PCR dans les puits de 

réaction où se situent les puces à ADN (chaque puits contient des amorces spécifiques d’une 

cible). 

4) Deuxième étape de la PCR « nichée » avec amplification des produits de la première 

PCR, avec lecture de la fluorescence émise à chaque cycle et réalisation de la quantification. 

5) Analyse des amplicons avec utilisation de courbes de fusion afin de vérifier leur 

spécificité. 

 

2 1 
4+5 

3 

Figure 4 : Cassette FilmArray ® (vue de dessous) et déroulement des étapes de la réaction. 
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Il existe deux contrôles internes dans le test FilmArray® : 

 

- Le RNA Process Control (Schizosaccharomyces pombe). Il permet de vérifier le bon 

déroulement de toutes les étapes de l’analyse (contrôle d’amplification). 

- Le QSM – Quantified Standard Materia. Acide nucléique qui est traité avec l’échantillon et 

sert de référence interne pour la quantification des cibles en copies/ml. 

 

Les résultats des contrôles doivent être valides (« Passed ») pour que le logiciel du 

FilmArray® rende le résultat. Il n’y a pas de contrôle négatif car les réactions de PCR se 

déroulant dans un circuit fermé, il y a, à priori, peu de risque de contamination. En cas d’échec 

d’un test il est conseillé de le relancer (le fournisseur s’engage à ne pas faire payer les tests en 

échec).  

 

 Le PPFA peut détecter 18 bactéries (dont 3 bactéries intracellulaires), 9 virus et 7 gènes 

de résistance aux antibiotiques. Il a deux modes d’analyse : SPUTUM, qui a été validé pour les 

crachats et les aspirations trachéo-bronchiques, et BAL, validé pour les LBA (il n’est pas validé 

pour les PDP). 

 

Les bactéries détectées sont les principales responsables de PAC et d’HAP (Tableau 2). 

Une numération semi-quantitative est rendue pour les bactéries extracellulaires grâce à la PCR 

quantitative Les bactéries intracellulaires et les virus sont rendus de manière qualitative. Les 

virus détectés sont les principaux virus à tropisme respiratoire : rhinovirus/entérovirus, Virus 

influenza A et B, coronavirus (espèces 229E, OC43, HKU1, NL63) et MERS-CoV, 

métapneumovirus, adénovirus, VRS, Virus para influenzae. Le PPFA ne peut différencier les 

genres entérovirus et rhinovirus. Cette détection de virus est importante afin d’identifier des 

virus émergents et peut apporter un diagnostic à une infection chez des patients 

immunodéprimés. 

 

Les principaux pathogènes absents du panel sont : Stenotrophomonas maltophilia, des 

entérobactéries du groupe 3 (H. alvei, Morganella morganii) ainsi que les genres Citrobacter 

spp et Providencia spp. La particularité de ces bactéries est (pour la majorité) une résistance 

naturelle à l’amoxicilline-acide clavulanique. 
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15 bactéries avec numération semi-

quantitative (104, 105, 106, and ≥ 107 copies 

ADN/ml) 
3 bactéries atypiques 

Acinetobacter calcoaceticus-baumannii 

complex Chlamydia pneumoniae 

Enterobacter cloacae complex Legionella pneumophila 

Escherichia coli Mycoplasma pneumoniae 

Haemophilus influenzae 7 familles de virus 

Klebsiella (enterobacter) aerogenes Adenovirus 

Klebsiella oxytoca Coronavirus (229E, OC43, HKU1, NL63) et MERS-CoV 

Klebsiella pneumoniae group Metapneumovirus 

Moraxella catarrhalis Influenza A et B 

Proteus spp. Virus para influenza  

Pseudomonas aeruginosa Rhinovirus/Enterovirus 

Serratia marcescens VRS 

Staphylococcus aureus  

Streptococcus agalactiae  

Streptococcus pneumoniae  

Streptococcus pyogenes  

Tableau 2 : Cibles du Pneumonia plus (FilmArray®) 
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La semi-quantification dont l’unité est la copie/ml est décrite par le fabricant Bio 

Mérieux® comme « analogue » à la semi-quantification de la culture. Les intervalles de la 

quantification sont représentés sur la Figure 5. Ainsi de l’ADN bactérien quantifié à 103.5 

copies/ml peut être rendu positif par l’automate. Ce seuil est bien inférieur au seuil de 

significativité des aspirations trachéo-bronchiques (105 UFC/ml), mais aussi des LBA (104 

UFC/ml).  

 

 

Parmi les 7 gènes de résistance détectés, 6 concernent des bactéries à Gram négatif. Si 

un gène de résistance est détecté sans bactérie correspondante, celui-ci ne sera pas signalé par 

l’automate (par exemple, un gène codant pour une BLSE produite par une entérobactérie hors 

panel, ne serait pas rendu si aucun BGN n'est détecté dans l'échantillon). De plus, en cas de 

prélèvement polybactérien, lorsqu'un gène de résistance (BLSE ou carbapénèmase) est 

identifié, on ne sait pas quelle espèce bactérienne porte la résistance. Dans le Tableau 3 figurent 

les gènes de résistance détectés par le panel et les bactéries concernées par ces résistances. 

L’existence de carbapénèmase OXA-48 et ses apparentés n’a pas été décrite pour les genres 

Acinetobacter et Pseudomonas (38). 

Figure 5 : Intervalles de quantification du PPFA 
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La recherche de la résistance à la méticilline chez S. aureus est basée sur la détection de 

3 composants différents : la présence de S. aureus dans le prélèvement, la présence d’un gène 

mecA ou mecC et la présence d'une région spécifique de la cassette SCCmec (MREJ) liée au 

génome de S. aureus. La résistance à la méticilline est rendue seulement si les 3 composants 

sont détectés (Tableau 4). Ce test combiné permet d’éviter certains faux positifs, car les gènes 

mecA/C peuvent être présents chez les staphylocoques à coagulase négative (39). 

 

 

 

 

 

Tableau 3 : Gènes codant pour des résistances bactériennes et bactéries correspondantes ciblées par 
le PPFA (données fournisseur). 
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Réalisation technique du PPFA : 

La technologie PPFA est une technique de biologie moléculaire. Sa réalisation nécessite 

donc de respecter des conditions strictes pour éviter les contaminations, c’est-à-dire que la 

préparation de la cassette doit être réalisée sous hotte à flux laminaire, avec des gants. Il n’y a 

pas de prétraitement de l’échantillon, ni de centrifugation. 

La préparation de la cassette dure quelques minutes, selon le protocole suivant : 

1) Réhydratation des réactifs (qui sont sous forme lyophilisée), 

2) Prélèvement de l'échantillon respiratoire à l'écouvillon pendant au moins 10 secondes, 

3) Déchargement de l’écouvillon dans une solution tampon, 

4) Injection de cette solution dans la cassette, 

5) Introduction de la cassette dans l’automate, 

6) Démarrage du test. 

 

Résultat du test mec A/C 

et MREJ du Pneumoplus 

(FilmArray®) 

 

Résultat du test S. 

aureus du 

Pneumoplus 

(FilmArray®) 

  

Mec A/C  MREJ  

Détecté Détecté + + 

Non détecté Détecté + - 

Non détecté Détecté - + 

Non détecté Détecté - - 

N/A Non détecté +/- +/- 

Tableau 4 : Détection de SARM par le PPFA 
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Rendu du résultat par l’automate : 

 

Figure 6 : Préparation d'une cassette FilmArray® 

Figure 7 : Exemple d’un résultat du PPFA 
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La durée du test n’est pas fixe (elle varie en fonction de la complexité de l’analyse). 

Elle dure environ 1 heure 15 minutes en moyenne. Voici un exemple de résultat pour un LBA 

(Figure 7) : une Klebsiella pneumoniae a été identifiée à la numération 106, avec un gène de 

résistance blaCTX-M, ainsi qu’un virus para influenza. Aucune bactérie atypique n’a été 

détectée. 

 

II. 1-3. Prise en charge des prélèvements en routine au laboratoire du CHU de Nantes : 

 

 Analyse Bactériologique : 

Les cultures bactériologiques et les antibiogrammes étaient effectués et analysés selon 

les recommandations du REMIC (société française de microbiologie et du CA-SFM/EUCAST). 

 

Première étape : examen microscopique 

 

Dans les premières heures suivant l’arrivée du prélèvement au laboratoire, on réalise un 

étalement d’une partie de l’échantillon sur une lame de microscope, que l’on colore avec la 

technique de Gram. On évalue ensuite au microscope la présence de bactéries (avec une 

estimation semi-quantitative) et de cellules (avec une estimation semi-quantitative des 

polynucléaires afin de définir le caractère purulent ou non du prélèvement). Cet examen, dont 

le résultat est connu quelques heures après le prélèvement, donne une première indication sur 

les bactéries présentes dans le prélèvement.  

 

Deuxième étape : ensemencement 

 

L’ensemencement des prélèvements doit être effectué, le plus rapidement possible après 

l’arrivée au laboratoire. Pour chaque milieu de culture 10 µL sont ensemencés, sans dilution 

pour les LBA ou après dilutions pour les AT (première dilution 1 :1 avec du fluidifiant puis une 

deuxième dilution 1 :100). 

 

Les milieux de culture ensemencés sont une gélose au sang et une gélose au sang cuit 

avec suppléments polyvitaminiques. De plus, une gélose chromogène est ensemencée pour les 
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LBA. Les milieux ensemencés sont ensuite incubés dans des étuves à 37° sous 5% de CO2 

pendant au moins 48h. 

 

Troisième étape : lecture des cultures et interprétations des antibiogrammes 

Chaque gélose étant ensemencée avec 10µL d’échantillon, 1 colonie bactérienne 

correspond donc à 10^2 UFC/ml si l’ensemencement est fait sans dilution (Annexe 3). L’UFC 

est l'unité permettant de dénombrer les bactéries. Une UFC correspond à une colonie 

bactérienne. 

 

La lecture des milieux s’effectue après 1 à 2 jours de culture. Un antibiogramme est 

réalisé sur les bactéries reconnues comme pathogènes respiratoires et dont la numération est 

supérieure au seuil de significativité (Annexe 3). Concernant les autres bactéries, la mention de 

leur présence et la réalisation de l’antibiogramme est à l’appréciation du biologiste. Les 

antibiogrammes sont réalisés en grande majorité avec les cartes VITEK ® AST et interprétés 

selon les recommandations du CASFM/EUCAST. En cas de nécessité, des tests 

supplémentaires peuvent être effectués : détection des BLSE (MastdiscsTM D68C), détection de 

carbapénémase (CORIS BioConcept RESIST-3 O.K.N. immuno-chromatographic, des PCR 

maison détectant les gènes blaKPC, blaOXA-48, blaVIM, blaIMP and blaNDM), détection de la 

résistance à la méticilline (AlereTM PBP2A culture colony test et/ou BDMAXTM StaphSR). 

 

 Analyse virologique : 

En cas de demande du réanimateur il était réalisé une PCR multiplex (Fast-track 

DiagnosticsTM). Cette PCR a pour cibles : influenza A et le sous type H1N1, influenza B, le 

rhinovirus, les coronavirus NL63, 229E, OC43 et HKU1, les virus para influenza 1, 2, 3 et 4, 

les métapneumovirus A/B, le bocavirus, les VRS A/B, les adénovirus, entérovirus, 

Parechovirus et une bactérie intracellulaire : Mycoplasma pneumoniae. Il était aussi possible de 

demander des PCR spécifiques pour des virus non détectés par le PPFA (CMV, EBV, HSV). 

 

II. 2- Analyse des résultats 
 

Nous allons nous intéresser à la concordance microbiologique entre les résultats du PPF 

et les techniques de routine au CHU de Nantes (la culture bactérienne et la PCR multiplex Fast-
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track Diagnostics TM pour les virus). Les biologistes qui ont analysé et validé les dossiers en 

bactériologie et en virologie ne connaissaient pas les résultats du PPFA. 

 

Pour les résultats bactériologiques, nous avons considéré un résultat « positif » avec le 

PPFA quand au moins une bactérie a été détectée. En culture un résultat était « positif » quand 

au moins un pathogène avait été identifié et rendu au clinicien. Nous avons considéré un résultat 

discordant quand au moins une bactérie retrouvée par une des deux méthodes ne l’était pas avec 

l’autre et un prélèvement était considéré comme polybactérien quand au moins deux bactéries 

pathogènes étaient signalées. 

 

Le seuil de significativité des cultures était fixé à 105 UFC/ml pour les AT et 104 UFC/ml 

pour les LBA. Pour les résultats obtenus avec le PPFA , toute bactérie détectée, quel que soit 

sa numération, était considérée comme positive. Nous avons également fait des simulations en 

considérant comme négatives, des bactéries détectées au seuil de 104 copies/ml dans les AT, 

pour mieux correspondre au seuil de significativité des cultures, fixé à 105 UFC/ml dans ces 

prélèvements. 

 

Chaque résultat discordant a été analysé a posteriori, soit par relecture des feuilles de 

travail du dossier, soit par relecture des milieux de culture ou par des réensemencements à partir 

du prélèvement ou des cultures. 

 

Nous avons déterminé à posteriori si le résultat du PPFA aurait modifié l’antibiothérapie 

probabiliste. Pour comparer les antibiothérapies nous utiliserons des recommandations 

d’antibiothérapie reposant sur les résultats du PPFA. Ce guide d’antibiothérapie a été mis en 

place de façon multidisciplinaire avec des réanimateurs, infectiologues et microbiologistes 

(Annexe 5).  
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Partie III- Résultats 
 

III. 1- Caractéristiques de la population et des prélèvements  
 

Les 100 patients inclus dans l’étude pré-oracle présentaient à 67 % une HAP tardive 

avec un temps médian de séjour à l’hôpital de 5 jours avant le diagnostic. (Tableau 5). 87/100 

patients ont présenté un tableau de PAVM. 40 patients avaient reçu des antibiotiques dans les 

3 mois précédant le premier prélèvement et 25 étaient sous antibiothérapie au moment du 

premier prélèvement. 81% des patients étaient des hommes. L’âge médian était de 57 ans. Peu 

de patients avaient des facteurs de risque de portage de SARM (6%) et seulement 2% des 

patients étaient connus porteurs de E-BLSE (2%). 

 

 

 

Caractéristiques des patients n= 100 

Age (année), Médiane (range) 57 (19-85) 

Sexe masculin, n (%) 81 (81%) 

Durée d’hospitalisation moyen avant la pneumonie, jours 6 

Durée de séjour en réanimation moyen avant la 

pneumonie, jours 
5 

Pneumonie « précoce », n (%) 33 (33%) 

Pneumonie « tardive », n (%) 
67 (67%) 

 

PAVM, n (%) 
87 (87%) 

 

Facteurs de risque de SARM , n (%) 6 (6%) 

Porteur de BLSE, n (%) 2 (2%) 

Antibiotiques reçus dans les 90 jours précédant la 

pneumonies, n (%) 
40 (40%) 

Antibiothérapie avant les prélèvements J1, n (%) 

 
25 (25%) 

Décès au cours du séjour en Réanimation n (%) 21 (21%) 

Tableau 5 : Caractéristiques de la population 
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Nous avons reçu 237 prélèvements : 82 AT J1, 76 LBA J1 et 79 AT J3. Seuls 46% des 

patients ont été prélevés 3 fois. Chez 58 patients, les deux prélèvements de J1 ont été réalisés 

(LBA et AT J1). Pour 9 patients nous n’avons eu qu’un prélèvement (Figure 8). 

 

 

 

 

III. 2- Comparaison des techniques de routine et du PPFA : Résultats 

bactériologiques. 
 

III. 2-1. Prélèvements positifs et polybactériens 

 

 Résultat PPFA : 

 

Indépendamment de la numération, le PPFA retrouvait au moins une bactérie dans 183 

(77,2 %) des prélèvements (69/82 AT J1, 59/76 LBA, 58/79 AT J3). Parmi ceux-ci, 111 

(60,7 %) étaient polybactériens, avec un maximum de 7 bactéries retrouvées dans un 

prélèvement. En appliquant un seuil de 105 copies/ml pour les AT (17 AT avec seulement des 

AT J1 + LBA + 
AT J3 (46%)

AT J1 ou LBA + 
AT J3
(33%)

LBA + AT
12%

LBA ou 
AT: 9%

J1 seul:

21%

Figure 8 : Prélèvements reçus par patient (n=100) 
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bactéries à 104 copies/ml), 166/237 (68,7%) prélèvements sont positifs (59/76 LBA, 58/82 AT 

J1 et 49/79 AT J3), dont 92 (56,4%) polybactériens. 

 

En prenant en compte les virus détectés aussi par le panel, 81,6% (62/76) des LBA J1 

et 75,6% (62/82) des AT J1 étaient positifs pour au moins une cible (avec un seuil de 105 

copies/ml pour les bactéries dans les AT). La détection de plusieurs pathogènes (virus et/ou 

bactérie(s)) par prélèvement n’était pas plus élevée dans les LBA que dans les AT (36/62 

(58.1%) LBA J1 versus 36/62 (58.1%) AT J1). En l’absence de seuil, la détection de plusieurs 

pathogènes par prélèvement aurait été plus élevée dans les AT que dans les LBA, puisque 69/82 

(84,1%) AT J1 auraient été positifs, et 42/69 (60,9%) auraient été polymicrobiens (Figures 9 

et 10). 

 

A J1 (diagnostic de la pneumonie), le PPFA retrouvait donc au moins une bactérie, avec 

une numération significative (≥ 105 copies/ml pour les AT), chez 82 % des patients (81.6% 

(62/76) LBA J1, et 75.6% (62/82) AT J1), avec une infection polymicrobienne chez 49/100 

patients. 

 

A J3, le FilmArray® retrouvait une bactérie, quelle que soit la numération, dans 58/79 

(73%) des prélèvements, dont 37/58 (63%) polybactériens. En appliquant un seuil de 105 

copies/ml, 49/79 (62%) prélèvements étaient positifs dont 25/49 (51%) polybactériens. 

 

 Résultats des cultures 

 

La culture bactérienne a permis d'identifier au moins une bactérie pathogène dans 

140/237 prélèvements (59%) (52/76 LBA, 53/82 AT J1 et 35/79 AT J3), dont 55 (39%) 

polybactériens.  

 

A J1, la culture a permis d’identifier au moins une bactérie chez 73% patients (52/76 

(68.4%) LBA J1 et 53/82 (64.6%) AT J1). Chez 32 patients au moins deux bactéries ont été 

signalées, proportionnellement dans un plus grand nombre de LBA (27/52, 51.9%) que d’AT 

(19/53, 35.8%) (Figure 9). 

 

A J3, la culture a montré un taux de positivité inférieur au FilmArray® (41,8% (33/79). 

Parmi les négatifs, 76,1% (35/46) étaient liés à l’absence complète de pousse bactérienne. Cette 
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différence est donc probablement liée à l’antibiothérapie initiée après les prélèvements de J1 

(Figure 10). 
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Figure 9: Nombre de bactéries signalées en fonction du type de prélèvement 

Figure 10 : Nombre de bactéries par prélèvements en fonction du seuil dans les AT 
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III. 2-2. Espèces bactériennes  

 

Les bactéries retrouvées avec le PPFA (Figure 11) étaient principalement des bactéries 

de la flore oro-pharyngée (S. pneumoniae, H. influenzae. B. catharralis) (40%) et S. aureus 

(25%) classiquement responsables de pneumopathies communautaires ou d’HAP précoce. Les 

Entérobactéries (30%) et les bacilles non fermentants (6%) ont été moins retrouvés. A J3, Le 

pourcentage de bacilles non fermentants était de 12% en technique FilmArray® dont 5 

prélèvements positifs à Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex. 

 

 

 

La répartition des familles bactériennes était similaire en culture. Les familles 

bactériennes les plus fréquemment retrouvées étaient les germes de la flore oro-pharyngée (sans 

S. aureus) (40%), Entérobactéries (27%), S. aureus (24%) et 9 % de bacilles non fermentants 

(Figure 12).  Le pourcentage plus élevé de bacilles non fermentants et était lié à S. maltophilia 

(4 prélèvements chez 3 patients). 

Figure 11 : Bactéries retrouvées avec le PPFA (J1 et J3) (Pas de seuil) 

 

Flore oro-pharyngé 
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Toutes les bactéries du panel ont été détectées en plus grand nombre par le FilmArray 

® (Figure 16) qu'en culture. 

 

H. influenzae était la bactérie la plus retrouvée par les deux techniques, tous 

prélèvements confondus (89 prélèvements avec le FilmArray® vs 47 prélèvements pour la 

culture). Seulement 52% (46/89) des H. influenzae retrouvés avec le PPFA l’ont été aussi en 

culture (Figure 13). En ce qui concerne les autres espèces les plus détectées (S. aureus, E. coli, 

S. pneumoniae et K. pneumoniae), les discordances observées entre les deux méthodes, étaient 

aussi liées à une non détection en culture, de bactéries identifiées par le PPFA. 

 

Les discordances étaient moindres pour les entérobactéries que pour les autres espèces 

qui peuvent être des constituants de la flore oro-pharyngée et dont la pousse est moins rapide 

(H. influenzae, S. pneumoniae) (Figure 13). 

 

 

Germes 
communautaires 
(H. influenzae, S. 
pneumoniae, S. 
agalactiae, S. 

pyogenes, 
S.pseudopneumoia

e)
40%

Enterobactéries
27%

S. aureus
24%

Bacilles non 
fermentants

9%

Figure 12 : Bactéries retrouvées en Culture à J1 et J3 
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Chez 8 patients (5/76 (6,6%) LBA et 6/82 (7,3%) AT J1) la culture a retrouvé des 

bactéries non détectées par le PPFA (Citrobacter koseri, Hafnia alvei, Morganella morganii, 

Raoultella planticola, Stenotrophomonas maltophilia et Streptococcus pseudopneumoniae) 

(Figure 14). 

 

Au diagnostic (J1), nous avons mesuré le taux de concordance entre les deux 

techniques pour chaque pathogène sous la forme de pourcentage d’accord positif (PPA : 

Percentage of positive agreement), de pourcentage d’accord négatif (NPA : Negative 

percentage agreement) et de taux de concordance globale (OPA : Overall agreement 

percentage) (Annexe 1). Ces taux ont été calculés en considérant que la culture était la 

méthode de référence. 

 

Le taux de concordance globale entre les deux techniques variait selon les espèces, de 

88 à 100 % pour les LBA et de 82 à 100 %. Seulement trois espèces bactériennes du panel 

52%

60%

63%

70%

74%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

H. influenzae

S. aureus

S. pneumoniae

E. coli

K. pneumoniae

Figure 13 : : Proportion des bactéries positives en FilmArray® détectées en culture, pour les 

espèces les plus fréquemment identifiées (au moins 20 prélèvements positifs avec les deux 

techniques). 
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avaient un OPA inférieur à 95% : H. influenzae, S. aureus dans les LBA et K. oxytoca dans 

les LBA. 

 

 

III. 2-3. Analyse des discordances 

 

Au total 58% des prélèvements étaient positifs dans les deux techniques. Sans seuil, 

19% des prélèvements retrouvaient au moins une bactérie seulement avec le PPFA. Avec un 

seuil de 10^5 copies/ml pour les AT, ce taux est de 11% (Figure 15 et 16). A J1, 69/158 (43%) 

des résultats étaient discordants (36/82 AT J1 (et 33/76 LBA J1), si le seuil de 105 était appliqué 

aux AT.   
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Figure 14 : Bactéries retrouvées à J1 et J3 (PPFA et culture) 
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Figure 16 : Répartition des prélèvements (n=237) positifs et négatifs dans les deux 

techniques (seuil 105 copies/ml) (FA : FilmArray®, C : culture) 
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Figure 15 : Répartition des prélèvements (n=237) positifs et négatifs dans les deux techniques 

(pas de seuil) (FA : FilmArray®, C : culture) 
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La plupart des discordances entre les deux techniques étaient liées à la présence d’une 

bactérie supplémentaire avec le PPFA. De ce fait, plus un prélèvement était complexe (c’est-à-

dire polybactérien), plus il y avait de discordances. A partir de 3 bactéries retrouvées avec le 

PPFA, le taux de concordance entre les deux techniques était seulement de 6% (Figure 18).  
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Figure 17 : Pourcentage de résultats discordants par type de prélèvement 
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Figure 18: Nombre de prélèvements discordants et concordants en fonction du 
nombre de bactéries retrouvées avec le FilmArray® 
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A J1 et J3, respectivement, 69/158 (44%) et 33/79 (42%) dossiers présentaient donc au 

moins une discordance. Nous avons classé ces discordances en 6 catégories : 

 

1- Une ou deux bactéries dominante(s) ou envahissante(s) en culture, limitant 

l’identification d’autres bactéries dont la pousse pourrait être empêchée. C'est particulièrement 

vrai, en cas de prélèvements contenant des entérobactéries. L'espèce P. mirabilis peut en 

particulier, envahir les milieux de culture en quelques heures à partir d’une seule colonie. Il est 

dans ce cas très complexe d’identifier d’autres bactéries présentes dans le prélèvement 

(notamment des bactéries à croissance plus lente) (Annexe 6).  

 

Cela représentait 28/69 discordances à J1. 10 de ces discordances ont été résolues après 

une analyse approfondie des dossiers. Dans ces cas, la bactérie détectée avec le FilmArray® et 

non signalée en culture a été retrouvée rétrospectivement. Il s'agissait de 2 S. pneumoniae, 1 E. 

coli, 1 B. catharralis, 4 H. influenzae, et 2 S. aureus, non détectés à la première lecture ou non 

rendus car en quantité moindre.  

 

2- Prélèvements polybactériens sans bactérie dominante (> 3 bactéries retrouvées avec 

le PPFA ou contaminés par de la flore oro-pharyngée). Pour ce type de prélèvement, 

l’identification de toutes les bactéries présentes peut-être complexe et/ou jugée inutile par le 

biologiste (Annexe 7 et Figure 16).  Cela représentait 11/69 discordances à J1.  

 

3- Bactéries avec une numération faible en FilmArray ®. Nous avons constaté que la 

numération en copies/ml ne correspondait pas exactement à la numération en UFC/ml (plus 

grande sensibilité de la technique moléculaire avec un écart de 2,4 log en moyenne entre les 

deux techniques) (Annexe 2 et 3). Ainsi, 11/69 discordances à J1 correspondaient à des 

bactéries détectées en faible quantité avec le FilmArray® (10^4 ou 10^5 copies/ml dans les AT, 

10^4 copies/ml dans les LBA), mais n'ayant pas poussé en culture. 

 

4- Une antibiothérapie efficace administrée avant le prélèvement et qui pourrait stériliser 

les cultures. Cela représentait 2/69 discordances à J1.  
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5- Présence de bactéries détectées avec le FilmArray® mais non habituellement signalés 

en culture lorsque le prélèvement est polybactérien : S. agalactiae et S. pyogenes. Cela 

représentait 7/69 discordances à J1, dont 5 avec un S. agalactiae, retrouvées après réanalyse. 

 

6- Bactéries détectées en culture mais non ciblées par le panel FilmArray®. Elles étaient 

responsables de 6/69 discordances à J1. 

 

Finalement, 4 prélèvements discordants ne rentraient pas dans ces critères. Deux 

correspondaient à une probable fausse négativité du FilmArray®, puisque des bactéries du 

panel ont été retrouvées en culture mais pas en technique FilmArray® (1 K. oxytoca à 103   

UFC/mL dans un LBA et 1 H. influenzae à 105 UFC/mL dans un AT J1). Deux autres étaient 

probablement liées à des erreurs techniques au laboratoire de bactériologie (problème 

d’ensemencement de géloses et absence de relecture des milieux de culture à plus de 12h).  

 

A J3, 20/33 (60%) discordances correspondaient à l'absence de pousse de bactéries 

détectées par le panel. Cela s'expliquait probablement par l'institution d'une antibiothérapie 

efficace depuis au moins 48h avant le prélèvement. 

 

 

Figure 19: Explications des discordances à J1 et J3 
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III. 2-4. Comparaison des résultats obtenus pour les AT et LBA couplés à J1 

 

En appliquant le seuil de 105 copies/ml pour les AT, parmi les 58 patients avec une paire 

LBA/AT à J1, pour 46 (79,3%), le résultat du PPFA (positif ou négatif) était le même entre les 

2 prélèvements. Concernant les 12 discordances, 5 étaient dues à la détection d’un pathogène 

supplémentaire dans l’AT, 4 étaient dues à un pathogène en moins dans l’AT et sur les 3 

dernières, la différence portait sur 2 pathogènes. Sans seuil, le pourcentage de concordance 

entre les deux types de prélèvements aurait été moins bon (38/58 (65,5%)). 

 

En ce qui concerne la culture, les AT et LBA J1 étaient concordants chez 48/58 (82,8%) 

patients. Parmi les 10 discordances, 7 étaient liées à la présence d’au moins une bactérie 

supplémentaire dans le LBA. 

 

III. 2-5. Intérêt de l’examen direct 

 

Nous nous sommes intéressés à la corrélation entre examen direct et résultat du PPFA 

(FilmArray®). L’examen direct a pu être réalisé sur 235 prélèvements. Nous avons considéré 

qu’un examen direct était négatif lorsque aucune bactérie n’était rendue, ou quand seule une 

flore polymorphe ou des bacilles à Gram positif étaient notifiés.  

 

69 prélèvements avaient un examen direct négatif. Le PPFA était négatif aussi pour 47 

d'entre eux (si seuil de 105 copies/ml pour les AT). Les 22 autres prélèvements ED-/ PPFA 

(FilmArray®) + correspondaient soit à des AT J3 (9), soit à des prélèvements mono-bactériens 

avec une numération faible (7 avec une numération à 104, 5 à 105 et 1 à106 copies/ml). 

 

L’un des problèmes majeurs du PPFA (FilmArray®) est la non détection de certains 

bacilles à Gram négatif naturellement résistant à l’amoxicilline-acide clavulanique (bactéries 

hors panel). Nous avons donc regardé si à l’aide de l’examen direct nous aurions pu prédire leur 

présence. Sur les 15 prélèvements avec des bactéries hors panel (Entérobactéries, S. 

maltophilia, S. pseudopneumoniae), 14 examens directs retrouvaient des formes (bacilles à 

Gram négatifs, cocci à Gram positif en chainettes). Pour 8 des 14 prélèvements il y avait 

d’autres bactéries du même genre dans le prélèvement (autres entérobactéries ou autres 

streptocoques). Pour les 6 autres, les bactéries hors panel avaient été visualisées à l’examen 

direct. Cela suggère qu’en l’absence de détection de bacilles à Gram négatif au résultat du 
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PPFA, l’examen direct doit être systématiquement être prise en compte, spécialement quand 

l’antibiothérapie initiale débutée au résultat du PPFA est l’amoxicilline-acide clavulanique. 

  

III. 3- Comparaison des techniques de routine et du PPFA: Résultats 

virologiques et bactéries atypiques. 

 

Le PPFA a permis d’identifier au moins un virus chez 16 patients à J1 avec une co-

infection virale-bactérienne chez 12 patients. Les virus retrouvés étaient rhinovirus/entérovirus 

(5 patients), coronavirus (4 patients), influenza A (3 patients), para influenza (2), adénovirus 

(2), VRS (1). Chez un patient une co-infection influenza A et adénovirus a été retrouvée. Tous 

les patients, chez qui le PPFA a détecté un virus, et pour lesquels un prélèvement a été réalisé 

à J1 et J3, le même virus a été retrouvé dans les deux prélèvements (13/13). Pour 2 patients le 

virus retrouvé à J1 l’a été seulement dans l’AT. Nous n’avons pas eu le cas inverse (virus 

retrouvé uniquement dans le LBA) 

 

Chez 37/100 patients une recherche de virus a été demandée en routine, dans les 15 jours 

antérieurs ou suivants le prélèvement J1. Pour 33/37 (89%) des patients les résultats étaient 

identiques. Tous les prélèvements pour lesquels les deux techniques avaient été réalisées le 

même jour avaient un résultat identique (9/9). 

 

 Toutes les discordances (n=4) étaient liées à la non détection d’un virus dans une des 

deux techniques : 

- 3 coronavirus : 2 détections avec le FilmArray®, une avec la technique de routine. Les 

deux techniques différentes avaient été réalisées à au moins 7 jours d’intervalle . 

 

- L’autre discordance a porté sur un entérovirus/rhinovirus détecté avec le FilmArray® 

mais pas avec la PCR multiplex (la recherche virologique classique avait été effectuée sur un 

LBA prélevé 15 jours plus tôt et sur un écouvillon naso-pharyngé réalisé deux jours plus tard, 

sans retrouver le virus). 

 

Pour un des patients un adénovirus a été retrouvé seulement avec le PPFA dans l’AT J3 

mais le LBA J1 était négatif avec le PPFA et la technique de routine réalisé sur celui-ci était 

aussi négative.   
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75% des 16 patients avaient une co-infection virale-bactérienne. Chez les 4 patients 

infectés seulement avec un virus, nous avons retrouvé une grippe A, un VRS, un Coronavirus 

et un Rhinovirus 

 

Le panel a identifié une bactérie intracellulaire (M. pneumoniae) chez un seul patient, 

dans le LBA et l’AT J3 (AT J1 non réalisé). La PCR multiplex Fast-track Diagnostics TM n’avait 

pas été réalisée chez ce patient. Le M. pneumoniae a été retrouvé avec la technique de PCR 

utilisée en routine. 

 

Au total, au moment du diagnostic le panel PPFA a permis de retrouver une 

documentation microbiologique (virus et/ou bactéries) chez 86/100 des patients suspect d’HAP 

+/+
22%

-/-
67%

+/- (Filmarray +)
8%

-/+ (Routine +)
3%

Figure 20: Résultats virologiques (comparaison des techniques) (n=37) 
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alors que les techniques de routine ont permis une documentation microbiologique (virus et/ou 

bactérie) pour 78/100 patients. 

 

III. 4- Antibiothérapie 

 

III. 4-1. Détection de la résistance aux antibiotiques 

 

Le PPFA a détecté quatre gènes de résistance aux antibiotiques différents chez 9 patients 

(9%) : mecA/C + MREJ (2 patients), blaCTX-M (7 patients) soit seul (5 patients), soit associé à 

un gène de carbapénèmase (2 patients) : 1 blaNDM et 1 blaOXA-48-like.  

 

La concordance était de 100%, entre le PPFA et la culture, pour la détection des BLSE 

et des carbapénèmases (9/9). Pour un patient avec un test mecA/C + MREJ positif, uniquement, 

positif en FilmArray® (LBA), S. aureus a été retrouvé en culture mais la résistance à la 

méticilline n’a pas été mise en évidence malgré l'utilisation de plusieurs techniques : 

antibiogramme Vitek, recherche de la PLP2A par technique immuno-chromatographique 

AlereTM PBP2A, détection moléculaire à l'aide d'un autre kit (BDMAXTM StaphSR) ou test avec 

un disque de céfoxitine sur plusieurs colonies. Pour ce patient le PPFA a retrouvé un S. aureus 

dans l’AT J3 mais n’a pas détecté mecA/C + MREJ. Chez un deuxième patient avec une 

détection de SARM par le PPFA (dans un AT J3), S. aureus n’a pas été retrouvé en culture. Ces 

deux patients n’ont pas eu de prélèvement retrouvant un SARM dans les suites de leur prise en 

charge. 

 

En culture, 11 entérobactéries de notre cohorte étaient résistantes aux céphalosporines 

de 3ème génération. Parmi 7 d’entre elles , il s'agissait de souches productrices de BLSE. Dans 

les 4 autres cas, cette résistance était un mécanisme d’hyperproduction de céphalosporinase (2 

E. cloacae complex, 1 S. marcescens, and 1 E. coli). Deux K. pneumoniae exprimaient des 

carbapénémases : OXA 48-like et NDM (détermination effectuée avec le phénotype de 

résistance, l’antibiogramme Vitek et le test CORIS BioConcept RESIST-3 O.K.N. immuno-

chromatographic). Aucun SARM n’a été retrouvé en culture. 

 

III. 4-2. Impact théorique du PPFA sur l’antibiothérapie initiale 
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 Pour analyser l’impact potentiel du PPFA sur l’antibiothérapie nous utiliserons le seuil 

de significativité de 10^5 pour les AT. La simulation de l’antibiothérapie à partir des résultats 

du PPFA aurait conduit à une prescription d’amoxicilline-acide clavulanique chez 84/100 

patients versus 59/100 en vie réelle (Figure 21, Annexe 5). 

 

La prescription d’amoxicilline-acide clavulanique n’aurait pas été optimale chez 7/84 

patients (8,2%). Pour 4 patients cela était dû à la présence de bactéries ayant acquis des 

résistances à l’amoxicilline-acide clavulanique (2 H. influenzae et 2 E. coli : par production de 

pénicillinase de haut niveau ou par modification des PLP). Ces résultats suggèrent que 

l’utilisation de céphalosporine de 3ème génération peut être discutée lors de la présence 

d’entérobactéries des groupe 1 ou 2 ou d’H. influenzae. Pour les 3 autres patients des bactéries 

à Gram négatif naturellement résistantes à l’amoxicilline-acide clavulanique et non détectées 

par le panel (M. morganii/H. alvei/ S. maltophilia) étaient présentes en cultures. Nous avons vu 

que l’examen direct peut être une aide pour la détection précoce de la présence de ces bactéries 

dans le prélèvement si aucun autre bacille à Gram négatif n’est présent. Nous suggérons donc 

de porter une attention importante à cet examen notamment chez des patients à risque (durée 

de séjour en réanimation > à 15 jours, antibiothérapie préalable). 

 

L’antibiothérapie prescrite en vie réelle était la même que celle simulée chez 59/100 

patients. Chez 29/100 patients l’antibiothérapie était plus large que celle simulée avec le PPFA. 

Dans notre hôpital où la prévalence de BMR est faible, l’utilisation du PPFA aurait comme 

principal effet de diminuer l’utilisation des bêta-lactamines à large spectre (Figure 21).  

 

Chez 6 patients l’utilisation du linézolide (5) et de la vancomycine (1) aurait pu être 

théoriquement évitée (pas de détection de mecA/C + MREJ). Les résistances à ces antibiotiques 

sont rares mais peuvent émerger si leur utilisation n’est pas limitée (40).  
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La non détection de la résistance  par hyperproduction de céphalosporinase a un moindre 

impact car si une entérobactérie du groupe 3 est présente il y a une indication à mettre le patient 

sous céfépime, (molécule efficace sur une large majorité d’Entérobactéries hyper-productrices 

de céphalosporinase (3/100 patients dans notre étude)) (30). 
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Figure 21: Antibiothérapies réelles et simulées avec le résultat du PPFA (pourcentage) 
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Partie IV : Discussion 
 

 

Le panel Pneumonia plus (FilmArray®) combine PCR multiplex nichée et PCR 

quantitative. La réalisation de ce test se fait de manière automatisée, dans une cassette fermée 

(extraction et amplification des acides nucléiques). Elle est insérée dans un automate 

thermocycleur qui permet aussi la lecture de la fluorescence émise. En dehors de la préparation 

de la cassette, aucune intervention extérieure n’est nécessaire. L’analyse des résultats se fait par 

le logiciel du fournisseur automatiquement. 

 

Il y a une dizaine d’années, les tests de diagnostic syndromiques des infections 

respiratoires basses ont été développés pour la détection des virus à tropisme respiratoire et des 

bactéries atypiques (24). Ces techniques ont été récemment mises à jour afin d’améliorer la 

précision du diagnostic étiologique des pneumopathies. Le PPFA et le Curetis® Unyvero 

Hospitalised Pneumonia Panel, sont les deux premiers tests commerciaux (approuvés par la 

Food and Drug administration aux Etats-Unis et ayant le marquage CE dans l’Union 

Européenne) qui permettent de détecter des bactéries extracellulaires et des gènes de résistance 

aux antibiotiques.  

 

Il n’existe pas à l’heure actuelle d’étude prospective publiée ayant comparé les deux 

techniques. Toutefois les caractéristiques techniques des deux systèmes varient sur certains 

paramètres. Le PPFA présente l'intérêt de fournir un résultat plus rapidement (en moyenne 75 

minutes versus 4 à 5h pour le panel Curetis® Unyvero) et permet une semi-quantification 

bactérienne, ainsi que la détection des principaux virus à tropisme respiratoire contrairement au 

panel Curetis® Unyvero. A l'inverse, le panel Curetis® Unyvero détecte davantage de gènes 

de résistance (n=17) et de bactéries (n=19). Il recherche aussi la présence de Pneumocystis 

jirovecii (41).   

 

Au cours de ce travail, nous avons comparé les résultats du PPFA aux résultats des 

méthodes de routine utilisées au CHU de Nantes (culture bactérienne et PCR virale multiplex : 

Fast-track Diagnostics TM). Cette comparaison a été effectuée à partir de 237 LBA et AT 

collectés de manière prospective, obtenus chez 100 patients hospitalisés en réanimation et 

suspects d’HAP. 
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Le délai moyen théorique de rendu des résultats avec la technique FilmArray® était de 

4h15 (une des réanimations participant à l’étude étant située à 10km du laboratoire). Le délai 

de rendu des résultats définitifs était de 52 à 69h pour la culture, mais des résultats partiels 

(identification bactérienne) étaient le plus souvent disponibles dès 12 à 24h. Le résultat de la 

PCR virale multiplex était disponible dans les 12 à 24h suivant le prélèvement. 

 

En accord avec des publications récentes (39, 41), nous avons constaté que le PPFA 

augmentait le taux de documentation microbiologique (81,6 % de LBA J1, 75,6% d’AT J1 et 

60% d’AT J3 positifs), par rapport à la culture (69% de LBA J1, 65% d’AT J1 et 47% AT J3 

positifs). La technique de biologie moléculaire identifiait une bactérie supplémentaire dans 

39,5% des LBA et 37,8 % des AT (résultats en fixant un seuil de 105 copies/ml pour les AT).  

 

Les bactéries les plus retrouvées étaient les mêmes avec les deux méthodes, soit dans 

l’ordre : H. influenzae, S. aureus, E. coli, S. pneumoniae, et K. pneumoniae. Les germes pouvant 

être présents dans la flore oro-pharyngée (excepté S. aureus) étaient prédominants (39% en 

FilmArray®, 40% en culture). Ces bactéries sont habituellement décrites comme responsables 

des PAC. De ce fait, nos résultats divergent de l’étiologie bactérienne habituellement décrite 

chez des patients suspects d’HAP tardive. Dans le dernier rapport de surveillance Européen des 

infections liées aux soins en réanimation datant de 2017 (44);  P. aeruginosa était la bactérie la 

plus retrouvée dans les pneumonies (19,9%) suivi de S. aureus (18,5%) Klebsiella spp (15,2%) 

et E. coli (13,5%). Dans cette étude, la majorité des cas de pneumonie était associée à 

l’intubation et l’épisode d’HAP intervenait entre 7 et 12 jours après l’entrée en réanimation. 

Dans notre étude, le délai moyen d’hospitalisation avant le diagnostic d’HAP était de 5 jours. 

 

La bactérie la plus retrouvée dans notre étude est H. influenzae, chez 40/100 patients 

avec le PPFA, après une durée moyenne de séjour en réanimation de 4 jours. En culture l’espèce 

H. influenzae a été retrouvée chez 29/100 patients (elle reste la bactérie la plus détectée).  

 

L’espèce P. aeruginosa a été retrouvée à J1, seulement chez 4 patients. Deux patients 

présentaient une HAP précoce (4 jours d’hospitalisation) et ne présentaient pas de facteurs de 

risque d’infection à P. aeruginosa. Les deux autres ont présenté une HAP tardive (29 jours et 6 

jours). Aucun Acinetobacter spp n’a été retrouvé à J1 malgré des durées d’hospitalisation 

longues avant l’épisode de pneumonie (15 patients à plus de 15 jours). 
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Dans les publications récentes, comme dans notre étude, la majorité des discordances 

entre le PPFA et la culture concernait des bactéries exigeantes (c’est-à-dire dont la pousse est 

fastidieuse). Elles étaient expliquées par une meilleure sensibilité des tests de biologie 

moléculaire et/ou la présence d’une antibiothérapie au moment du prélèvement. (42) (45). Dans 

un peu plus de la moitié des résultats discordants observés pour H. influenzae, cette bactérie 

avait poussé sur le milieu de culture enrichi utilisé en routine (nous l’avons retrouvée en 

réanalysant les dossiers), mais avait été dépassée par la pousse d’autres pathogènes ou de 

bactéries de la flore oro-pharyngée et n’avait donc pas été signalée. 

 

La responsabilité infectieuse d’H. influenzae (bactérie infectante ou commensale) est 

parfois débattu dans les HAP (46) et il sera intéressant de préciser le rôle que pourrait jouer 

cette espèce lorsque qu'elle est isolée au sein d'une communauté polybactérienne (47). 

 

S. aureus est une bactérie dont le pouvoir pathogène dans les pneumopathies est bien 

établi. Cette bactérie a une croissance rapide et est peu exigeante. Elle est aussi décrite comme 

faisant partie de la flore normale (30% de la population a un portage nasal (48)). Dans notre 

étude, de la même façon que pour l’espèce H. influenzae, nous avons obtenu des résultats 

discordants pour cette espèce chez 7 patients (PPFA positif et culture négative).  

 

Ces résultats pointent la limite de la culture bactérienne, sujette à interprétation, pour la 

détection des bactéries non pathogènes strictes et/ou présentes en moindre quantité parmi une 

culture polymicrobienne. De plus, ils mettent en lumière l’intérêt d’utiliser des géloses 

sélectives pour faciliter la détection exhaustive de bactéries spécifiques parmi des flores (dans 

notre étude, des géloses sélectives Chapman et cétrimide étaient ensemencées dans certains cas 

pour faciliter la recherche de S. aureus et P. aeruginosa) (49). 

 

Dans notre étude, un certain nombre des discordances était lié à une absence de pousse 

en culture de bactéries détectées avec le FilmArray® : 11/33 (33,3%) des LBA,14/36 (38,9%) 

des AT J1 et 28/39 (77,8%) des AT J3. Ces discordances sont probablement liées à la présence 

d’ADN bactérien en faible quantité (sous le seuil de détection de la culture) ou de bactéries non 

viables dans les prélèvements. 25 patients de l’étude étaient sous antibiothérapie au moment du 

premier prélèvement et tous les AT J3 ont été prélevés sous antibiothérapie. Ces discordances 

ne sont donc probablement pas liées à des faux positifs ou à des "amplifications non 



62 
 

spécifiques" avec la technique FilmArray®. En effet, pour 14 patients avec des discordances à 

J1, la ou les bactéries responsables de discordance(s), étaient détectée(s) par le PPFA à J3. 

 

Avec la technique FilmArray® on trouve une augmentation de l’incidence des 

coinfections (polybactérienne ou virales-bactériennes). En effet, chez 49/100 patients une 

infection à plusieurs germes a été détectée (58,1% des LBA et des AT J1), tandis qu’avec la 

culture, 32 patients avaient une infection polymicrobienne (51,9 % des LBA et 34,6 % des AT 

J1). Ces données concordent avec les autres publications sur ce sujet et montre que l’incidence 

des pneumonies polymicrobiennes est probablement sous-estimée (42), (43). 

 

Nous avons retrouvé au moins un virus chez 17 (1 patient avec une détection seulement 

à J3) patients avec le PPFA. Chez la moitié de ces patients aucune recherche virale n’avait été 

réalisée (notamment un patient chez qui seul un virus Influenza A était présent). Le rôle des 

virus dans les HAP est débattu (22). L’apport du PPFA pourrait être important, pour diminuer 

la transmission intra hospitalière ou justifier l’arrêt d’une antibiothérapie non nécessaire.  

 

Les virus les plus fréquemment retrouvés étaient : rhinovirus/enterovirus (5 patients) et 

des Coronavirus (4 patients). Nous avons retrouvé 4 discordances entre les deux techniques, 

dont 3 liées à une détection avec le FilmArray® et l’absence de détection avec la technique 

Fast-track Diagnostics TM. Pour 2 de ces discordances (2 Coronavirus) les deux techniques 

avaient été effectuée à 7 et 14 jours d’intervalle, pour la 3ème (portant sur un 

rhinovirus/entérovirus) les prélèvements étaient de nature différente (un écouvillon nasal versus 

une AT) et réalisés à 2 jours d’intervalles. Pour la 4ème discordance avec une technique de 

routine positive et un PPFA négatif les deux recherches avaient été réalisées à 15 jours 

d’intervalle. Ces discordances sur les résultats virologiques sont donc, dans notre étude, à 

prendre avec des réserves (différentes dates de réalisation et/ou différents sites de prélèvement). 

Lorsque les deux techniques ont réalisé sur le même prélèvement, aucune discordance n’a été 

constatée. 

 

Les coronavirus actuellement détectés par le panel PPFA (229E, OC43, HKU1, NL63) 

sont responsables d’infections respiratoires habituellement banales. Devant la pandémie 

actuelle d’infection à SARS CoV-2, il y a nécessité d’intégrer la détection de ce virus dans le 

panel et cela est en cours de développement. Le Mers-CoV, n’est pas détecté par la PCR Fast-

track DiagnosticsTM mais fait partie du panel du PPFA. Devant la contagiosité, la mortalité, et 
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les précautions importantes à prendre chez un patient suspect, la détection rapide de ce virus est 

d’un intérêt majeur (50). Par ailleurs, nous pouvons regretter que certains herpesviridae (HSV, 

EBV, CMV) ne soient pas détectés, car leur réactivation fréquente en réanimation (notamment 

HSV) est reconnue comme un facteur de mauvais pronostic, et d’authentiques pneumopathies 

virales sont décrites (22).  

 

L’inclusion dans l’étude de patients chez qui l’on analysait l’AT et le LBA est 

intéressant (n=58). En effet, les recommandations Européennes et Américaines divergent sur la 

nature du prélèvement à réaliser en cas de suspicion de pneumopathie (2), (3). Dans notre étude, 

les résultats des cultures étaient équivalents pour les deux types de prélèvement. De même, avec 

la technique FilmArray®, nous avons constaté qu'à condition d'appliquer un seuil de 105 

copies/ml pour les AT, les résultats étaient comparables entre LBA et AT. Les AT ont plus de 

risque d’être contaminées par une bactérie commensale ou un pathogène non responsable de la 

pneumopathie, mais peuvent être réalisées plus facilement qu'un LBA. Nos données suggèrent 

qu'elles peuvent avoir autant de valeur qu'un LBA avec le FilmArray®, à condition de ne pas 

prendre en compte les bactéries détectées à 104 copies/ml dans ces prélèvements. 

 

Un des intérêts majeurs du PPFA est la semi-quantification des bactéries, qui permet 

une interprétation plus juste. Nous n’avons pas trouvé de corrélation linéaire entre les deux 

types de numération (PPFA vs culture) pour les concentrations bactériennes élevées (105, 106, 

107), mais la numération était calculée de manière approximative en culture (souvent 

simplement limitée à inférieur/supérieur au seuil de significativité) ne permettant pas une 

comparaison fiable. Nous avons constaté que la numération de 104 copies/ml pour les LBA 

correspondait soit à des numérations de 103 / 104 UFC/ml en culture (9/22 LBA), soit à une 

absence de détection en culture. En ce qui concerne les AT, les bactéries énumérées à 104 

copies/ml avec le FilmArray® n'étaient pas retrouvées en culture dans 96,7% des cas (59/61)). 

Ainsi, devant ces résultats, nous proposons d’établir un seuil de positivité à 105 copies/ml pour 

les AT FilmArray® afin d’être plus concordant avec la culture et les recommandations de la 

Société Française de Microbiologie (Annexe 5). Néanmoins, la question des bactéries présentes 

à de faibles numérations et leur rôle dans le processus infectieux est un sujet intéressant de 

recherche pour le futur. Est-ce qu’une bactérie présente seule à une numération faible peut-être 

responsable d’une authentique pneumopathie ? Les détections de ces bactéries peuvent-elles 

amener à un sur diagnostic ou un mauvais diagnostic ?  Dans notre étude, 38,9% des bactéries 
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détectées dans les AT J1 à 104 copies/ml ont été retrouvées a des numérations supérieures ou 

égale à J3 en FilmArray®.  

 

De nouvelles recherches ont récemment émergé sur la physiopathologie des HAP, car 

la guérison clinique est seulement d’environ 70%. Il a été montré que des poumons sains (14) 

hébergent un microbiote divers et dynamique qui est profondément modifié chez les patients 

de soins critiques et ce déséquilibre pourrait jouer un rôle dans le développement de la 

pneumonie et la guérison. Une technologie comme le PPFA permettra probablement grâce à la 

détection plus large de bactéries et de virus de mieux appréhender ces interactions (47).  

 

Toutes les résistances portées par des bactéries à Gram négatif (n=9) détectées 

génotypiquement avec le PPFA ont été retrouvées phénotypiquement. Dans les autres études 

sur le PFFA ce taux n’était pas de 100% (25-80%, (43,45,51). Cette différence était souvent 

liée à des bactéries avec des numérations faibles avec le PPFA qui n’étaient pas retrouvées en 

culture. Nous n'avons pas eu ce genre de cas dans notre étude, pour les bactéries à Gram 

négatif. Il faut toutefois garder à l'esprit que les résistances détectées par le PPFA ne sont pas 

reliées à une espèce (en dehors du SARM) et il est possible qu’une résistance détectée 

génotypiquement ne le soit pas phénotypiquement car la bactérie concernée n'aurait pas 

poussé en culture. 

 

Nous mettons en garde contre la détection de la résistance à la méticilline par le PPFA, 

malgré le fait que cela soit une détection combinée (mecA/C et MREJ) (Tableau 4) nous 

avons eu un probable faux positif. 

 

Nous avons eu plusieurs échecs du test PPFA au premier passage (« Test Invalid »). 

Après un nouvel essai, le test fonctionnait (prélèvements trop muqueux ? ou cassette 

défectueuse ?).  

 

Nos résultats suggèrent que le PPFA pourrait permettre de diminuer l’utilisation de bêta-

lactamines à large spectre, lors de l’antibiothérapie initiale. Dans nos centres la prévalence de 

BMR et BHRe est faible (8). En effet, avec le résultat du PPFA, 84% des antibiothérapies 

initiales auraient pu être une association amoxicilline + acide clavulanique versus 59% en vie 

réelle. En simulant l’antibiothérapie initiale nous avons constaté que l’on aurait pu éviter 

l’utilisation de bêta-lactamines couvrant P. aeruginosa chez 16 patients et l’utilisation de 
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carbapénèmes/nouvelles bêta-lactamines chez 6 patients. Le PPFA permettrait une détection 

très précoce des BMR et des BHRe en réanimation (1h30 versus 24h pour le dépistage rectal 

par culture et 48h pour la culture des prélèvements respiratoires). 

 

Bien qu’étant un outil novateur qui va améliorer le diagnostic microbiologique des 

infections respiratoires basses, le PPFA ne permet pas de se passer d’une analyse classique par 

culture. En effet, nous avons retrouvé chez 8% des patients de notre étude des bactéries hors 

panel qui auraient pu avoir un impact majeur sur l’antibiothérapie. De plus, la détection de la 

résistance aux antibiotiques du PPFA est limitée à la détection de résistances aux bêta-

lactamines (BLSE, SARM et carbapénèmase). L’adaptation de l’antibiothérapie nécessite un 

antibiogramme plus complet avec la détection de la résistance à d’autres famille d’antibiotiques. 
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Conclusion/Perspective 
 

 

La recherche conventionnelle de pathogènes dans les prélèvements respiratoires par 

culture est d’une sensibilité limitée. Le délai de rendu des résultats est long dans les pneumonies 

sévères où l’importance d’une thérapeutique antibiotique adaptée et précoce est majeure. 

L’émergence de bactéries multi-résistantes et de virus responsables de pneumopathies graves 

(MERS-CoV, BHRe) suscitent aussi l’intérêt d’un outil détectant rapidement de multiples 

cibles et ayant la capacité d’en intégrer de nouvelles (SARS-CoV2). 

 

Le panel Pneumonia plus (FilmArray®) permet une détection des principaux agents 

pathogènes des pneumopathies infectieuses à une vitesse et une sensibilité jamais expérimentée. 

Cette efficacité pourrait permettre la prescription d’une antibiothérapie d’emblée adaptée et 

ainsi éviter une grande consommation d’antibiotiques à large spectre. Il reste des points de 

faiblesse à cette technique, comme les bactéries à Gram négatif non détectées par le panel, ou 

la détection de la résistance à la méticilline chez S. aureus. Par ailleurs, afin de correspondre 

aux seuils établis pour la culture, il semble nécessaire d'interpréter comme négatifs, les résultats 

délivrés à 104 copies/mL dans les AT. 

  

Le panel Pneumonia plus (FilmArray®) ne permet pas de se passer des techniques de 

culture bactérienne, mais apporte une plus-value non négligeable et pourrait être plus précis 

dans l’identification des bactéries responsables de la pneumopathie (prélèvements 

polybactériens). 

 

La deuxième étape de l’étude Oracle se déroule actuellement au CHU de Nantes. Elle a 

pour but d’évaluer le PPFA en « vie réelle » (avec rendu du résultat au clinicien). Nous évaluons 

l’impact clinique de l’association du PPFA avec un algorithme de décision thérapeutique. 
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Annexes 
 

 

Annexe 1: PPA, NPA et OPA par bactéries a J1 

Bactéries ciblées 

par le Pneumoplus 

(FilmArray®) 

 

LBA 

(Nombre de prélèvement positifs en Pneumoplus (FilmArray®/culture) 

AT  

(Nombre de prélèvement positifs en Pneumoplus (FilmArray®/culture) 

(+/+) (+/-) (-/+) (-/-) PPA (95% CI) NPA (95% CI) OPA (95% CI) (+/+) (+/-) (-/+) (-/-) PPA (95% CI) NPA (95% CI) OPA (95% CI) 

A. baumannii 0 0 0 76 NA 100 [100 ; 100] 100 [100 ; 100] 0 0 0 82 NA 100 [100 ; 100] 100 [100 ; 100] 

E. cloacae 2 3 0 71 100 [100 ; 100] 96 [92 ; 100] 96 [92 ; 100] 2 3 0 77 100 [100 ; 100] 96 [92 ; 100] 96 [92 ; 100] 

E. coli 15 2 0 59 100 [100 ; 100] 97 [94 ; 100] 97 [94 ; 100] 9 0 0 73 100 [100 ; 100] 100 [100 ; 100] 100 [100 ; 100] 

H. influenzae 23 9 0 44 100 [100 ; 100] 83 [73 ; 93] 88 [81 ; 95] 20 14 1 47 95 [86 ; 100] 77 [66 ; 88] 82 [73 ; 90] 

K. aerogenes 0 0 0 76 NA 100 [100 ; 100] 100 [100 ; 100] 0 0 0 82 NA 100 [100 ; 100] 100 [100 ; 100] 

K. oxytoca 2 4 1 69 67 [13 ; 100] 95 [89 ;100] 93 [88 ; 99] 2 4 0 76 100 [100 ; 100] 95 [90 ; 100] 95 [90 ; 100] 

K. pneumoniae 7 2 0 67 100 [100 ; 100] 97 [94 ; 100] 97 [94 ; 100] 6 1 0 75 100 [100 ; 100] 99 [96 ; 100] 99 [96 ; 100] 

M. catarrhalis 0 2 0 74 NA 97 [94 ; 100] 97 [94 ; 100] 1 4 0 77 100 [100 ; 100] 95 [90 ; 100] 95 [90 ; 100] 

Proteus spp 1 4 0 71 100 [100 ; 100] 95 [90 ; 100] 95 [90 ; 100] 4 4 0 74 100 [100 ; 100] 95 [90 ; 100] 95 [90 ; 100] 

P. aeruginosa 3 0 0 73 100 [100 ; 100] 100 [100 ; 100] 100 [100 ; 100] 3 0 0 79 100 [100 ; 100] 100 [100 ; 100] 100 [100 ; 100] 

S. marcescens 1 1 0 74 100 [100 ; 100] 99 [96 ; 100] 99 [96 ; 100] 0 3 0 79 NA 96 [92 ; 100] 96 [92 ; 100] 

S. aureus 17 6 0 53 100 [100 ; 100] 90 [82 ; 98] 92 [86 ; 98] 19 5 0 58 100 [100 ; 100] 92 [85 ; 99] 94 [89 ; 99] 

S. agalactiae 1 3 0 72 100 [100 ; 100] 96 [92 ; 100] 96 [92 ; 100] 0 4 0 78 NA 95 [90 ; 100] 95 [90 ; 100] 

S. pneumoniae 11 4 0 61 100 [100 ; 100] 94 [88 ; 100] 95 [90 ; 100] 9 4 0 69 100 [100 ; 100] 95 [90 ; 100] 95 [90 ; 100] 

S. pyogenes 0 1 0 75 NA 99 [96 ; 100] 99 [96 ; 100] 0 0 0 82 NA 100 [100 ; 100] 100 [100 ; 100] 

Total 83 41 1 1015 99 [96 ; 100] 96 [95 ; 97] 96 [95 ; 97] 75 46 1 1108 99 [96 ; 100] 96 [95 ; 97] 96 [95 ; 97] 
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Annexe 2: Comparaison des numérations entre les deux techniques (AT J1) 

 

Culture (Numération en UFC/ml) Numération PPFA (en copies/ml) 
 

Total 

104 105 106 >107 

Pas de pousse significative 22 19 8 15 64 

103 0 0 0 0 0 

104 0 0 0 0 0 

>105 0 1 15 36 52 

>106 0 0 1 12 13 

>107 0 0 1 2 3 

Total 22 20 25 65  
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Annexe 3 : Comparaison des numérations entre les deux techniques (LBA) 

 

Culture (Numération en UFC/ml) Numération PPFA (en copies/ml) 
 

Total 

104 10^5 10^6 >10^7 

Pas de pousse significative 13 10 7 6 36 

102 2 0 0 0 2 

103 5 2 0 3 10 

>104 2 7 12 35 56 

>105 0 0 1 2 3 

>106 0 0 0 4 4 

>107 0 0 0 1 1 

Total 22 19 20 51  
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Annexe 4 : Seuils de significativité des prélèvements respiratoire et dilutions recommandées (10) 

 

 Dilutions recommandées Seuils de 

significativité 

Expectorations 1 /100000 et 1/10000000 ≥ 107 

Aspiration endotrachéale 1/1000 et 1/100000 ≥ 105 

LBA et aspiration endo 

bronchique 

1 /100 et 1/10000 ≥ 104 

 PDP et brosse 

bronchique 

Pur et 1/100 ≥ 103 

Dilution Colonies UFC 

Pur 1 102/ml 

1/10 1 103/ml 

1/100 1 104/ml 
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Annexe 5 : Algorithme de décision d’antibiothérapie initiale en fonction du résultat du PPFA 
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Annexe 6 : Exemple d'envahissement d'une gélose par P. mirabilis 
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Annexe 7 : Gélose chromogène ensemencée avec un prélèvement polybactérien 
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Annexe 8  : Résultats du PPFA et des techniques de routine pour les 100 patients 

 

Légende : 

NR = non réalisé 

Non retrouvé en culture 

Bactérie <105 dans une AT 

  
Ab = Acinetobacter calcoaceticus baumannii complex Ck = Citrobacter koseri 

Eccx = Enterobacter cloacae complex Ha = Hafnia alvei 

Ec = Escherichia coli Mm = Morganella morganii 

Hi = Haemophilus influenzae Pm = Proteus mirabilis 

Ka = Klebsiella aerogenes Pv = Proteus vulgaris 

Ko = Klebsiella oxytoca Rp = Raoultella planticola 

Kp = Klebsiella pneumoniae group Spp = Streptococcus pseudopneumoniae 

Mc = Moraxella catarrhalis Stm = Stenotrophomonas maltophilia  
Pspp = Proteus spp. 

Pa = Pseudomonas aeruginosa 

Sm = Serratia marcescens 

Sa = Staphylococcus aureus 

SgpB = Streptococcus agalactiae 

Sp = Streptococcus pneumoniae 

SgpA = Streptococcus pyogenes 
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Patients Durée Hospitalisation à 

J1 (jours) 
Prélèvements Résultats Pneumoplus (FilmArray®) Résultats Culture 

Résultats virologie 

routine 
ATB avant 

prélèvement 

Antibiothérapie 

initiale 

1 

4 

1-AT J1 Sa (>10^7) + Hi (>10^7) + Sp (>10^7) + Ko (=10^5) Sa (>10^5) + Hi (>10^5) + Sp (>10^5) 

NR 

Non 

Augmentin 1-LBA Sa (=10^6) + Hi (>10^7) + Sp (>10^7) + Ko (=10^4) Sa (>10^4) + Hi (>10^4) + Sp (>10^4) 

1-AT J3 
Ab (=10^6) + Hi (=10^5) + Ko (=10^5) + Sp (=10^4) + Sa 

(=10^4) 
Ab (=10^5) 

2 

8 

2-AT J1 Hi (=10^6) Hi (>10^5) 

NR 

Non 

Cefepime 2-LBA Hi (=10^6) Hi (=10^4) 

2-AT J3 NR NR 

3 

20 

3-AT J1 Négatif Négatif 

négatif 

Non 

Cefepime 3-LBA Négatif Négatif 

3-AT J3 Négatif Négatif 

4 

2 

4-AT J1 Hi (>10^7) + Sp (=10^5) Hi (>10^5) 

NR 

Non 

Augmentin 4-LBA Hi (>10^7) + Sp (>10^7) Hi (>10^4) 

4-AT J3 Hi (>10^7) + Sp (=10^5) + Ec (=10^4) Hi (>10^5) + Ec (>10^5) 

5 

5 

5-AT J1 Sa (>10^7) Sa (>10^5) 

négatif 

Non 

Augmentin 5-LBA Sa (>10^7) Sa (>10^4) 

5-AT J3 Sa (>10^7) + Ko (=10^4) Sa (>10^5) 

6 

0 

6-AT J1 Négatif Négatif 

négatif 

Non 

Augmentin 6-LBA Négatif Négatif 

6-AT J3 Négatif Négatif 

7 

7 

7-AT J1 Hi (=10^5) Négatif 

NR 

Non 

Meronem 

Ciprofloxacine 
7-LBA Hi (=10^5) Hi (=10^3) 

7-AT J3 Négatif Négatif 

8 

5 

8-AT J1 Eccx (=10^5) + Hi (=10^6) Négatif 

NR 

Non 

Augmentin 8-LBA Hi (=10^5) Négatif 

8-AT J3 Négatif Négatif 

9 

6 

9-AT J1 Eccx (=10^4) Négatif 

NR 

Oui (Augmentin) 

Augmentin 9-LBA Négatif Négatif 

9-AT J3 Pspp (>10^7) + Eccx (>10^7) Pv (>10^5) + Eccx (=10^5) 

10 

1 

10-AT J1 Mc (=10^4) Hi (>10^5) 

NR 

Non 

Augmentin 10-LBA NR NR 

10-AT J3 négatif Négatif 
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11 

4 

11-AT J1 Ec (=10^6) + Hi (>10^7) Ec (>10^5) 

NR 

Non 

Augmentin 11-LBA NR NR 

11-AT J3 Ec (=10^6) Ec (=10^6) 

12 

8 

12-AT J1 Ab (=10^4) + Ec (=10^4) Négatif 

Négatif 

Non 

Augmentin 12-LBA Ec (=10^5) Ec (>10^4) 

12-AT J3 Négatif Négatif 

13 

15 

13-AT J1 Eccx (=10^6) Eccx (>10^6) 

Négatif 

Oui tienam 

Imipénème  13-LBA Eccx (=10^5) Négatif 

13-AT J3 NR NR 

14 

10 

14-AT J1 Kp (=10^6) + Pa (=10^4) Kp (>10^5) 

négatif 

Oui Augmentin 

Cefepime 14-LBA Kp (=10^4) Kp (=10^3) 

14-AT J3 
Pa (=10^6) + Kp (=10^5) + Ec (=10^4) + 

Adenovirus 
Négatif 

15 

7 

15-AT J1 Hi (=10^6) + Sa (10^4) Hi (>10^5) 

NR 

Non 

Augmentin 15-LBA Hi (=10^5) Hi (>10^4) 

15-AT J3 NR NR 

16 

7 

16-AT J1 Hi (>10^7) + SgpA (=10^4) + Adenovirus  Hi (>10^5) 

NR 

Non 

Augmentin 16-LBA Hi (=10^6) + SgpA (=10^4)  Hi (>10^4) 

16-AT J3 
Hi (>10^7) + Ec (=10^6) + SgpA (=10^5) + 

adenovirus 
Ec (>10^5) 

17 

3 

17-AT J1 Hi (=10^5) + Mc (=10^6) + Pspp (=10^6) Pm (=10^5) 

NR 

Non 

Augmentin 17-LBA NR NR 

17-AT J3 Pspp (=10^4) Négatif 

18 

5 

18-AT J1 
Sa (=10^6) + Hi (>10^7) + Mc (>10^7) + 

Coronavirus 
Hi (>10^5) + Sa (>10^5) 

négatif 

Non 

Augmentin 
18-LBA NR NR 

18-AT J3 NR NR 

19 

13 

19-AT J1 Sa (=10^6) + Eccx (=10^5) + Coronavirus Sa (>10^5) 

négatif 

Oui (Ciprofloxacine) 

Cefepime 19-LBA NR NR 

19-AT J3 Sa (=10^5) + Eccx (=10^4) + Coronavirus Négatif 

20 

10 

20-AT J1 NR NR 

NR 

Oui (Tazocilline) 

Cefepime 20-LBA Ec (=10^5) + Sm (=10^4) + M. pneumoniae Sm (=10^3) 

20-AT J3 Sm (=10^4) + M. pneumoniae Négatif 
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21 

1 

21-AT J1 SgpB (=10^5) Négatif 

négatif 

Non 

Augmentin, 

amoxicilline, Dalacine, 

Cefazoline 

21-LBA NR NR 

21-AT J3 Négatif Négatif 

22 

2 

22-AT J1 Hi (>10^7) + Sp (>10^7) Hi (>10^6) + Sp (>10^6) 

NR 

Non 

Augmentin 22-LBA Hi (>10^7) + Sp (=10^5) Hi (>10^4) + Sp (>10^4) 

22-AT J3 Hi (>10^7) + Sp (=10^5) Négatif 

23 

8 

23-AT J1 Hi (>10^7) + Sa (=10^6) Hi (>10^5) + Sa (>10^5) 

NR 

Non 

Cefepime 23-LBA NR NR 

23-AT J3 Hi (=10^5) Négatif 

24 

9 

24-AT J1 négatif + VRS Négatif 

VRS 

Oui Céfépime 

Meronem + linezolide 24-LBA Négatif Négatif 

24-AT J3 négatif + VRS Négatif 

25 

8 

25-AT J1 Sa (>10^7) Sa (>10^6) 

NR 

Non 

Antibiothérapie 

retardée de 3 jours 
25-LBA NR NR 

25-AT J3 NR NR 

26 

69 

26-AT J1 Ec (=10^4) Négatif 

NR 

Non 

Cefepime 26-LBA Négatif Négatif 

26-AT J3 Négatif Stm (>10^5) 

27 

24 

27-AT J1 Négatif Négatif 

négatif 

Non 

Méronéme, Linezolide, 27-LBA Négatif Négatif 

27-AT J3 Négatif Négatif 

28 

26 

28-AT J1 Kp (>10^7) + blaCTXM + blaNDM Kp (>10^6) + Stm (>10^6) 

NR 

Non 

Meronem Colimycine 28-LBA NR NR 

28-AT J3 Kp (>10^7) + blaCTXM + blaNDM Kp (>10^5) 

29 

14 

29-AT J1 NR NR 

NR 

Non 

Imipénème 29-LBA Sa (=10^4) + Ec (=10^6) + blaCTXM Ec (>10^4) + Sa (=10^3) 

29-AT J3 Ec (=10^4) + blaCTXM Négatif 

30 

3 

30-AT J1 Ec  >10^7) Ec (>10^5) 

NR 

Non 

Augmentin 30-LBA NR NR 

30-AT J3 NR NR 
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31 

2 

31-AT J1 Hi (>10^7) + Sp (>10^7) + Rhinovirus/Enterovirus Sp (>10^6) 

Rhinovirus/Enterovirus 

Non 

Augmentin 31-LBA NR NR 

31-AT J3 Hi (=10^4) + Sp (=10^4) + Rhinovirus/Enterovirus Négatif 

32 

6 

32-AT J1 Ec (>10^7) + Sa (=10^6) Ec (>10^6) 

Négatif 

Non 

Augmentin 32-LBA Ec (=10^6) + Sa (=10^5) Ec (>10^4) 

32-AT J3 Ec (=10^4) Spp (>10^5) 

33 

3 

33-AT J1 Sa (>10^7) + Hi (>10^7) + Ec (=10^6) + Rhinovirus/Enterovirus Ec (>10^5) + Sa (>10^5) 

Rhinovirus/Enterovirus 

Non 

Augmentin 33-LBA Sa (>10^7) + Hi (>10^7) + Ec (>10^7) + Rhinovirus/Enterovirus Ec (>10^4) + Sa (>10^4) 

33-AT J3 
Ec (>10^7) + Hi (>10^7) + Sa (=10^5) + Ko (=10^4) + 

Rhinovirus/Enterovirus 
Ec (>10^5) + Sa (>10^5) 

34 

7 

34-AT J1 Hi (>10^7) + Pspp (=10^6) + Sa (>10^7) 
Sa (>10^5) + Hi (>10^5) + Pm 

(>10^5) + Ha (>10^5) 

NR 

Non 

tazocilline 

linézolide 34-LBA Hi (>10^7) + Pspp (=10^6) + Sa (>10^7) Sa (=10^3) + Ha (=10^3) 

34-AT J3 NR NR 

35 

7 

35-AT J1 Sp (=10^4) + Adenovirus + Influenza A Négatif 

Adenovirus + Influenza 
A Oui 

amoxicilline 

Non 35-LBA Sp (=10^4) + Adenovirus + Influenza A Négatif 

35-AT J3 négatif + Adenovirus + Influenza A Négatif 

36 

4 

36-AT J1 Hi (>10^7) + Sp (>10^7) + Sa (=10^6) + SgpB (=10^6) Hi (>10^5) + Sp (>10^5) + Sa (>10^5) 

Négatif 

Non 

Augmentin 36-LBA Hi (>10^7) + Sp (=10^6) + Sa (=10^6) + SgpB (=10^5) Hi (>10^4) + Sp (>10^4) + Sa (>10^4) 

36-AT J3 Hi (>10^7) + Sp (>10^7) + Sa (=10^6) + SgpB (=10^6) Sa (>10^5) 

37 

2 

37-AT J1 Hi (=10^5) + Influenza A Négatif 

Influenza A 

Non 

Rocephine 

rovamycine 

flagyl 

37-LBA négatif + Influenza A Négatif 

37-AT J3 Ab (>10^7) + Ec (=10^6) + blaCTXM  + Influenza A Ab (>10^5) + Ec (=10^5) 

38 

29 

38-AT J1 Pspp (>10^7) + Pa (=10^6) + Kp (=10^4) Pm (>10^5) + Pa (>10^5) 

Négatif 

Non 

Meronem 38-LBA NR NR 

38-AT J3 Pspp (=10^5) + Pa (>10^7) + Kp (=10^5) Pa (>10^5) 

39 

13 

39-AT J1 Négatif Négatif 

NR Oui 

Augmentin 

Triflucan 

Augmentin 39-LBA Négatif Négatif 

39-AT J3 Négatif Négatif 

40 

3 

40-AT J1 
Ec (>10^7) + Kp (>10^7) + Pspp (>10^7) + Eccx (=10^5) + Hi (=10^5) + 

Ko (=10^5) + Sp (=10^4) + rhinovirus/enterovirus 

Ec (>10^5) + Kp (>10^5) + Ck 

(>10^5) + Mm (>10^5) 

Rhinovirus/Enterovirus 

Non 

Augmentin 40-LBA 
Ec (=10^6) + Kp (>10^7) + Pspp (>10^7) + Eccx (=10^4) + Hi (=10^4) + 

Ko (=10^4) + rhinovirus/enterovirus 

Ec (=10^4) + Kp (=10^4) + Ck 

(=10^4) + Mm (=10^4) 

40-AT J3 Ec (=10^4) + Kp (=10^4) + Pspp (=10^4) + Rhinovirus/Enterovirus Négatif 
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41 

5 

41-AT J1 Sa (>10^7) + Hi (>10^7) Sa (>10^5) + Hi (>10^5) 

NR 

Non 

Augmentin 41-LBA Sa (>10^7) + Hi (>10^7) Sa (>10^4) + Hi (>10^4) 

41-AT J3 Hi (>10^7) + Kp (>10^7) + Sa (>10^7) Kp (>10^5) + Sa (>10^5) 

42 

4 

42-AT J1 Sa (>10^7) Sa (>10^5) 

NR 

Non 

Augmentin 42-LBA NR NR 

42-AT J3 Sa (=10^5) Sa (=10^5) 

43 

2 

43-AT J1 Ec (>10^7) + Ko (=10^6) + Sa (=10^6) + blaCTXM Ec (>10^5) + Ko (>10^5) 

NR 

Oui Augmentin 

Meronem 43-LBA Ec (>10^7) + Sa (=10^5) + Ko (=10^4) + blaCTXM Ec (>10^4) + Ko (=10^3) 

43-AT J3 Ec (=10^6) + Sa (=10^4) + blaCTXM Ec (=10^5) 

44 

5 

44-AT J1 NR NR 

NR 

Non 

Cefepime 44-LBA Ec (=10^4) + Sa (=10^5) Ec (>10^4) + Sa (>10^4) 

44-AT J3 Sa (=10^5) Sa (=10^5) 

45 

20 

45-AT J1 Négatif Négatif 

NR 

Oui Rocéphine Flagyl 

Rocéphine flagyl 45-LBA Kp (=10^4) Négatif 

45-AT J3 Négatif Négatif 

46 

9 

46-AT J1 Sa (>10^7) Sa (>10^5) 

NR 

Oui Bactrim 

Bactrim 46-LBA NR NR 

46-AT J3 Sa (=10^5) + Kp (=10^6) + blaCTXM + blaOXA-48 like Kp (>10^5) 

47 

2 

47-AT J1 NR NR 

NR 

Non 

Augmentin 

Tavanic 
47-LBA Hi (>10^7) + Sp (>10^7) + Sa (=10^6) + coronavirus Sa (>10^4) + Hi (>10^4) + Sp (>10^4) 

47-AT J3 Hi (>10^7) + Sp (=10^6) + Sa (=10^6) + coronavirus Négatif 

48 

3 

48-AT J1 Mc (>10^7) Mc (>10^5) 

NR 

Non 

Cefepim 48-LBA NR NR 

48-AT J3 Mc (=10^5) Négatif 

49 

14 

49-AT J1 Négatif Négatif 

négatif 

Oui Augmentin 

Cefepim 

Tavanic 
49-LBA Ec (=10^5) + Eccx (=10^4) Eccx (=10^4) + Mm (=10^3) + Ec (=10^3) 

49-AT J3 Ec (=10^5) Négatif 

50 

8 

50-AT J1 Négatif Négatif 

négatif 

Non 

Méronem, 

Linézolide 
50-LBA Négatif Négatif 

50-AT J3 NR NR 
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51 

2 

51-AT J1 négatif + Coronavirus Négatif 

NR 

Cefuroxime (ABP) 

Augmentin 51-LBA NR NR 

51-AT J3 négatif + Coronavirus Négatif 

52 

8 

52-AT J1 
Hi (>10^7) + Pspp (>10^7) + Sp (>10^7) + Ko (=10^5) + 

Coronavirus 
Pm (>10^6) 

NR 

Non 

Augmentin 

Tavanic 52-LBA Hi (>10^7) + Pspp (>10^7) + Sp (=10^6) + Ko (=10^4) Pm (>10^4) 

52-AT J3 NR NR 

53 

21 

53-AT J1 NR NR 

Parainfluenzae type 3 
Oui Cefazoline, 

Clindamycine 

Cefepime 

Linezolide 
53-LBA Kp (=10^6) + blaCTXM + Virus parainfluenza Kp (=10^4) 

53-AT J3 NR NR 

54 

5 

54-AT J1 Hi (>10^7) Négatif 

NR 

Non 

Augmentin 

Tavanic 
54-LBA Hi (>10^7) Hi (>10^4) 

54-AT J3 NR NR 

55 

36 

55-AT J1 Sa (=10^5) + Ab (=10^4) Stm (>10^5) 

NR 

Non 

Augmentin 55-LBA Sa (=10^5) Stm (>10^4) 

55-AT J3 Sa (=10^6) + Ab (=10^6) Sa (>10^5) 

56 

28 

56-AT J1 Kp (>10^7) + Sm (=10^6) + Sa (=10^5) + Ka (=10^4) + blaCTXM Kp (>10^6) 

NR 

Non 

Cefepime 56-LBA Kp (=10^5) + blaCTXM Kp (=10^4) 

56-AT J3 Kp (=10^6) + Sm (=10^6) + Sa (=10^4) + Hi (=10^4) + blaCTXM Kp (=10^5) 

57 

23 

57-AT J1 NR NR 

NR 

Non 

Aztreonam 57-LBA Négatif Ko (=10^3) 

57-AT J3 Négatif Négatif 

58 

11 

58-AT J1 NR NR 

NR 

Oui Augmentin Tavanic 

Cefepime 

tavanic 
58-LBA Sa (=10^4) Négatif 

58-AT J3 Sa (=10^5) Négatif 

59 

3 

59-AT J1 Hi (>10^7) Hi (>10^5) 

négatif 

Non 

Augmentin 59-LBA Hi (>10^7) Hi (>10^4) 

59-AT J3 Hi (=10^6) Négatif 

60 

14 

60-AT J1 Négatif Négatif 

NR 

Oui Céfépime Linézolide 

Cefepime 

Linezolide 
60-LBA NR NR 

60-AT J3 Négatif Négatif 
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61 

10 

61-AT J1 Négatif Négatif 

NR 

Oui Tazocilline 

Meronem tavanic 61-LBA Négatif Négatif 

61-AT J3 Ab (=10^4) Négatif 

62 

2 

62-AT J1 Sa (=10^4) Rp (>10^6) 

NR 

Non 

Augmentin 62-LBA Négatif Négatif 

62-AT J3 Ab (=10^5) + Sa (=10^5) Négatif 

63 

5 

63-AT J1 NR NR 

NR 

Non 

Augmentin 63-LBA Sp (=10^6) + Hi (>10^7) + SgpB (=10^6) Sp (>10^4) + Hi (>10^4) 

63-AT J3 Hi (=10^6) + Ab (=10^4) + SgpB (=10^4) Négatif 

64 

5 

64-AT J1 
Hi (>10^7) + Eccx (=10^6) + Sm (=10^5) + Ko 

(=10^4) 
Hi (>10^6) + Eccx (>10^6) 

NR 

Non 

Augmentin 64-LBA Hi (>10^7) + Eccx (=10^4) Hi (>10^4) + Eccx (=10^3) 

64-AT J3 Eccx (=10^5) + Hi (=10^4) + Sm (=10^4) Négatif 

65 

8 

65-AT J1 NR NR 

NR 

Non 

Augmentin 65-LBA Sa (=10^5) Sa (>10^4) 

65-AT J3 Sa (=10^4) Sa (=10^5) 

66 

7 

66-AT J1 Kp (=10^6) + Sp (>10^7) Kp (>10^6) + Sp (>10^6) 

NR 

Non 

Augmentin 66-LBA Kp (>10^7) + Sp (>10^7) Kp (>10^4) + Sp (>10^4) 

66-AT J3 Kp (>10^7) + Sp (>10^7) Kp (>10^6) + Sp (>10^6) 

67 

40 

67-AT J1 Négatif Négatif 

Négatif 

Oui Ciflox 

Ciprofloxacine 67-LBA Négatif Négatif 

67-AT J3 Négatif Négatif 

68 

6 

68-AT J1 Kp (=10^4) Négatif 

Négatif 

Non 

Tazocilline 68-LBA Kp (=10^4) Négatif 

68-AT J3 NR NR 

69 

7 

69-AT J1 SgpB (>10^7) + Kp (=10^6) + Ko (=10^4) Kp (>10^5) 

NR 

Oui 

Augmentin 69-LBA Kp (=10^4) + SgpB (>10^7) Kp (=10^3) + SgpB (=10^4) 

69-AT J3 Kp (=10^5) + SgpB (=10^4) Kp (>10^5) 

70 

8 

70-AT J1 Ec (>10^7) + Hi (>10^7) + Kp (=10^5) Ec (>10^5) 

négatif 

Non 

Augmentin 70-LBA Ec (=10^5) + Kp (=10^4) + Hi (=10^5) Ec (>10^4) + Kp (=10^3) 

70-AT J3 Ec (=10^4) Négatif 
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71 

12 

71-AT J1 Sp (=10^6) + Hi (=10^5) + Sa (=10^6) Négatif 

NR 

Non 

Cefepime 71-LBA Sp (=10^6) + Hi (=10^4) + Sa (=10^4) Négatif 

71-AT J3 NR NR 

72 

36 

72-AT J1 Négatif Spp (>10^5) 

NR 

Non 

Meropenem, 

vancomycine 
72-LBA NR NR 

72-AT J3 Négatif Négatif 

73 

3 

73-AT J1 NR NR 

NR 

Non 

Cefepime 73-LBA Ec (>10^7) + Hi (>10^7) + Mc (=10^6) Ec (>10^4) + Hi (>10^4) 

73-AT J3 Ec (=10^5) + Hi (=10^6) + Mc (=10^4) Négatif 

74 

4 

74-AT J1 
Pa (>10^7) + Sa (>10^7) + Hi (>10^7) + Sp (>10^7) + Ec 

(=10^4) 

Pa (>10^5) + Sa (>10^5) + Hi (>10^5) + 

Sp (>10^5) 

négatif 

Non 

Augmentin 74-LBA Pa (=10^6) + Sa (=10^6) + Hi (>10^7) + Sp (>10^7) 
Pa (>10^4) + Sa (>10^4) + Hi (>10^4) + 

Sp (>10^4) 

74-AT J3 Pa (>10^7) + Sa (=10^5) + Hi (=10^5) + Sp (=10^4) Pa (>10^5) 

75 

12 

75-AT J1 Hi (=10^5) Négatif 

négatif 

Oui Augmentin 

Cefepime 75-LBA Hi (=10^4) Négatif 

75-AT J3 Négatif Négatif 

76 

5 

76-AT J1 Ko (=10^6) Ko (>10^5) 

NR 

Non 

Augmentin 76-LBA Ko (=10^6) Ko (>10^4) 

76-AT J3 NR NR 

77 

11 

77-AT J1 Hi (>10^7) + Pspp (>10^7) + Sp (>10^7) Négatif 

NR 

Non 

Cefepime 77-LBA Hi (>10^7) + Pspp (=10^5) + Sp (>10^7) Hi (=10^4) + Sp (=10^3) 

77-AT J3 Hi (=10^5) + Pspp (=10^4) + Sp (=10^4) Négatif 

78 

11 

78-AT J1 Ko (=10^4) + Sa (=10^4) Négatif 

NR 

Oui (Céfazoline) 

Tazocilline 78-LBA NR NR 

78-AT J3 NR NR 

79 

8 

79-AT J1 Négatif Négatif 

NR 

Non 

Augmentin 79-LBA Négatif Négatif 

79-AT J3 Négatif Négatif 

80 

2 

80-AT J1 Ec (>10^7) + Sa (>10^7) + SgpB (>10^7) + Sp (=10^6) Ec (>10^5) + Sa (>10^5) + Sp (>10^5) 

négatif 

Non 

Augmentin 80-LBA Ec (>10^7) + Sa (>10^7) + SgpB (>10^7) + Sp (>10^7) Ec (>10^4) + Sa (>10^4) + Sp (=10^4) 

80-AT J3 
Pa (>10^7) + Ec (>10^7) + Sa (>10^7) + SgpB (>10^7) + 

Sp (=10^6) 
Pa (>10^5) + Ck (>10^5) 



83 
 

 

 

 

81 

4 

81-AT J1 
Hi (>10^7) + Mc (>10^7) + Pa (>10^7) + Sp (>10^7) + Pspp (=10^5) + Sm 

(=10^5) + Kp (=10^4) 
Hi (>10^5) + Pa (>10^5) + Sp (>10^5) 

Négatif 

Non 

Augmentin 81-LBA 
Hi (>10^7) + Mc (=10^6) + Pa (=10^6) + Sp (>10^7) + Pspp (=10^4) + Sm 

(=10^4) 
Hi (>10^4) + Pa (>10^4) + Sp (>10^4) 

81-AT J3 
Hi (>10^7) + Mc (=10^6) + Pa (>10^7) + Sp (=10^6) + Pspp (=10^5) + Sm 

(=10^6) 
Pa (>10^5) 

82 

2 

82-AT J1 Négatif Négatif 

NR 

Non 

Augmentin 82-LBA NR NR 

82-AT J3 Sa (>10^7) Sa (>10^6) 

83 

3 

83-AT J1 Hi (>10^7) + Pspp (=10^5) Hi (>10^5) 

NR 

Non 

Augmentin 83-LBA NR NR 

83-AT J3 Hi (=10^6) + Pspp (=10^4) Négatif 

84 

3 

84-AT J1 Hi (>10^7) + Sa (=10^5) Hi (>10^5) + Sa (>10^5) 

NR 

Non 

Augmentin 84-LBA Hi (>10^7) + Sa (>10^7) Hi (=10^4) + Sa (>10^4) 

84-AT J3 Hi (=10^6) + Sa (=10^6) Sa (>10^5) 

85 

4 

85-AT J1 NR NR 

NR 

Non 

Augmentin 85-LBA Hi (=10^6) + Sa (>10^7) Sa (>10^4) 

85-AT J3 NR NR 

86 

7 

86-AT J1 Sa (>10^7) Sa (>10^5) 

NR 

Non 

Augmentin 86-LBA Sa (=10^5) Sa (=10^4) 

86-AT J3 Sa (>10^7) Sa (>10^5) 

87 

6 

87-AT J1 Hi (>10^7) + Sp (>10^7) + Sa (>10^7) + Ko (=10^5) Hi (>10^5) + Sp (=10^6) + Sa (>10^6) 

NR 

Non 

Augmentin 87-LBA NR NR 

87-AT J3 Ko (=10^6) + Sa (=10^6) + Sp (=10^5) + Hi (=10^4) + Pspp (=10^4) Ck (>10^5) + Ko (=10^5) 

88 

6 

88-AT J1 NR NR 

NR 

Non 

Augmentin 88-LBA Ec (=10^5) + Pa (>10^7) + Sa (>10^7) + MecA/C and MREJ Pa (>10^4) + Sa (>10^4) 

88-AT J3 Pa (>10^7) + Sa (=10^4) Pa (>10^5) 

89 

2 

89-AT J1 Sa (>10^7) + Mc (=10^6) + Ko (=10^4) + Rhinovirus/Enterovirus Sa (>10^5) 

Négatif 

Non 

Augmentin 1J 

puis 

Cefepime 

89-LBA NR NR 

89-AT J3 NR NR 

90 

9 

90-AT J1 NR NR 

Négatif 

Non 

Augmentin 90-LBA Sp (>10^7) + Hi (>10^7) + Ec (=10^6) + Ko (=10^5) + Eccx (=10^4) Sp (>10^4) + Hi (>10^4) + Ec (>10^4) 

90-AT J3 NR NR 



84 
 

 

 

 
 

 

91 

17 

91-AT J1 Sa (=10^6) + Hi (=10^4) Sa (=10^5) 

NR 

Oui Céfépime 

Cefepime  91-LBA NR NR 

91-AT J3 Hi (=10^6) + Sa (=10^5) Négatif 

92 

10 

92-AT J1 Ec (>10^7) Ec (>10^6) 

négatif 

Oui Augmentin 

Cefepime/Tavanic 92-LBA Ec (>10^7) Ec (>10^4) 

92-AT J3 Ec (=10^6) + Sa (=10^4) + mecA/C and MREJ Négatif 

93 

5 

93-AT J1 NR NR 

NR 

Non 

etude restore: Imipenem 

/ cilastatine/relebactam 

Ou pipe tazo ; avec 

linezolide 

93-LBA Sa (=10^6) + Virus parainfluenzae Mm (>10^4) + Sa (>10^4) 

93-AT J3 Sa (=10^6) + Virus parainfluenzae Mm (>10^5) 

94 

6 

94-AT J1 NR NR 

négatif 

Oui Tazocilline 

Tazocilline/tavanic 94-LBA Ec (=10^4) Ec (=10^3) 

94-AT J3 Négatif Négatif 

95 

3 

95-AT J1 Hi (>10^7) Hi (>10^6) 

NR 

Non 

Augmentin 95-LBA Hi (>10^7) Hi (>10^4) 

95-AT J3 NR NR 

96 

3 

96-AT J1 NR NR 

NR 

Non 

Tazocilline 96-LBA Négatif Négatif 

96-AT J3 NR NR 

97 

6 

97-AT J1 Hi (>10^7) Hi (>10^6) 

NR 

Non 

Augmentin 97-LBA Hi (>10^7) Hi (>10^4) 

97-AT J3 NR NR 

98 

3 

98-AT J1 NR NR 

NR 

Non 

Augmentin 98-LBA Influenza A Négatif 

98-AT J3 Sm (>10^7) + Influenza A Sm (=10^6) 

99 

5 

99-AT J1 NR NR 

NR 

Non 

Augmentin + Tavanic 99-LBA Ec (>10^7) + Hi (>10^7) + Sa (=10^4) Ec (>10^4) + Hi (>10^4) 

99-AT J3 
Ec (=10^5) + Hi (=10^6) + Sa (=10^5) + Ab 

(=10^4) 
Négatif 

100 

22 

100-AT J1 Rhinovirus/Enterovirus Négatif 

Rhinovirus/Enterovirus 
Oui 

(Tazocilline/Bactrim) 

Meropenem + Bactrim 100-LBA Rhinovirus/Enterovirus Négatif 

100-AT J3 Pa (=10^4) +  Rhinovirus/Enterovirus  Négatif 
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Annexe 8 : Article 

Cet article, écrit à partir des résultats de l’étude oracle phase-1, a été accepté dans le journal 

« Frontiers in Microbiology ». Voici la version en pré-publication. 
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Evaluation du panel respiratoire Pneumonia plus (FilmArray®) 

dans le diagnostic et la prise en charge des pneumopathies en 

Réanimation au CHU de Nantes 

 
 
 
 

 
 

RESUME  
 
 

Le Pneumonia plus (FilmArray®), est un dispositif automatisé de diagnostic in vitro destiné  

 

à la détection par PCR des principaux pathogènes (virus, bactéries et gènes de résistance aux  

 

antibiotiques), responsables de pneumopathies communautaires et nosocomiales. Nous avons  

 

comparé cette nouvelle technologie avec les techniques de routine utilisées au CHU de Nantes,  

 

chez 100 patients inclus dans l’étude Oracle-phase 1 (Octobre 2018 - Janvier 2020). Nos  

 

résultats montrent que ce nouvel outil permet d’améliorer la documentation microbiologique  

 

des pneumonies, avec davantage de pathogènes détectés par prélèvement. Ce test a aussi ses  

 

limites. En effet, il ne détecte pas toutes les bactéries responsables de pneumopathies, et ne  

 

permet pas de se passer de la culture bactérienne. Néanmoins le rendu très rapide des résultats  

 

(1h15) devrait avoir un impact majeur dans la prise en charges des pneumonies sévères à  

 

l’hôpital. 

 
 
 

MOTS-CLES 
 

PNEUMONIE ACQUISE A L’HOPITAL-DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIQUE-PCR MULTIPLEX-DIAGNOSTIC 

SYNDROMIQUE-COINFECTION-RESISTANCES AUX ANTIBIOTIQUES 

 

 

 




