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Introduction

En 1920, Marcel Proust a écrit dans son roman « le Coté de Guermantes » : « La nature
ne semble guére 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 premieres recommandations internationales portants sur la prise en charge des
pneumonies acquises a 1’hopital (HAP) ont été publiées en 1996 aux Etats-Unis. De celles-ci
découlent plusieurs conclusions telles que : I’'HAP est la premiere cause de déces par infection
nosocomiale chez les patients de soins intensifs, la compréhension de sa physiopathologie est

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

Les dernieres versions des recommandations internationales (ESCMID et ATS/IDSA)
et francaises (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 I’accent sur la

nécessité de la documentation microbiologique et de la désescalade antibiotique.

L’objectif de ce travail de these 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, a partir de prélevements respiratoires, les
principales bactéries et virus responsables de pneumonies, ainsi que des genes de résistances
aux antibiotiques. Son délai de réalisation est de 75 a 90 minutes. Nous comparerons les
résultats de cette nouvelle méthode a ceux des techniques de routine utilisées au CHU
de Nantes, chez 100 patients suspects de pneumopathie acquise a I'hopital. Ces patients étaient
inclus dans 1'étude clinique non interventionnelle Oracle phase-1 qui a eu lieu d’Octobre 2018

a Janvier 2020.



Partie I : Diagnostic et prise en charge des pneumopathies

I. 1- Généralités sur les pneumonies

1. 1-1. Définitions

Les pneumopathies infectieuses sont des maladies tres fréquentes (500 000 cas/an de
pneumopathie aigué 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 a I’hopital (6).

La PAC est une pneumonie acquise en milieu extra hospitalier, ou se déclarant moins
de 48 heures apreés I’admission (6). Elle peut étre le résultat d’une co-infection virale-
bactérienne et est généralement liée a des germes présents dans la flore oro-pharyngée. Ces
germes sont souvent virulents et transmis fréquemment par les gouttelettes de Fliigge ou par
des aérosols inhalés (virus a 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 a 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 I’évolution clinique est favorable (6). Elles ne posent pas, a

I’heure actuelle, de difficultés dans le choix de 1’antibiothérapie (6) (7).

Les pneumopathies acquises a 1’hopital surviennent au moins 48 heures apres une
admission a I’hdpital (6) et sont généralement causées par des pathogeénes de 'environnement
hospitalier (8). Elles apparaissent au décours d’une prise en charge (diagnostique,
thérapeutique, palliative, préventive ou éducative) et ne doivent pas €tre 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 I’infection

est polymicrobienne dans 30% des cas (4).



Les pneumopathies d’inhalation surviennent suite a un trouble de la conscience. Le
patient inhale une partie du contenu de I’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 I'antibiothérapie probabiliste (6).

Les pneumopathies de I’'immunodéprimé sont graves et résultent de la rupture de
I’équilibre entre 1’hdte et son environnement. Elles sont généralement le fait de germes
opportunistes : champignons (Aspergillus sp, Pneumocystis jirovecii), bactéries a croissance

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

I. 1-2. Physiopathologie

Le plus fréquemment, I’infection est le résultat de 1’association de facteurs diminuant
les défenses de 1’arbre respiratoire (virose, pathologie pulmonaire et/ou une immunodépression,
ventilation mécanique), et de la multiplication d’un ou plusieurs germes pathogenes (7). Le
processus infectieux est principalement d’origine bactérienne (95%), plus rarement d’origine
virale ou fongique ; particuliecrement chez les patients 4gés ou immunodéprimés (6). Les
pathogenes pénetrent dans 1”arbre bronchique majoritairement par voie aérienne et dans de rares

cas par voie hématogene ou par contiguité (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 I’oxygénation du sang
et I’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
pathogeénes par voie aérienne dans le poumon aurait lieu principalement lors de micro-
aspirations des sécrétions orotrachéales. Celles-ci ont lieu de maniere fréquente chez toute
personne. L’évolution vers la pneumonie va dépendre de I’inoculum microbien et de la capacité

de défense de I’hote (12).

La diminution des défenses pulmonaires face aux infections est en majorité liée a une
altération de 1’épithélium cilié situé dans les bronches et bronchioles qui draine I’appareil
respiratoire. Cette altération peut étre due a une infection par un virus a 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 €tre, en fonction de leurs
pathologies, aidés a respirer par un dispositif de ventilation mécanique, de facon 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 a 20 fois plus élevée de faire une pneumopathie (13).
En effet, la ventilation mécanique altere l'arbre respiratoire en déclenchant des
dysfonctionnements des cellules ciliées, empéchant le mouvement du mucus vers la trachée
(14). L’arbre respiratoire se « nettoyant » par 1’action muco-ciliaire et la toux. Les patients
ventilés de maniere invasive sont inconscients et le matériel présent dans 1’appareil bronchique
empéche la clairance des sécrétions par 1’appareil muco-ciliaire. Les microorganismes de la
flore orale pullulent, et se propagent le long du tube d’intubation jusqu’a la partie distale des
voies aériennes, en formant notamment un biofilm. La source d’infection chez des patients
intubés peut-étre la flore oro-pharyngée, le contenu gastrique (remontées gastriques tres
fréquentes chez les patients intubés), les circuits de ventilation, les humidificateurs et

nébuliseurs (15).
La fragilisation de 1’arbre respiratoire est responsable de la possibilité d’une infection
de celui-ci par des bactéries non habituellement retrouvées dans les pneumopathies et qui

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

1. 1-3- Incidence

En 2017 le centre Européen de prévention et controle des maladies estimait le nombre
d’infections nosocomiales a 2,5 millions de cas par an, dont 500 000 étaient des HAP. On estime
le cofit moyen d'un épisode d’HAP 2 40 000 euros (14). Les (HAP) sont la 2°™ cause d’infection
nosocomiale, derriere les infections urinaires (9) et la 1% cause de décés 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 a la ventilation mécanique (PAVM)
sont des pneumopathies nosocomiales qui surviennent aprés 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 aigués communautaires graves représentent les 25% restant. Au

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

L’incidence des PAVM semble en cours de diminution dans le monde griace a 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 apres environ 5 a 7 jours de ventilation (4). La PAVM est une entité clinique
particulicre, ses criteres diagnostiques et son étiologie bactérienne varient selon les régions et
les pays (15). La mortalité directement attribuable a cette infection est difficilement évaluable
car les patients atteints présentent de nombreuses comorbidités. Elles sont toutefois
responsables d’un surcofit et d’une augmentation du temps du séjour hospitalier estimé a 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 prélevements 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 a 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 étre aspirées dans le poumon ; 3) I’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 a la ventilation. Les risques liés a la ventilation peuvent €tre limités
par des actions de prévention contrairement aux risques liés aux patients (18). Les principaux

facteurs de risque liés a 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 1’ulcere gastro-

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

Les recommandations frangaises 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 a 20%) et des mesures de prévention liées a 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 a 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 1'incidence des HAP et des PAVM ne s'est
pas réduite de maniere significative. Il n’y a pas eu d’impact sur la durée d'hospitalisation liée
aux HAP (14). Cela suggere 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 role (14).

L. 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 1’atteinte parenchymateuse, et la présence de fievre ou d’autres signes
généraux d’infection (6). L’imagerie est le plus souvent une radiographie pulmonaire mais peut
aussi €tre 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) I'intubation potentielle rend plus délicate 1’interprétation des résultats microbiologiques

(distinction entre infection et colonisation) (20)

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

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

Des scores de probabilité ont été établis, notamment le score CPIS (Clinical Pulmonary
Infection Score : Tableau 1), mais il ne fait pas ’'unanimité (5). Si le score CPIS est supérieur
a6 ; il est en faveur d’une pneumopathie. Cependant, il n’est pas recommandé de 1’ utiliser pour
le diagnostic initial de pneumopathie (8). Les recommandations internationales et francaises
s’accordent sur le fait que les criteres diagnostiques cliniques sont a privilégier. Les dosages de
marqueurs biologiques d’inflammation (CRP, PCT) ne sont pas recommandés pour le

diagnostic de pneumopathies (3).

Tableau 1 : Score CPIS (un score supérieur a 6 est évocateur d’une PAVM)

0 points 1 point 2 points
Temperature, *C 23B5-5384 238 5-5389 2390 or 360
Laeukocyte count, mm® 24 000 — =11,000 <4 000 or =11,000 =4 000 or =11,000

=50% immature forms
Tracheal secretion na tracheal secretion non-purulent tracheal purulent tracheal
secrafion secretion

Oxygenation: PalJFIO., =240 or ARDS" =240 and no ARDS"®
mm Hg
Chest x-ray no infilirates diffusa infiltrates localized infiltrates

" see Table & for definition of ARDS

La stratégie diagnostique retenue en France par la société francaise 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 prélévement au niveau de I’arbre
respiratoire pour mettre en évidence un ou des microorganismes pathogenes. Apres la

réalisation du prélevement, il faut débuter un traitement antibiotique probabiliste. Si le
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prélevement revient négatif, et que la suspicion initiale n’était pas élevée, il est possible
d’arréter 1’antibiothérapie (4). L’antibiothérapie doit €tre systématiquement adaptée a la
documentation microbiologique (2), (4), (16). Le résultat microbiologique joue donc un rdle

majeur dans 1’antibiothérapie des pneumopathies nosocomiales.

1. 2-2. Diagnostic microbiologique actuel

Le diagnostic de pneumopathie repose sur un faisceau d'arguments cliniques,
radiologiques et biologiques. L'examen microbiologique de prélevements 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 agée ou le patient immunodéprimé.

On distingue deux grands groupes de virus :

1) les virus a tropisme respiratoire primaire (Groupe 1) dont la cible est les cellules
ciliées de la muqueuse respiratoire et qui provoquent des symptomes localisés aux voies
aériennes. Le plus fréquent est le virus Influenza (2).

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

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

> Prélevements

Le choix du mode de prélevement se fait en fonction de 1’état de gravité du patient et
des pratiques du service ou il est hospitalisé. Un pathogene est retrouvé dans environ 70% des
cas de PAVM (40 a 90% selon les réanimations) (4). Le type et l’'interprétation des
prélevements nécessaires a la documentation microbiologique des HAP et des PAVM est
toujours un sujet a controverse (5). En effet une différence majeure entre les recommandations
de I’ERS/ESICM/ESCMID/ALAT et de I'IDSA/ATS est la méthode d’obtention des

prélevements respiratoires pour le diagnostic microbiologique. Les recommandations
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Américaines sont en faveur de prélevements non invasifs (aspiration endo-trachéale), alors que
les recommandations Européennes sont en faveur de prélevements distaux (lavage broncho-

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

Les grands types de prélevements 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 I’aide d’un kinésithérapeute, apres rincage buccodentaire a 1’eau stérile, lors
d’un effort de toux. Sauf cas particulier (échec du traitement empirique et impossibilité d’un
examen sous fibroscopie), I’examen doit étre 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’apres un examen direct permettant de confirmer la bonne qualité du
prélevement. Seuls les ECBC purulents (>25 leucocytes par champ) et de préférence non

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

-L’aspiration trachéo-bronchique

C’est un examen qui peut €tre réalisé sans fibroscopie chez les patients intubés. On
préleve alors les sécrétions trachéales au niveau du tube d’intubation. Les prélevements réalisés
sous fibroscopie sont probablement a 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 a chaque service de choisir le type de prélevement utilisé en routine (20).
L’aspiration trachéo-bronchique sous fibroscopie consiste en 1’aspiration des sécrétions au

niveau trachéo-bronchique.

- Le prélevement protégé distal (PDP)
Il consiste a insérer sous fibroscopie, un cathéter « protégé » que 1’on libere dans le

territoire anatomique ou réside I’infection afin de réaliser le prélevement.

-Le lavage broncho-alvéolaire (LBA)
Il consiste en I’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 prélevements a visée de diagnostic virologique, les virus a tropisme
respiratoire se multiplient dans les cellules cylindriques ciliées de 1’arbre respiratoire. Le
prélevement doit donc recueillir des sécrétions cellulaires, au niveau nasal (par écouvillonnage
naso-pharyngé) ou dans I’arbre bronchique (par des prélevement plus distaux (10). En fonction
du site de prélevement les résultats peuvent étre 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 prélevements distaux (réalisés sous fibroscopie) pour optimiser le diagnostic
bactériologique (prélevements moins susceptibles d’€tre contaminés par la flore oro-pharyngée
et ciblant plus précisément le site de I’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 I’examen microscopique apres coloration de
Gram et la mise en culture des prélevements respiratoires. Cette méthode peut se révéler longue
(48 a 72 heures) et parfois complexe. Les facteurs influengant la justesse du résultat
bactériologique sont : le type de prélevement réalisé, 1’absence d’antibiothérapie préalable, la
rapidité du transport et de la prise en charge par le laboratoire (10). L’analyse bactériologique
peut parfois étre complexe si le prélevement est polybactérien ou contaminé par la flore oro-
pharyngée. Il est possible d’utiliser des géloses sélectives qui permettent d’isoler des
pathogenes 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 1’absence de bactéries pathogenes

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 I’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 a ensemencer les milieux de cultures, apres une
éventuelle dilution, sur différents milieux gélosés. L’ensemencement est calibré, c’est-a-dire
que chaque milieu de culture est ensemencé avec une quantité précise de prélevement 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 apres lecture des cultures.
Du fait de la non stérilité des prélevements 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 apres le prélevement, mais les premieres identifications bactériennes peuvent étre

disponibles 12h apres le prélevement.

> 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 intérét a 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
I’heure actuelle son utilisation se développe afin de détecter tous les pathogenes possiblement

impliqués dans un processus infectieux (tests syndromiques) (23)
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Avant de réaliser la PCR une extraction et une purification de I’ADN présent dans
I’échantillon biologique est nécessaire. Cette étape est délicate et nécessite des précautions

importantes pour éviter toute contamination.

La PCR permet ensuite 1I’amplification des extraits purifiés d'ADN : une suite de cycles
chacun composé de 3 étapes qui se déroulent a des températures différentes : la dénaturation,
I’hybridation et 1I’élongation. Les cycles se répetent en boucle environ 20 a 40 fois en fonction
du type de PCR. La réaction nécessite des amorces spécifiques qui encadrent la région d'ADN
que I'on cherche, des enzymes pour synthétiser I’ADN (Taq polymérase) et des acides

nucléiques, ainsi qu’un thermocycleur (24).

1) La dénaturation consiste a séparer les deux brins d’ADN et se déroule a 95°. A cette
température, I’ 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 a partir des amorces. Elle se
déroule a 72° et utilise une enzyme synthétisant I’ADN a partir d’acides nucléiques (ADN

Polymérase).
Apres un certain nombre de cycles (dépendant de la quantité d’ ADN recherchée présent

dans le prélevement), I’amplification de I’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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Figure 1 : Représentation schématique d’une réaction de PCR

Pour chaque PCR, il existe des controles permettant de vérifier le bon déroulement de
la réaction : généralement un controle d’amplification pour vérifier que 1’amplification a bien
eu lieu et un contrdle 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 a 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 méme 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
a 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
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réactions non spécifiques (par des interactions amorces-amorces) qui interferent avec

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

La PCR «nichée » ou «par polymérase emboitée » se révele particulierement
intéressante dans le cas des PCR multiplex. Elle permet de réduire la quantité de produits non
spécifiques (due a la liaison des amorces a 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 a l'aide de deux couples d'amorces : une premiere PCR avec une paire d'amorces dites
« externes », pour amplifier spécifiquement la région d’ ADN recherchée. La deuxieme PCR est
réalisée avec une seconde paire d'amorces dites «internes» permettant d'amplifier
spécifiquement une séquence révélée par le couple d’amorces « externes ». Grace a la premiere
étape, le risque de liaison de cette seconde paire d'amorces a des sites incorrects est limité, et le
produit de cette seconde PCR est tres peu contaminé. Les produits du second cycle peuvent €tre

détectés par une PCR quantitative ou a point final.

PCR quantitative/en temps réel et courbes de fusion.

La PCR quantitative est une méthode particuliere de PCR permettant de mesurer la
quantité initiale d'ADN cible présent dans le prélevement. Elle est basée sur la détection de
I’émission de fluorescence lors de 1’amplification de ’ADN. Ce signal est proportionnel a 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 I’automate).

2) Phase exponentielle de croissance : la quantité d’ADN amplifi€¢ génere un signal fluorescent

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

3) Derniere étape correspondant a une phase de plateau : Le systeme 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 I’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).

+ concentré - concentré

Intensité de fluorescence

}Eruit de fond

—
Uy
L
w
fa=t
(¥ =
%)

Nombre de cycles

Figure 2 : Schéma de la réaction de PCR

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 I’ADN présent dans le
prélevement. Cette gamme est réalisée a partir de « standards » (échantillons dont on connait a
I’avance la quantité d’ ADN). Ces « standards » sont inclus dans la méme réaction de PCR que
I’échantillon test. On compare ensuite le Ct de I'échantillon étudié avec les résultats des

échantillons de la gamme et on obtient ainsi une quantification (Figure 3).
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Figure 3 : Représentation simplifiée de la quantification d’une PCR quantitative

Il existe deux outils principaux qui permettent une émission de fluorescence lors de
I’amplification de I’ADN : les agents intercalants et les sondes d hybridation :

1) Les agents intercalants (par exemple SYBR green) sont des molécules dont
I'émission de fluorescence augmente lorsqu'elles sont liées a ' ADN double brin. Leur liaison a
I'ADN double brin n'est pas ciblée.

2) Les sondes d’hybridation vont se lier spécifiquement a 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
transfere son énergie au fluorochrome suppresseur voisin qui dissipe 1'énergie sous forme de
chaleur. Lors de 1'élongation (donc de I’amplification), la Taq polymérase déplace la sonde et
I'hydrolyse. Le reporter est alors libéré permettant ainsi I'émission de fluorescence qui augmente

a chaque cycle proportionnellement aux taux d'hydrolyse de la sonde. L’activité de la Taq
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polymérase étant spécifique de 1'ADN double brin, les sondes libres en solution demeurent

intactes et aucune fluorescence n'est émise (20).

Une courbe de fusion au cours de la PCR en temps réel, est une étape supplémentaire a
la fin des cycles d'amplification. Elle est nécessaire lors de l'utilisation d'agents intercalants.
Elle permet de controler 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 ' 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 1'évolution de la fluorescence lorsque la
température augmente (seule I’ADN dissocié produit de la fluorescence). On fait donc
l'acquisition de l'intensité de fluorescence en continu a une température variant de 45°C a 75°C
par palier de 0.1°. Cela permet de différencier les produits de la PCR et de vérifier que I’on a

bien amplifié une des cibles recherchées.

1. 3. Antibiothérapie

La précocité de I'introduction d’un traitement antibiotique adapté est un enjeu majeur
dans la guérison et le pronostic d’une pneumonie bactérienne (4). De plus, 1’épargne
antibiotique est un enjeu majeur de santé publique, particulicrement chez les patients de
réanimation tres exposés au risque de portage de bactéries multi-résistantes. La mise en place
de nouvelles méthodes diagnostiques permettant la détection plus rapide de bactéries
pathogenes au sein de prélevements 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 a I'hopital.

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 pathogenes 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 a une antibiothérapie

probabiliste de spectre étroit, ou s'il faudra couvrir d’emblée des bactéries plus résistantes.
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Les pneumonies acquises a 1’hopital ont été séparées en deux groupes en fonction de la
durée d’hospitalisation précédant la survenue de la pneumopathie. En effet 1’étiologie
bactérienne peut varier en fonction de la durée d’hospitalisation et donc 1’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-dela 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 hopitaux ou il existe une forte proportion de BMR et BHR (3). Chez les
patients de réanimation la prise en compte de cette distinction peut €tre associée a une

surconsommation d’antibiotiques a large spectre (28).

1. 3-1. Antibiothérapie probabiliste

A T’heure actuelle, la premiere antibiothérapie est probabiliste, c’est-a-dire qu’elle est
initiée sans aucune documentation microbiologique de I’épisode aigu. Une antibiothérapie
probabiliste est considérée adaptée si elle est introduite de maniere précoce par rapport au début
de I'infection et si le spectre de 1’antibiotique couvre la ou les bactéries responsable(s) de
I’infection (28). Le début de I’antibiothérapie a un impact majeur sur la guérison, en raison
notamment de la prolifération du pathogene dans le poumon et de 1’inoculum bactérien. En
effet, méme si le germe est résistant in vitro, 1’antibiotique pourra avoir une action partielle in
vivo en fonction de I’espece bactérienne, de I’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 étre peu spécifiques et les
résultats microbiologiques sont disponibles apres plusieurs jours, alors que ce sont les premieres

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

Le choix de I’antibiothérapie probabiliste prend en compte les facteurs de risque
d’infection par des bactéries multi-résistantes aux antibiotiques, ¢’est-a-dire principalement les
entérobactéries productrices de béta-lactamase a spectre étendu (E-BLSE), le Staphylococcus

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

pénicillines associées aux inhibiteurs de béta-lactamase) :

Ce sont principalement les bactéries produisant une béta-lactamase a spectre étendu.
Plus rarement cette résistance est liée a une hyperproduction de céphalosporinase. L’HAS a en
2019 mis a jour ses recommandations pour identifier les patients a risque. Les facteurs de risque
sont : I’exposition a 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 a entérobactérie résistante aux C3G dans les 3 mois ;
un voyage a I’étranger dans les 3 mois dans les zones géographiques connues a risque
(notamment le sous-continent Indien, 1’ Asie du Sud-Est, le Moyen-Orient et I’ Afrique du Nord,

le Bassin Méditerranéen) (30).

En France le portage rectal de bactéries BLSE en réanimation en 2018 a été estimé a
21,7% (31). La probabilité d’étre porteur augmente avec la durée d’hospitalisation. Parmi les
porteurs de E-BLSE, on estime qu’environ 10% vont développer une infection a E-BLSE. Un
portage de E-BLSE n’est donc pas synonyme d’infection a ce type de bactérie et une stratégie
d’antibiothérapie uniquement basée sur des dépistages positifs peut amener a une

surconsommation d’antibiotiques (32).

La principale option thérapeutique pour les infections a E-BLSE est 1’utilisation d’un
carbapéneme. En cas de pneumonie avec colonisation a E-BLSE, qu’elle soit rectale ou
respiratoire, un carbapénéme (imipéneme ou méropéneme) est recommandé en cas de signes
de gravit¢é ou d’immunodépression, et en 1’absence de ces critéres, une bithérapie sans
carbapéneme mais comprenant I’amikacine est possible (30). Par définition, les pneumonies
admises en réanimation présentent des signes de gravité. Afin de ne pas utiliser les
carbapénemes avec une fréquence importante, 1’utilisation du dépistage rectal de BLSE peut
étre 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 a BLSE.

2) SARM (résistance a toutes les béta-lactamines sauf la ceftaroline et le ceftobiprole et

tres fréquemment associée a une résistance aux fluoroquinolones).
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La résistance est rare en France (<10%) (10). Elle doit surtout &tre prise en compte en
cas d’antécédents d’infection ou de colonisation a SARM. Le linézolide est la molécule de

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

3) P. aeruginosa

Cette bactérie doit étre prise en compte en cas de pneumonie précoce avec facteur de
risque de P. aeruginosa (BPCO sévere, dilatation des bronches, mucoviscidose ou colonisation
antérieure a P. aeruginosa) ou d’infection tardive (> 5 jours) (30). Les molécules de choix sont

le céfépime, la ceftazidime ou la pipéracilline-tazobactam.

4) Bacilles a Gram négatif producteurs de carbapénémase

Ils sont encore tres rares en France, mais le nombre d’infections a 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, apres avis spécialisé (30).

Le choix d’antibiothérapie probabiliste est aussi fait en fonction de la durée de
ventilation et d”hospitalisation préalable a I’infection, et tient compte de I’épidémiologie locale
d’antibiorésistance (33). Il est absolument nécessaire d’établir une épidémiologie locale pour
chaque centre de réanimation et de la mettre a jour régulierement. Cela permet d’ajuster
I’antibiothérapie probabiliste le plus étroitement possible et de la centrer sur les pathogenes
locaux (3). Parfois la décision d’antibiothérapie probabiliste est prise avec 1’aide de I’examen

direct réalisé sur un prélévement respiratoire profond.

1. 3-2. Antibiothérapie adaptée

Lorsque la pneumonie est documentée, la durée recommandée de 1’antibiothérapie est
de 7 jours si l’antibiothérapie probabiliste était adaptée (4). Elle est prolongée si
I’antibiothérapie probabiliste n’était pas adaptée. En cas d’évolution défavorable,
d’immunodépression sévere, d’empyeme, de pneumonie nécrosante ou abcédée, elle est

prolongée de 14 jours, voire 6 semaines en cas d’abces (6).
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Lorsqu’une pneumonie associée aux soins est documentée bactériologiquement il est
indispensable d’adapter 1’antibiothérapie. Cette adaptation doit €tre systématique méme pour
quelques prises (4). Dans les pneumonies documentées a 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 a toutes les
quinolones. Dans les cas d’hyperproduction de céphalosporinase et sans production de BLSE,
il faut utiliser de préférence le céfépime a un carbapéneme (29). Il n’existe pas de données dans
la littérature permettant d’émettre des recommandations sur I’utilisation de la témocilline et du
cotrimoxazole comme alternative aux carbapéneémes pour les pneumonies a E-BLSE. Leur

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

Les nouvelles béta-lactamines ceftazidime-avibactam (CZA) et ceftolozane-tazobactam
(C/T) sont a réserver en derniere option comme alternative aux carbapénemes (30). Elles
peuvent avoir un intérét sur les bactéries productrices de BLSE et carbapénemase (KPC) et les
P. aeruginosa résistants aux carbapénemes. Elles ont montré une non-infériorité par rapport au

méropéneme dans les pneumopathies nosocomiales (34) (35).
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Partie II : Etude Oracle-phase 1 et présentation du panel
Pneumonia plus (FilmArray®)

I1. 1- Description de I’étude Oracle-phase 1

II. 1-1. Protocole de 1’étude

Ce travail de these s'appuie sur 1’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 sévere
acquise a I’hopital. 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 briilés. Ces unités étaient réparties dans deux centres du CHU de
Nantes (Hotel Dieu et Hopital Nord Laénnec) distants d’environ 10 kilometres. 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

I’étude.

Les criteres 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 : fievre,
sécrétions purulentes, hyperleucocytose

- une nouvelle image ou une modification de 1’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
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plus tard (=J3), généralement sans fibroscopie bronchique. Au total, 237 prélevements

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

Les prélevements étaient pris en charge selon la procédure habituelle du laboratoire et
il était effectué un test PPFA en parallele. Le résultat de ce test n’était pas communiqué aux
cliniciens, ni aux biologistes. Les prélevements arrivés en dehors des heures ouvrables du
laboratoire étaient pris en charge le lendemain et conservés a température ambiante. L’ objectif
principal de cette premiere phase était d’étudier la concordance microbiologique entre le PPFA

(FilmArray®) et la culture bactérienne standard.

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

Le FilmArray® est un dispositif automatisé de diagnostic in vitro destiné a 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® contrdle le fonctionnement de

I'automate, collecte, analyse et conserve les données générées par 1'automate.

Chaque cassette contient tous les produits de la réaction (sous forme lyophilisée). Ainsi
la combinaison de I’extraction, la purification des acides nucléiques et les réactions de PCR
(36) se font dans un systeme fermé, cela permet de limiter le risque de contamination (24). Ce
systeme de cassette confere une adaptabilité au FilmArray® (intégration possible de nouvelles
cibles) et la possibilit¢ d’avoir différents panels (respiratoire, méningé...) sur un méme

automate.

La technologie FilmArray® combine PCR multiplex et « nichée » avec la possibilité
d’une quantification en utilisant la technologie des puces a ADN. La puce a ADN (DNA
microarray), consiste en un support rigide (verre ou nylon) de quelques centimetres 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 facon réversible sous 1’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 I’hybridation se fait de maniere spécifique. Apres 1’hybridation on peut

réaliser une PCR quantitative afin de refléter la quantité initiale des cibles dans 1’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 a 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) Premicre 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 premicre PCR dans les puits de
réaction ol se situent les puces a ADN (chaque puits contient des amorces spécifiques d’une

cible).

4) Deuxieme étape de la PCR « nichée » avec amplification des produits de la premiere

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

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

spécificité.

Sample 1 2
Injecticon 4+5 Vi ater
Port DMNAJREMN.A Injection
Purification | g = = 3 |

SN | L/;< E—
,/l::nlute 1 00x Y 4 L
e o o ‘ﬁk.:—) ‘>—

PCR 1 PCR 11

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

- Le RNA Process Control (Schizosaccharomyces pombe). 11 permet de vérifier le bon
déroulement de toutes les étapes de 1’analyse (contrdle d’amplification).
- Le QSM - Quantified Standard Materia. Acide nucléique qui est traité avec 1’échantillon et

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

Les résultats des controles doivent étre valides (« Passed ») pour que le logiciel du
FilmArray® rende le résultat. Il n’y a pas de controle négatif car les réactions de PCR se
déroulant dans un circuit fermé, il y a, a priori, peu de risque de contamination. En cas d’échec
d’un test il est conseillé de le relancer (le fournisseur s’engage a ne pas faire payer les tests en

échec).

Le PPFA peut détecter 18 bactéries (dont 3 bactéries intracellulaires), 9 virus et 7 genes
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 grace a la PCR
quantitative Les bactéries intracellulaires et les virus sont rendus de maniere qualitative. Les
virus détectés sont les principaux virus a tropisme respiratoire : rhinovirus/entérovirus, Virus
influenza A et B, coronavirus (especes 229E, OC43, HKUI, 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 a une infection chez des patients

immunodéprimés.

Les principaux pathogenes 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 a I’amoxicilline-acide clavulanique.
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Tableau 2 : Cibles du Pneumonia plus (FilmArray®)

15 bactéries avec numération semi-

quantitative (10%, 10°, 10°, and > 10’ copies 3 bactéries atypiques
ADN/ml)
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, 0C43, 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
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La semi-quantification dont 1’unité est la copie/ml est décrite par le fabricant Bio
Meérieux® comme « analogue » a la semi-quantification de la culture. Les intervalles de la
quantification sont représentés sur la Figure 5. Ainsi de I’ADN bactérien quantifié a 103
copies/ml peut étre rendu positif par I’automate. Ce seuil est bien inférieur au seuil de
significativité des aspirations trachéo-bronchiques (10° UFC/ml), mais aussi des LBA (10*

UFC/ml).

Intervalles de quantification
FA Pneumonia

035 ‘]045 1055 1065

Non déterminé ---- ~10"° copies/mL

| [ |

. . I
Réstelssemic ||\ | 100 | 10% | 10%6 | 210M7
quantltaltlfT rqppc[thes | || copiesiml || copesiml || copiesimL. || copiesiml. |
par le logicie . I [ 1 ( |

Figure S : Intervalles de quantification du PPFA

Parmi les 7 genes de résistance détectés, 6 concernent des bactéries a Gram négatif. Si
un geéne de résistance est détecté sans bactérie correspondante, celui-ci ne sera pas signalé par
I’automate (par exemple, un gene codant pour une BLSE produite par une entérobactérie hors
panel, ne serait pas rendu si aucun BGN n'est détecté dans 1'échantillon). De plus, en cas de
prélevement polybactérien, lorsqu'un geéne de résistance (BLSE ou carbapénemase) est
identifi€, on ne sait pas quelle espece bactérienne porte la résistance. Dans le Tableau 3 figurent
les genes de résistance détectés par le panel et les bactéries concernées par ces résistances.
L’existence de carbapénemase OXA-48 et ses apparentés n’a pas €té décrite pour les genres

Acinetobacter et Pseudomonas (38).
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Tableau 3 : Génes codant pour des résistances bactériennes et bactéries correspondantes ciblées par
le PPFA (données fournisseur).

Classe de Carbapénémase p-lactame
fERince (méticilline R)
Génesde CTX-M KPC/VIM/IMP/  Oxa-48-like mecA/C et MERJ
résistances NDM
Acinetobacter calcoaceticus -baumannii  Enterobacter cloacae Staphylococcus
complexe complexe aureus
Enterobacter cloacae complexe Escherichia coli
Bactéries Escherichia coli Klebsiella aerogenes
concernées Klebsiella aerogenes Klebsiella oxytoca
Klebsiella oxytoca Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae groupe groups
Proteus spp. Proteus spp.
Pseudomonas aeruginosa Serratia marcescens
Serratia marcescens

La recherche de la résistance a la méticilline chez S. aureus est basée sur la détection de
3 composants différents : la présence de S. aureus dans le prélevement, la présence d’un gene
mecA ou mecC et la présence d'une région spécifique de la cassette SCCmec (MREJ) liée au
génome de S. aureus. La résistance a la méticilline est rendue seulement si les 3 composants
sont détectés (Tableau 4). Ce test combiné permet d’éviter certains faux positifs, car les genes

mecA/C peuvent étre présents chez les staphylocoques a coagulase négative (39).
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Tableau 4 : Détection de SARM par le PPFA

Résultat du test mec A/C | Résultat du test S. Mec A/C | MREJ]
et MREJ du Pneumoplus | aureus du
(FilmArray®) Pneumoplus
(FilmArray®)
Détecté Détecté + +
Non détecté Détecté + -
Non détecté Détecté - +
Non détecté Détecté - -
N/A Non détecté +/- +/-

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-a-dire que la
préparation de la cassette doit étre réalisée sous hotte a flux laminaire, avec des gants. Il n’y a

pas de prétraitement de 1I’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) Prélevement de 1'échantillon respiratoire a I'écouvillon pendant au moins 10 secondes,
3) Déchargement de 1’écouvillon dans une solution tampon,

4) Injection de cette solution dans la cassette,

5) Introduction de la cassette dans I’automate,

6) Démarrage du test.
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Insérer la cassette iniecter Ia solufi Ajouter le tampon iniech Insérer la cassette
dans la station "‘i?hig atsa':].“ 0N} de Iéchantillon et e "dectf"r dans Pinstrument
de chargement N ['échantillon Sl et lancer l'analyse

Figure 6 : Préparation d'une cassette FilmArray®

Rendu du résultat par I’automate :

FilmArray® 1 55 $ e
Pneumonia Panel plus - IVD

A DIOMERIEUX COMPANY

810 el 0
191272131 07 May 2019 2:54 PM
BAL v3.3 19412470
Pneumoplus v2.0 379118
Passed Sophie Gibaud (SG)
Completed 2FA00264
PDele D
Bacteria
Bin (copies/mL)
Bin A A A s=40A
(copies/mL) ”10.4. 10...5 10.6.. 2107
Detected: ¢ 106 Klebsiella pneumoniae group TN

Note: Detection of bacterial nucleic acid may be indicative of colonizing or normal respiratory flora and may not indicate the causative agent of
pneumonia. Semi-gquantitative Bin (copies/mL) results generated by the FilmArray Pneumonia Panel plus are not equivalent to CFU/mL and do not

& consistently correlate with the quantity of bacterial analytes compared to CFU/mL. For specimens with multiple bacteria detected, the relative
abundance of nucleic acids (copies/mL) may not correlate with the relative abundance of bacteria as determined by culture (CFU/mL). Clinical
correlation is advised to determine significance of semi-quantitative Bin (copies/mL) for clinical management.

Antimicrobial Resistance Genes

Detected: « CTX-M

Note: Antimicrobial resistance can occur via multiple mechanisms. A Not Detected result for a genetic marker of antimicrobial resistance does not
indicate susceptibility to associated antimicrobial drugs or drug classes. A Detected result for a genetic marker of antimicrobial resistance cannot be
definitively linked to the microorganism(s) detected. Culture is required to obtain isolates for antimicrobial susceptibility testing and FilmArray
Pneumonia Panel plus results should be used in conjunction with culture results for the determination of susceptibility or resistance.

Atypical Bacteria

Detected: None

Viruses

Detected: ¢ Parainfluenza Virus

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 1’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 a la numération 10, avec un géne de
résistance blactx-m, ainsi qu’un virus para influenza. Aucune bactérie atypique n’a été

détectée.

II. 1-3. Prise en charge des prélevements 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 francaise de microbiologie et du CA-SFM/EUCAST).

Premieére étape : examen microscopique

Dans les premieres heures suivant I’arrivée du prélevement au laboratoire, on réalise un
étalement d’une partie de 1’échantillon sur une lame de microscope, que ’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 caractere purulent ou non du prélevement). Cet examen, dont
le résultat est connu quelques heures apres le prélevement, donne une premiere indication sur

les bactéries présentes dans le prélevement.

Deuxiéme €tape : ensemencement

L’ensemencement des prélevements doit étre effectué, le plus rapidement possible apres
I’arrivée au laboratoire. Pour chaque milieu de culture 10 uLL sont ensemencés, sans dilution
pour les LBA ou apres dilutions pour les AT (premiere dilution 1 :1 avec du fluidifiant puis une

deuxiéme 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 chromogene est ensemencée pour les
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LBA. Les milieux ensemencés sont ensuite incubés dans des étuves a 37° sous 5% de CO»

pendant au moins 48h.

Troisieme étape : lecture des cultures et interprétations des antibiogrammes

Chaque gélose étant ensemencée avec 10uL d’échantillon, 1 colonie bactérienne
correspond donc a 102 UFC/ml si I’ensemencement est fait sans dilution (Annexe 3). L’UFC
est 1'unité permettant de dénombrer les bactéries. Une UFC correspond a une colonie

bactérienne.

La lecture des milieux s’effectue apres 1 a 2 jours de culture. Un antibiogramme est
réalisé sur les bactéries reconnues comme pathogenes 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 1’antibiogramme est a I’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 étre effectués : détection des BLSE (Mastdiscs ™ D68C), détection de
carbapénémase (CORIS BioConcept RESIST-3 O.K.N. immuno-chromatographic, des PCR
maison détectant les geénes blaxpc, blaoxa-4s, blavim, blanvp and blanpm), détection de la

résistance 2 la méticilline (Alere™ PBP2A culture colony test et/ou BDMAX™ StaphSR).

> Analyse virologique :

En cas de demande du réanimateur il était réalis€¢ une PCR multiplex (Fast-track
Diagnostics™). Cette PCR a pour cibles : influenza A et le sous type HIN1, influenza B, le
rhinovirus, les coronavirus NL63, 229E, OC43 et HKUI, 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. 11 était aussi possible de

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

I1. 2- Analyse des résultats

Nous allons nous intéresser a 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 ™ 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 pathogene 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 1’était pas avec
I’autre et un prélevement était considéré comme polybactérien quand au moins deux bactéries

pathogenes étaient signalées.

Le seuil de significativité des cultures était fixé & 10° UFC/ml pour les AT et 10* 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 10* copies/ml dans les AT,
pour mieux correspondre au seuil de significativité des cultures, fixé & 10° UFC/ml dans ces

prélevements.

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 a partir

du prélevement ou des cultures.

Nous avons déterminé a posteriori si le résultat du PPFA aurait modifié 1’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 facon multidisciplinaire avec des réanimateurs, infectiologues et microbiologistes

(Annexe 5).
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Partie III- Résultats

II1. 1- Caractéristiques de la population et des prélevements

Les 100 patients inclus dans 1’étude pré-oracle présentaient a 67 % une HAP tardive
avec un temps médian de séjour a I’hopital de 5 jours avant le diagnostic. (Tableau 5). 87/100
patients ont présenté un tableau de PAVM. 40 patients avaient recu des antibiotiques dans les
3 mois précédant le premier prélevement et 25 étaient sous antibiothérapie au moment du
premier prélevement. 81% des patients étaient des hommes. L’age 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%).

Tableau 5 : Caractéristiques de la population

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 5
pneumonie, jours
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 regus dansiles 90 jours précédant la 40 (40%)
pneumonies, n (%)
Antibiothérapie avant les prélevements J1, n (%) 25 (25%)
Déces au cours du séjour en Réanimation n (%) 21 21%)
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Nous avons recu 237 prélevements : 82 AT J1, 76 LBA J1 et 79 AT J3. Seuls 46% des
patients ont été prélevés 3 fois. Chez 58 patients, les deux prélevements de J1 ont été réalisés

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

LBA + AT
12%

Figure 8 : Prélevements recus par patient (n=100)

I11. 2- Comparaison des techniques de routine et du PPFA : Résultats
bactériologiques.

II1. 2-1. Prélévements positifs et polybactériens

> Résultat PPFA :

Indépendamment de la numération, le PPFA retrouvait au moins une bactérie dans 183
(77,2 %) des prélevements (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

prélévement. En appliquant un seuil de 10° copies/ml pour les AT (17 AT avec seulement des
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bactéries a 10* copies/ml), 166/237 (68,7%) prélévements 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 103
copies/ml pour les bactéries dans les AT). La détection de plusieurs pathogenes (virus et/ou
bactérie(s)) par prélevement 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 I’absence de seuil, la détection de plusieurs
pathogenes par prélevement 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 (> 10> 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 prélevements, dont 37/58 (63%) polybactériens. En appliquant un seuil de 107
copies/ml, 49/79 (62%) prélevements étaient positifs dont 25/49 (51%) polybactériens.

» Résultats des cultures

La culture bactérienne a permis d'identifier au moins une bactérie pathogene dans
140/237 prélevements (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 li€s a I’absence complete de pousse bactérienne. Cette
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différence est donc probablement liée a 1’antibiothérapie initiée apres les prélevements de J1
(Figure 10).
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Figure 9: Nombre de bactéries signalées en fonction du type de préléevement
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III. 2-2. Especes 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

prélevements positifs a Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex.

Bacilles non
fermentants
6%

S. aureus

Flore oro-pharyngé
20%

(H. influenzae, S.
pneumoniae, B.
catarralis...)
39%

Enterobactéries
35%

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

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 1i€ a S. maltophilia

(4 prélevements chez 3 patients).
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Figure 12 : Bactéries retrouvées en Culture a J1 et J3

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
prélevements confondus (89 prélevements avec le FilmArray® vs 47 prélevements pour la
culture). Seulement 52% (46/89) des H. influenzae retrouvés avec le PPFA 1’ont été aussi en
culture (Figure 13). En ce qui concerne les autres especes les plus détectées (S. aureus, E. coli,
S. pneumoniae et K. pneumoniae), les discordances observées entre les deux méthodes, étaient

aussi liées a une non détection en culture, de bactéries identifiées par le PPFA.
Les discordances étaient moindres pour les entérobactéries que pour les autres especes

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

(H. influenzae, S. pneumoniae) (Figure 13).
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Figure 13 : : Proportion des bactéries positives en FilmArray® détectées en culture, pour les
especes les plus fréquemment identifiées (au moins 20 prélevements positifs avec les deux
techniques).

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 pathogene 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 especes, de

88 a 100 % pour les LBA et de 82 a 100 %. Seulement trois especes bactériennes du panel
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avaient un OPA inférieur a 95% : H. influenzae, S. aureus dans les LBA et K. oxytoca dans

les LBA.
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Figure 14 : Bactéries retrouvées a J1 et J3 (PPFA et culture)

III. 2-3. Analyse des discordances

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

19% des prélevements retrouvaient au moins une bactérie seulement avec le PPFA. Avec un
seuil de 1075 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 107 était appliqué

aux AT.
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Figure 15 : Répartition des prélevements (n=237) positifs et négatifs dans les deux techniques
(pas de seuil) (FA : FilmArray®, C : culture)

FA -/C-
29%

Figure 16 : Répartition des prélevements (n=237) positifs et négatifs dans les deux
techniques (seuil 105 copies/ml) (FA : FilmArray®, C : culture)
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ORésultat concordant M Résultat discordant

56 57 58

AT J1 LBA AT J3

Figure 17 : Pourcentage de résultats discordants par type de préléevement

La plupart des discordances entre les deux techniques étaient liées a la présence d’une
bactérie supplémentaire avec le PPFA. De ce fait, plus un prélevement était complexe (c’est-a-
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).

65

H Discordance O Concordance

46
42

31
27

7
3
- —

Négatif 1 Bactérie 2 Bactéries > 3 bactéries:

Figure 18: Nombre de prélevements 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
I’identification d’autres bactéries dont la pousse pourrait étre empéchée. C'est particulierement
vrai, en cas de prélevements contenant des entérobactéries. L'espece P. mirabilis peut en
particulier, envahir les milieux de culture en quelques heures a partir d’une seule colonie. Il est
dans ce cas tres complexe d’identifier d’autres bactéries présentes dans le prélevement

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

Cela représentait 28/69 discordances a J1. 10 de ces discordances ont été résolues apres
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 a la premiere lecture ou non

rendus car en quantité moindre.

2- Prélevements polybactériens sans bactérie dominante (> 3 bactéries retrouvées avec
le PPFA ou contaminés par de la flore oro-pharyngée). Pour ce type de prélevement,
I’identification de toutes les bactéries présentes peut-étre complexe et/ou jugée inutile par le

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

3- Bactéries avec une numération faible en FilmArray ®. Nous avons constaté que la
numération en copies/ml ne correspondait pas exactement a 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 a J1 correspondaient a des
bactéries détectées en faible quantité avec le FilmArray® (1074 ou 1075 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 prélevement et qui pourrait stériliser

les cultures. Cela représentait 2/69 discordances a J1.
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5- Présence de bactéries détectées avec le FilmArray® mais non habituellement signalés
en culture lorsque le prélevement est polybactérien : S. agalactiae et S. pyogenes. Cela

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

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

responsables de 6/69 discordances a J1.

Finalement, 4 prélevements discordants ne rentraient pas dans ces criteres. Deux
correspondaient a une probable fausse négativité du FilmArray®, puisque des bactéries du
panel ont été retrouvées en culture mais pas en technique FilmArray® (1 K. oxytoca a 10
UFC/mL dans un LBA et 1 H. influenzae 2 10° UFC/mL dans un AT J1). Deux autres étaient
probablement liées a des erreurs techniques au laboratoire de bactériologie (probleme

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

A J3, 20/33 (60%) discordances correspondaient a 1'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 prélévement.

Antibiothérapie efficace
Bactérie non recherchée

Numération faible - '

Flore

Bactérie(s) dominante(s) ou envahissante(s) _ I

0 5 10 15 20 25 30 35

Nombre de discordances

mJl I3

Figure 19: Explications des discordances a J1 et J3
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1I1. 2-4. Comparaison des résultats obtenus pour les AT et LBA couplés a J1

En appliquant le seuil de 10° copies/ml pour les AT, parmi les 58 patients avec une paire
LBA/AT aJ1, pour 46 (79,3%), le résultat du PPFA (positif ou négatif) était le méme entre les
2 prélevements. Concernant les 12 discordances, 5 étaient dues a la détection d’un pathogene
supplémentaire dans I’AT, 4 étaient dues a un pathogéne en moins dans I’AT et sur les 3
dernieres, la différence portait sur 2 pathogenes. Sans seuil, le pourcentage de concordance

entre les deux types de prélevements 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 a la présence d’au moins une bactérie

supplémentaire dans le LBA.

III. 2-5. Intérét de I’examen direct

Nous nous sommes intéressés a la corrélation entre examen direct et résultat du PPFA
(FilmArray®). L’examen direct a pu étre réalisé sur 235 prélevements. Nous avons considéré
qu’un examen direct était négatif lorsque aucune bactérie n’était rendue, ou quand seule une

flore polymorphe ou des bacilles a Gram positif étaient notifiés.

69 prélevements avaient un examen direct négatif. Le PPFA était négatif aussi pour 47
d'entre eux (si seuil de 103 copies/ml pour les AT). Les 22 autres prélevements ED-/ PPFA
(FilmArray®) + correspondaient soit a des AT J3 (9), soit a des prélevements mono-bactériens

avec une numération faible (7 avec une numération a 10*, 5 4 10° et 1 210° copies/ml).

L’un des problemes majeurs du PPFA (FilmArray®) est la non détection de certains
bacilles a Gram négatif naturellement résistant a 1’amoxicilline-acide clavulanique (bactéries
hors panel). Nous avons donc regardé si a I’aide de I’examen direct nous aurions pu prédire leur
présence. Sur les 15 prélevements avec des bactéries hors panel (Entérobactéries, S.
maltophilia, S. pseudopneumoniae), 14 examens directs retrouvaient des formes (bacilles a
Gram négatifs, cocci a Gram positif en chainettes). Pour 8 des 14 prélevements il y avait
d’autres bactéries du méme genre dans le prélevement (autres entérobactéries ou autres
streptocoques). Pour les 6 autres, les bactéries hors panel avaient été visualisées a I’examen

direct. Cela suggere qu’en I’absence de détection de bacilles a Gram négatif au résultat du
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PPFA, I’examen direct doit €tre systématiquement €tre prise en compte, spécialement quand

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

I11. 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 a 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 prélevement a été réalisé
aJl et J3, le méme virus a été retrouvé dans les deux prélevements (13/13). Pour 2 patients le
virus retrouvé a J1 I’a été seulement dans I’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 prélevement J1. Pour 33/37 (89%) des patients les résultats étaient
identiques. Tous les prélevements pour lesquels les deux techniques avaient été réalisées le

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

Toutes les discordances (n=4) étaient liées a 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 a 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 tot 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 I’AT J3
mais le LBA J1 était négatif avec le PPFA et la technique de routine réalisé sur celui-ci était

aussi négative.

54



-/+ (Routi
+/- (Filmarray +) +( ;;0 ine +)

8%

/-
67 %

Figure 20: Résultats virologiques (comparaison des techniques) (n=37)

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 I’ AT J3 (AT J1 non réalisé). La PCR multiplex Fast-track Diagnostics "™ 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
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alors que les techniques de routine ont permis une documentation microbiologique (virus et/ou

bactérie) pour 78/100 patients.

I11. 4- Antibiothérapie

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

Le PPFA a détecté quatre genes de résistance aux antibiotiques différents chez 9 patients
(9%) : mecA/C + MREIJ (2 patients), blactx-m (7 patients) soit seul (5 patients), soit associé a

un geéne de carbapénemase (2 patients) : 1 blanpm et 1 blaoxa-4s-ike.

La concordance était de 100%, entre le PPFA et la culture, pour la détection des BLSE
et des carbapénemases (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 a 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
Alere™ PBP2A, détection moléculaire i I'aide d'un autre kit (BDMAX™ StaphSR) ou test avec
un disque de céfoxitine sur plusieurs colonies. Pour ce patient le PPFA a retrouvé un S. aureus
dans I’AT J3 mais n’a pas détecté mecA/C + MREJ. Chez un deuxieme 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 prélevement retrouvant un SARM dans les suites de leur prise en

charge.

En culture, 11 entérobactéries de notre cohorte étaient résistantes aux céphalosporines
de 3°™ 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, I’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 I’ antibiothérapie initiale
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Pour analyser I’impact potentiel du PPFA sur I’antibiothérapie nous utiliserons le seuil
de significativité de 1075 pour les AT. La simulation de 1’antibiothérapie a partir des résultats
du PPFA aurait conduit a 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 dii a la présence de bactéries ayant acquis des
résistances a I’amoxicilline-acide clavulanique (2 H. influenzae et 2 E. coli : par production de
pénicillinase de haut niveau ou par modification des PLP). Ces résultats suggerent que
I'utilisation de céphalosporine de 3°™ génération peut étre discutée lors de la présence
d’entérobactéries des groupe 1 ou 2 ou d’H. influenzae. Pour les 3 autres patients des bactéries
a Gram négatif naturellement résistantes a 1’amoxicilline-acide clavulanique et non détectées
par le panel (M. morganii/H. alvei/ S. maltophilia) étaient présentes en cultures. Nous avons vu
que I’examen direct peut étre une aide pour la détection précoce de la présence de ces bactéries
dans le prélevement si aucun autre bacille a Gram négatif n’est présent. Nous suggérons donc
de porter une attention importante a cet examen notamment chez des patients a risque (durée

de séjour en réanimation > a 15 jours, antibiothérapie préalable).

L’antibiothérapie prescrite en vie réelle était la méme que celle simulée chez 59/100
patients. Chez 29/100 patients I’antibiothérapie était plus large que celle simulée avec le PPFA.
Dans notre hopital ou la prévalence de BMR est faible, I’utilisation du PPFA aurait comme

principal effet de diminuer I’utilisation des béta-lactamines a large spectre (Figure 21).
Chez 6 patients 1’utilisation du linézolide (5) et de la vancomycine (1) aurait pu étre

théoriquement évitée (pas de détection de mecA/C + MREJ). Les résistances a ces antibiotiques

sont rares mais peuvent émerger si leur utilisation n’est pas limitée (40).
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Antibiothérapie de derniére ligne (Carbapénéme + Colistine/
Tigecycline...)

Carbapénéme ou nouvelles beta-lactamines (Imipéneme,
Meropénem, CZA, C/T)

Beta-lactamine couvrant P. aerugionsa et entérobactéries du
groupe |l (Céfépime)

Beta-lactamine a spectre étroit (Amoxicilline-acide clavulanique, _—

Ceftriaxone)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
M Probabiliste réelle O Pneumoplus (FilmArray®)

Figure 21: Antibiothérapies réelles et simulées avec le résultat du PPFA (pourcentage)

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 a 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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Partie IV : Discussion

Le panel Pneumonia plus (FilmArray®) combine PCR multiplex nichée et PCR
quantitative. La réalisation de ce test se fait de maniere 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 a tropisme respiratoire et des
bactéries atypiques (24). Ces techniques ont été récemment mises a 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 1’Union
Européenne) qui permettent de détecter des bactéries extracellulaires et des génes de résistance

aux antibiotiques.

Il n’existe pas a I’heure actuelle d’étude prospective publiée ayant comparé les deux
techniques. Toutefois les caractéristiques techniques des deux systémes varient sur certains
parametres. Le PPFA présente 1'intérét de fournir un résultat plus rapidement (en moyenne 75
minutes versus 4 a Sh pour le panel Curetis® Unyvero) et permet une semi-quantification
bactérienne, ainsi que la détection des principaux virus a tropisme respiratoire contrairement au
panel Curetis® Unyvero. A l'inverse, le panel Curetis® Unyvero détecte davantage de genes
de résistance (n=17) et de bactéries (n=19). Il recherche aussi la présence de Pneumocystis

Jjirovecii (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 ™). Cette comparaison a été effectuée a partir de 237 LBA et AT
collectés de maniere 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 a 1’étude étant située a 10km du laboratoire). Le délai
de rendu des résultats définitifs était de 52 a 69h pour la culture, mais des résultats partiels
(identification bactérienne) étaient le plus souvent disponibles des 12 a 24h. Le résultat de la

PCR virale multiplex était disponible dans les 12 a 24h suivant le prélevement.

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 a 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 10° copies/ml pour les AT).

Les bactéries les plus retrouvées étaient les mémes avec les deux méthodes, soit dans
I’ordre : H. influenzae, S. aureus, E. coli, S. pneumoniae, et K. pneumoniae. Les germes pouvant
étre 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 1’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 a
I’intubation et I’épisode d’HAP intervenait entre 7 et 12 jours apres 1’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, apres une durée moyenne de séjour en réanimation de 4 jours. En culture I’espece

H. influenzae a été retrouvée chez 29/100 patients (elle reste la bactérie la plus détectée).

L’espece P. aeruginosa a été retrouvée a 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 a P. aeruginosa. Les deux autres ont présenté une HAP tardive (29 jours et 6
jours). Aucun Acinetobacter spp n’a été retrouvé a J1 malgré des durées d’hospitalisation

longues avant I’épisode de pneumonie (15 patients a 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-a-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 prélevement. (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 utilis€ en routine (nous I’avons retrouvée en
réanalysant les dossiers), mais avait été dépassée par la pousse d’autres pathogenes 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 role que pourrait jouer

cette espece lorsque qu'elle est isolée au sein d'une communauté polybactérienne (47).

S. aureus est une bactérie dont le pouvoir pathogéne 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 méme facon que pour I’espece H. influenzae, nous avons obtenu des résultats

discordants pour cette espece chez 7 patients (PPFA positif et culture négative).

Ces résultats pointent la limite de la culture bactérienne, sujette a interprétation, pour la
détection des bactéries non pathogenes strictes et/ou présentes en moindre quantité parmi une
culture polymicrobienne. De plus, ils mettent en lumiere I'intérét 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 1i€ a 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 a la présence
d’ ADN bactérien en faible quantité (sous le seuil de détection de la culture) ou de bactéries non
viables dans les prélevements. 25 patients de 1’étude étaient sous antibiothérapie au moment du
premier prélevement et tous les AT J3 ont été prélevés sous antibiothérapie. Ces discordances

ne sont donc probablement pas liées a des faux positifs ou a des "amplifications non
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spécifiques" avec la technique FilmArray®. En effet, pour 14 patients avec des discordances a

J1, 1a ou les bactéries responsables de discordance(s), étaient détectée(s) par le PPFA a 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 a 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 1’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
a 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 role des
virus dans les HAP est débattu (22). L’apport du PPFA pourrait étre important, pour diminuer

la transmission intra hospitaliere ou justifier I’arrét 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 a une détection avec le FilmArray® et 1’absence de détection avec la technique
Fast-track Diagnostics ™. Pour 2 de ces discordances (2 Coronavirus) les deux techniques
avaient été effectuée a 7 et 14 jours d’intervalle, pour la 3°™ (portant sur un
rhinovirus/entérovirus) les prélevements étaient de nature différente (un écouvillon nasal versus
une AT) et réalisés a 2 jours d’intervalles. Pour la 4°™ discordance avec une technique de
routine positive et un PPFA négatif les deux recherches avaient été réalisées a 15 jours
d’intervalle. Ces discordances sur les résultats virologiques sont donc, dans notre étude, a
prendre avec des réserves (différentes dates de réalisation et/ou différents sites de prélevement).

Lorsque les deux techniques ont réalisé sur le méme prélévement, 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 a 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 Diagnostics™ mais fait partie du panel du PPFA. Devant la contagiosité, la mortalité, et
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les précautions importantes a prendre chez un patient suspect, la détection rapide de ce virus est
d’un intérét 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 1’étude de patients chez qui ’on analysait ’AT et le LBA est
intéressant (n=58). En effet, les recommandations Européennes et Américaines divergent sur la
nature du prélevement a réaliser en cas de suspicion de pneumopathie (2), (3). Dans notre étude,
les résultats des cultures étaient équivalents pour les deux types de prélevement. De méme, avec
la technique FilmArray®, nous avons constaté qu'a condition d'appliquer un seuil de 10°
copies/ml pour les AT, les résultats étaient comparables entre LBA et AT. Les AT ont plus de
risque d’étre contaminées par une bactérie commensale ou un pathogene non responsable de la
pneumopathie, mais peuvent étre réalisées plus facilement qu'un LBA. Nos données suggerent
qu'elles peuvent avoir autant de valeur qu'un LBA avec le FilmArray®, a condition de ne pas

prendre en compte les bactéries détectées a 10* copies/ml dans ces prélévements.

Un des intéréts 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 (10°, 106,
107), mais la numération était calculée de maniére approximative en culture (souvent
simplement limitée a inférieur/supérieur au seuil de significativité) ne permettant pas une
comparaison fiable. Nous avons constaté que la numération de 10* copies/ml pour les LBA
correspondait soit & des numérations de 10° / 10* UFC/ml en culture (9/22 LBA), soit & une
absence de détection en culture. En ce qui concerne les AT, les bactéries énumérées a 10*
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 a 10 copies/ml pour
les AT FilmArray® afin d’étre plus concordant avec la culture et les recommandations de la
Société Francaise de Microbiologie (Annexe 5). Néanmoins, la question des bactéries présentes
a de faibles numérations et leur role dans le processus infectieux est un sujet intéressant de
recherche pour le futur. Est-ce qu’une bactérie présente seule a une numération faible peut-€tre
responsable d’une authentique pneumopathie ? Les détections de ces bactéries peuvent-elles

amener a un sur diagnostic ou un mauvais diagnostic ? Dans notre étude, 38,9% des bactéries

63



détectées dans les AT J1 a 10* copies/ml ont été retrouvées a des numérations supérieures ou

égale a J3 en FilmArray®.

De nouvelles recherches ont récemment émergé sur la physiopathologie des HAP, car
la guérison clinique est seulement d’environ 70%. 1l 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 rdle dans le développement de la
pneumonie et la guérison. Une technologie comme le PPFA permettra probablement grace a la

détection plus large de bactéries et de virus de mieux appréhender ces interactions (47).

Toutes les résistances portées par des bactéries a 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 a 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 a Gram
négatif. Il faut toutefois garder a l'esprit que les résistances détectées par le PPFA ne sont pas
reliées a une espece (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 a 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 »).
Apres un nouvel essai, le test fonctionnait (prélevements trop muqueux ? ou cassette

défectueuse ?).

Nos résultats suggerent que le PPFA pourrait permettre de diminuer I’ utilisation de béta-
lactamines a large spectre, lors de 1’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 €tre une association amoxicilline + acide clavulanique versus 59% en vie
réelle. En simulant 1’antibiothérapie initiale nous avons constaté que 1’on aurait pu éviter

I’utilisation de béta-lactamines couvrant P. aeruginosa chez 16 patients et 1’utilisation de
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carbapénemes/nouvelles béta-lactamines chez 6 patients. Le PPFA permettrait une détection
tres précoce des BMR et des BHRe en réanimation (1h30 versus 24h pour le dépistage rectal

par culture et 48h pour la culture des prélevements 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 1’antibiothérapie. De plus, la détection de la
résistance aux antibiotiques du PPFA est limitée a la détection de résistances aux béta-
lactamines (BLSE, SARM et carbapénemase). L’adaptation de 1’ antibiothérapie nécessite un

antibiogramme plus complet avec la détection de la résistance a d’autres famille d’antibiotiques.
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Conclusion/Perspective

La recherche conventionnelle de pathogenes dans les prélévements respiratoires par
culture est d’une sensibilité limitée. Le délai de rendu des résultats est long dans les pneumonies
séveres ol I'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 I'intérét d’un outil détectant rapidement de multiples

cibles et ayant la capacité d’en intégrer de nouvelles (SARS-CoV?2).

Le panel Pneumonia plus (FilmArray®) permet une détection des principaux agents
pathogenes des pneumopathies infectieuses a 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 a large spectre. Il reste des points de
faiblesse a cette technique, comme les bactéries a Gram négatif non détectées par le panel, ou
la détection de la résistance a 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 a 10* 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 étre plus précis
dans I’identification des bactéries responsables de la pneumopathie (prélevements

polybactériens).
La deuxieme étape de I’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

I’impact clinique de I’association du PPFA avec un algorithme de décision thérapeutique.
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Annexes

Bactéries ciblées

par le Pneumoplus
(FilmArray®)

LBA

(Nombre de prélévement positifs en Pneumoplus (FilmArray®/culture)

AT

(Nombre de prélévement positifs en Pneumoplus (FilmArray®/culture)

(YA N A PPA (95% Cl) NPA (95% Cl) OPA(95%Cl) | (+/4) (+/) (/¥) (/) PPA (95% Cl) NPA (95% Cl) OPA (95% Cl)
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 a1 1 1015 99 [96; 100] 96 [95; 97] 96 [95 ; 97] 75 46 1 1108 99 [96; 100] 96 [95; 97] 96 [95; 97]

Annexe 1: PPA, NPA et OPA par bactéries a J1
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Culture (Numération en UFC/ml) Numération PPFA (en copies/ml) Total
10* 10° 10° >10’
Pas de pousse significative 22 19 8 15 64
10° 0 0 0 0 0
10* 0 0 0 0 0
>10° 0 1 15 36 52
>10° 0 0 1 12 13
>10’ 0 0 1 2 3
Total 22 20 25 65

Annexe 2: Comparaison des numérations entre les deux techniques (AT J1)
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Culture (Numération en UFC/ml) Numération PPFA (en copies/ml) Total
104 1075 1076 >1077
Pas de pousse significative 13 10 7 6 36
10? 2 0 0 0 2
103 5 2 0 3 10
>10* 2 7 12 35 56
>10° 0 0 1 2 3
>10° 0 0 0 4 4
>107 0 0 0 1 1
Total 22 19 20 51

Annexe 3 : Comparaison des numérations entre les deux techniques (LBA)
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Dilution Colonies UFC

Pur 1 10%/ml
1/10 1 10°/ml
1/100 1 10%/ml

Dilutions recommandées | Seuils de
significativité

Expectorations 1 /100000 et 1/10000000 | > 107
Aspiration endotrachéale | 1/1000 et 1/100000 >10°
LBA et aspiration endo | 1/100 et 1/10000 >10*
bronchique

PDP et brosse Pur et 1/100 >10°
bronchique

Annexe 4 : Seuils de significativité des prélévements respiratoire et dilutions recommandées (10)
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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 chromogeéne ensemencée avec un prélevement 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

Ab = Acinetobacter calcoaceticus baumannii complex
Eccx = Enterobacter cloacae complex
Ec = Escherichia coli

Hi = Haemophilus influenzae

Ka = Klebsiella aerogenes

Ko = Klebsiella oxytoca

Kp = Klebsiella pneumoniae group
Mc = Moraxella catarrhalis

Pspp = Proteus spp.

Pa = Pseudomonas aeruginosa

Sm = Serratia marcescens

Sa = Staphylococcus aureus

SgpB = Streptococcus agalactiae

Sp = Streptococcus pneumoniae
SgpA = Streptococcus pyogenes

Ck = Citrobacter koseri

Ha = Hafnia alvei

Mm = Morganella morganii

Pm = Proteus mirabilis

Pv = Proteus vulgaris

Rp = Raoultella planticola

Spp = Streptococcus pseudopneumoniae
Stm = Stenotrophomonas maltophilia
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Patients | Durée Hospitalisation a | prgjavements Résultats Pneumoplus (FilmArray®) Résultats Culture Résultats virologie ATB avant Antibiothérapie
J1 (jours) routine prélevement initiale
1-AT J1 Sa (>1077) + Hi (>10"7) + Sp (>10"7) + Ko (=10"5) Sa (>1075) + Hi (>1075) + Sp (>10"5)
1 1-LBA Sa (=1076) + Hi (>10"7) + Sp (>10*7) + Ko (=10"4) Sa (>1074) + Hi (>1074) + Sp (>10"4) NR Augmentin
—10A i (=10 —JON io (=10M) + S:
A LLAT I3 Ab (=1076) + Hi (=10 5)(2—{(()1/)\i)-10 5) + Sp (=10"4) + Sa Ab (=10%5) Non
2-ATJ1 Hi (=1076) Hi (>1075)
2 2-LBA Hi (=1076) Hi (=1074) NR Cefepime
8 2-AT I3 NR NR Non
3-ATJ1 Négatif Négatif
3 3-LBA Négatif Négatif négatif Cefepime
20 3-AT I3 Négatif Négatif Non
4-AT 1 Hi (>1077) + Sp (=10"5) Hi (>1075)
4 4-LBA Hi (>10"7) + Sp (>10"7) Hi (>1074) NR Augmentin
2 4-ATJ3 Hi (>1077) + Sp (=10"5) + Ec (=10"4) Hi (>1075) + Ec (>1015) Non
5-ATJ1 Sa (>107) Sa (>1015)
5 5-LBA Sa (>10"7) Sa (>10"4) négatif Augmentin
5 5-ATJ3 Sa (>1077) + Ko (=1074) Sa (>1015) Non
6-AT J1 Négatif Négatif
6 6-LBA Négatif Négatif négatif Augmentin
0 6-AT J3 Négatif Négatif Non
7-AT J1 Hi (=10"5) Négatif
7 7-LBA Hi (=1075) Hi (=1073) NR Cisf:fr]‘:)‘gé‘ine
7 7-ATJ3 Négatif Négatif Non
8-AT J1 Eccx (=10"5) + Hi (=10"6) Négatif
8 8-LBA Hi (=1075) Négatif NR Augmentin
5 8-ATJ3 Négatif Négatif Non
9-AT J1 Eccx (=1074) Négatif
9 9-LBA Négatif Négatif NR Augmentin
6 9-AT J3 Pspp (>10"7) + Eccx (>10"7) Pv (>10"5) + Eccx (=1075) Oui (Augmentin)
10-AT J1 Mc (=1074) Hi (>10"5)
10 10-LBA NR NR NR Augmentin
1 10-AT J3 négatif Négatif Non
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11-ATJ1 Ec (=1076) + Hi (>10"7) Ec (>1075)
11 11-LBA NR NR NR Augmentin
4 11-ATJ3 Ec (=1076) Ec (=10"6) Non
12-AT J1 Ab (=10M) + Ec (=10M4) Négatif
12 12-LBA Ec (=1075) Ec (>10M4) Négatif Augmentin
8 12-ATJ3 Négatif Négatif Non
13-AT J1 Eccx (=1076) Eccx (>1076)
13 13-LBA Eccx (=10"5) Négatif Négatif Imipéneme
15 13-AT J3 NR NR QOui tienam
14-AT J1 Kp (=1076) + Pa (=10"4) Kp (>1075)
14 14-LBA Kp (=10%4) Kp (=10%3) négatif Cefepime
10 14-ATJ3 PO Iipd(ejll()ov:fl)ls e Negatif Oui Augmentin
15-AT J1 Hi (=1076) + Sa (1074) Hi (>1075)
15 15-LBA Hi (=1075) Hi (>1074) NR Augmentin
7 15-ATJ3 NR NR Non
16-ATJ1 Hi (>1077) + SgpA (=10"4) + Adenovirus Hi (>1015)
16 16-LBA Hi (=1076) + SgpA (=10"4) Hi (>1074) NR Augmentin
; 16-AT J3 Hi (>10"7) + Ecatelli)(:‘fi)l‘;SSgpA (=1075) + Ec (>1075) Non
17-ATJ1 Hi (=10"5) + Mc (=10"6) + Pspp (=10"6) Pm (=10"5)
17 17-LBA NR NR NR Augmentin
3 17-AT J3 Pspp (=10"4) Négatif Non
18 18-LBA NR NR négatif Augmentin
5 18-AT J3 NR NR Non
19-ATJ1 Sa (=1076) + Eccx (=10"5) + Coronavirus Sa (>1015)
19 19-LBA NR NR négatif Cefepime
13 19-AT J3 Sa (=10"5) + Eccx (=10"4) + Coronavirus Négatif Oui (Ciprofloxacine)
20-ATJ1 NR NR
20 20-LBA Ec (=10"5) + Sm (=10"4) + M. pneumoniae Sm (=10"3) NR Cefepime
10 20-ATJ3 Sm (=10"4) + M. pneumoniae Négatif Oui (Tazocilline)
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21-ATJ1

SgpB (=10°5)

Négatif

Augmentin,
21 21-LBA NR NR négatif amoxicilline, Dalacine,
1 21-AT J3 Négatif Négatif Non Cefazoline
22-ATJ1 Hi (>1077) + Sp (>10"7) Hi (>1076) + Sp (>1076)
22 22-LBA Hi (>1077) + Sp (=1015) Hi (>1074) + Sp (>104) NR Augmentin
2 22-ATJ3 Hi (>10"7) + Sp (=10"5) Négatif Non
23-ATJ1 Hi (>1077) + Sa (=1076) Hi (>1075) + Sa (>1015)
23 23-LBA NR NR NR Cefepime
8 23-ATJ3 Hi (=10"5) Négatif Non
24-ATJ1 négatif + VRS Négatif
24 24-LBA Négatif Négatif VRS Meronem + linezolide
9 24-ATJ3 négatif + VRS Négatif Oui Céfépime
25-ATJ1 Sa (>107) Sa (>1076)
: " . o Lo
3 25-AT J3 NR NR Non
26-ATJ1 Ec (=1074) Négatif
26 26-LBA Négatif Négatif NR Cefepime
69 26-ATJ3 Négatif Stm (>10"5) Non
27-ATJ1 Négatif Négatif
27 27-LBA Négatif Négatif négatif Méronéme, Linezolide,
24 27-ATJ3 Négatif Négatif Non
28-ATJ1 Kp (>1077) + blacrxm + blaxpm Kp (>1076) + Stin (>10"6)
28 28-LBA NR NR NR Meronem Colimycine
2 28-ATJ3 Kp (>1077) + blacrsm + blanpm Kp (>1075) Non
29-ATJ1 NR NR
29 29-LBA Sa (=1074) + Ec (=10"6) + blacrxm Ec (>10"4) + Sa (=1073) NR Imipéneme
14 29-AT J3 Ec (=1074) + blacrxw Négatif Non
30-ATJ1 Ec >1077) Ec (>1075)
30 30-LBA NR NR NR Augmentin
3 30-ATJ3 NR NR Non
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31-ATJ1 Hi (>10"7) + Sp (>1077) + Rhinovirus/Enterovirus Sp (>1076)
31 31-LBA NR NR Rhinovirus/Enterovirus Augmentin
2 31-ATJ3 Hi (=1074) + Sp (=1074) + Rhinovirus/Enterovirus Négatif Non
32-ATJ1 Ec (>1077) + Sa (=10"6) Ec (>1076)
32 32-LBA Ec (=1076) + Sa (=10"5) Ec (>10M) Négatif Augmentin
6 32-ATJ3 Ec (=1074) Spp (>1075) Non
33-ATJ1 Sa (>10"7) + Hi (>10"7) + Ec (=1076) + Rhinovirus/Enterovirus Ec (>1075) + Sa (>1075)
33 33-LBA Sa (>1077) + Hi (>10"7) + Ec (>10"7) + Rhinovirus/Enterovirus Ec (>10M4) + Sa (>10"M4) Rhinovirus/Enterovirus Augmentin
34 34-LBA Hi (>10"7) + Pspp (=10"6) + Sa (>10"7) Sa (=10"3) + Ha (=10"3) NR linézolide
7 34-AT I3 NR NR Non
35-ATJ1 Sp (=107) + Adenovirus + Influenza A Négatif
35 35-LBA Sp (=1074) + Adenovirus + Influenza A Négatif Ade““"ir“r Influenza , Non
7 35-ATJ3 négatif + Adenovirus + Influenza A Négatif amoxoilclinine
36-ATJ1 Hi (>1077) + Sp (>10"7) + Sa (=10"6) + SgpB (=10"6) Hi (>1075) + Sp (>10"5) + Sa (>10"5)
36 36-LBA Hi (>1077) + Sp (=10"6) + Sa (=1076) + SgpB (=10"5) Hi (>1074) + Sp (>10"4) + Sa (>10"4) Négatif Augmentin
4 36-ATJ3 Hi (>10"7) + Sp (>10"7) + Sa (=10"6) + SgpB (=10"6) Sa (>1075) Non
37-ATJ1 Hi (=10"5) + Influenza A Négatif Rocephine
37 37-LBA négatif + Influenza A Négatif Influenza A rovamycine
2 37-ATJ3 Ab (>1077) + Ec (=1076) + blactxm + Influenza A Ab (>1075) + Ec (=1075) Non flagyl
38-ATJ1 Pspp (>1077) + Pa (=1076) + Kp (=10"4) Pm (>1075) + Pa (>1075)
38 38-LBA NR NR Négatif Meronem
29 38-ATJ3 Pspp (=1075) + Pa (>10"7) + Kp (=10"5) Pa (>1075) Non
39-ATJ1 Négatif Négatif
39 39-LBA Négatif Négatif NR Aug?rllleintin Augmentin
13 39-ATJ3 Négatif Négatif Triflucan
40-AT J1 Ec (>1077) + Kp (>1077) +‘Pspp (>10A7) ?l-Ec'cx (=10"5) + Hi (=10"5) + Ec (>10"5) + Kp (>10"5) + Ck
Ko (=10"5) + Sp (=10"4) + rhinovirus/enterovirus (>10"5) + Mm (>10"5)
40 40-LBA Ec (=1076) + Kp (>10"7) + Pspp (: >'1 0"7) +Ecex ( ;I 07d) + Hi (=10"4) + Ec (=10"4) + Kp (=10"4) + Ck Rhinovirus/Enterovirus Augmentin
Ko (=10"4) + rhinovirus/enterovirus (=10"4) + Mm (=10"4)
3 40-AT J3 Ec (=10M) + Kp (=10"4) + Pspp (=1074) + Rhinovirus/Enterovirus Négatif Non
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41-AT J1

Sa (>10*7) + Hi (>10"7)

Sa (>1075) + Hi (>10"5)

41 41-LBA Sa (>1077) + Hi (>1077) Sa (>107) + Hi (>10M) NR Augmentin
5 41-AT 3 Hi (>10°7) + Kp (>1077) + Sa (>1077) Kp (>1075) + Sa (>1015) Non
42-AT 1 Sa (>1077) Sa (>1075)
42 42-LBA NR NR NR Augmentin
4 42-AT 13 Sa (=1075) Sa (=1075) Non
43-ATJ1 Ec (>1077) + Ko (=1076) + Sa (=10"6) + blacrxu Ec (>1075) + Ko (>1075)
43 43-LBA Ec (>1077) + Sa (=10"5) + Ko (=10"4) + blactxm Ec (>10"4) + Ko (=1073) NR Meronem
2 43-AT J3 Ec (=1076) + Sa (=10"4) + blacrxm Ec (=1015) Oui Augmentin
44-AT 1 NR NR
44 44-LBA Ec (=1074) + Sa (=1015) Ec (>10M4) + Sa (>104) NR Cefepime
5 44-AT I3 Sa (=1075) Sa (=1075) Non
45-AT 1 Négatif Négatif
45 45-LBA Kp (=10"4) Négatif NR Rocéphine flagyl
20 45-ATJ3 Négatif Négatif Oui Rocéphine Flagyl
46-ATJ1 Sa (>1077) Sa (>1075)
46 46-LBA NR NR NR Bactrim
9 46-AT J3 Sa (=10"5) + Kp (=10"6) + blacrxm + blaoxa-ss iike Kp (>10"5) Oui Bactrim
47-AT 1 NR NR
47 47-LBA Hi (>1077) + Sp (>1077) + Sa (=10%6) + coronavirus | Sa (>1074) + Hi (>1074) + Sp (>10"4) NR A;ii‘:gi‘fn
2 47-ATJ3 Hi (>10"7) + Sp (=10"6) + Sa (=10"6) + coronavirus Négatif Non
48-AT 1 Mc (>1077) Mc (>1045)
48 48-LBA NR NR NR Cefepim
3 48-AT I3 Mec (=10"5) Négatif Non
49-AT J1 Négatif Négatif
49 49-LBA Ec (=1075) + Bcex (=10M) Eccx (=10°) + Mm (=1073) + Ec (=10"3) négatif %fveg:?
14 49-AT I3 Ec (=10"5) Négatif Oui Augmentin
50-AT J1 Négatif Négatif
50 50-LBA Négatif Négatif négatif xﬁgﬁe
8 50-AT J3 NR NR Non
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51-ATJ1 négatif + Coronavirus Négatif
51 51-LBA NR NR NR Augmentin
2 51-ATJ3 négatif + Coronavirus Négatif Cefuroxime (ABP)
7 A A A — A
$2AT 1 Hi (>10"7) + Pspp (>10 7)+SI.7 (>10"7) + Ko (=10"5) + Pm (>1046)
Coronavirus '
Augmentin
52 52-LBA Hi (>10~7) + Pspp (>10°7) + Sp (=10~6) + Ko (=10"4) Pm (>1074) NR Tavanic
3 52-ATJ3 NR NR Non
53-ATJ1 NR NR
_ . . _ . Cefepime
53 53-LBA Kp (=1076) + blacrxm + Virus parainfluenza Kp (=1074) Parainfluenzae type 3 Li lid
Oui Cefazoline, nezolide
21 53-AT 3 NR NR Clindamycine
54-AT J1 Hi (>10"7) Négatif
54 54-LBA Hi (>1077) Hi (>1074) NR Augmentin
Tavanic
5 54-AT J3 NR NR Non
55-ATJ1 Sa (=10"5) + Ab (=10"4) Stm (>10"5)
55 55-LBA Sa (=10"5) Stm (>10"4) NR Augmentin
36 55-ATJ3 Sa (=1076) + Ab (=10"6) Sa (>1015) Non
56-AT J1 Kp (>1077) + Sm (=1076) + Sa (=10"5) + Ka (=10"4) + blacrxm Kp (>1076)
56 56-LBA Kp (=1075) + blacrsm Kp (=1074) NR Cefepime
28 56-AT J3 Kp (=1076) + Sm (=1076) + Sa (=10"4) + Hi (=10"4) + blacrxm Kp (=1075) Non
57-ATJ1 NR NR
57 57-LBA Négatif Ko (=10"3) NR Aztreonam
23 57-AT J3 Négatif Négatif Non
58-ATJ1 NR NR
58 58-LBA Sa (=1074) Négatif NR Cefepime
tavanic
11 58-ATJ3 Sa (=10"5) Négatif Oui Augmentin Tavanic
59-AT J1 Hi (>10"7) Hi (>1075)
59 59-LBA Hi (>10"7) Hi (>1074) négatif Augmentin
3 59-AT J3 Hi (=10"6) Négatif Non
60-AT J1 Négatif Négatif
60 60-LBA NR NR NR Cefepime
Linezolide
14 60-AT J3 Négatif Négatif Oui Céfépime Linézolide
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61-AT J1 Négatif Négatif
61 61-LBA Négatif Négatif NR Meronem tavanic
10 61-ATJ3 Ab (=10M4) Négatif Oui Tazocilline
62-AT J1 Sa (=10"4) Rp (>10"6)
62 62-LBA Négatif Négatif NR Augmentin
2 62-AT J3 Ab (=10"5) + Sa (=10"5) Négatif Non
63-AT J1 NR NR
63 63-LBA Sp (=1076) + Hi (>10"7) + SgpB (=10"6) Sp (>1074) + Hi (>10"4) NR Augmentin
5 63-AT J3 Hi (=10"6) + Ab (=10"4) + SgpB (=10"4) Négatif Non
64-AT J1 Hi (>10"7) + Eccx ({::11(3;;64): Sm (=10"5) + Ko Hi (>1076) + Eccx (>1076)
64 64-LBA Hi (>10"7) + Eccx (=104) Hi (>1074) + Eccx (=10"3) NR Augmentin
3 64-AT J3 Eccx (=1075) + Hi (=10") + Sm (=1074) Négatif Non
65-AT J1 NR NR
65 65-LBA Sa (=1075) Sa (>1074) NR Augmentin
8 65-AT J3 Sa (=10"4) Sa (=10"5) Non
66-AT J1 Kp (=1076) + Sp (>1017) Kp (>1076) + Sp (>10"6)
66 66-LBA Kp (>1077) + Sp (>1017) Kp (>1074) + Sp (>10"4) NR Augmentin
7 66-AT J3 Kp (>1077) + Sp (>1017) Kp (>1076) + Sp (>10"6) Non
67-AT J1 Négatif Négatif
67 67-LBA Négatif Négatif Négatif Ciprofloxacine
40 67-AT J3 Négatif Négatif Oui Ciflox
68-AT J1 Kp (=104) Négatif
68 68-LBA Kp (=10"4) Négatif Négatif Tazocilline
6 68-AT J3 NR NR Non
69-AT J1 SgpB (>10°7) + Kp (=1076) + Ko (=10"4) Kp (>1075)
69 69-LBA Kp (=1074) + SgpB (>10"7) Kp (=1073) + SgpB (=10"4) NR Augmentin
7 69-AT J3 Kp (=1075) + SgpB (=104) Kp (>1075) Oui
70-AT J1 Ec (>1077) + Hi (>10"7) + Kp (=10"5) Ec (>1075)
70 70-LBA Ec (=1075) + Kp (=10M) + Hi (=10"5) Ec (>10"4) + Kp (=1073) négatif Augmentin
8 70-AT J3 Ec (=1074) Négatif Non
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71-AT J1 Sp (=10°6) + Hi (=10"5) + Sa (=10"6) Négatif
71 71-LBA Sp (=10°6) + Hi (=10"4) + Sa (=10"4) Négatif NR Cefepime
12 71-AT J3 NR NR Non
72-AT J1 Négatif Spp (>10°5)
7 72-LBA NR NR NR Mer i
36 72-AT J3 Négatif Négatif Non
73-AT J1 NR NR
73 73-LBA Ec (>1077) + Hi (>1077) + Mc (=10"6) Ec (>1074) + Hi (>10"4) NR Cefepime
3 73-AT J3 Ec (=10"5) + Hi (=1076) + Mic (=10"4) Négatif Non
T4-AT 1 Pa (>1077) + Sa (>1077) + Hi (}10“7) + Sp (>1077) + Ec Pa (>1075) + Sa (>1075) + Hi (>1075) +
(=1074) Sp (>1015)
74 LBA | Pa(=10°)+ Sa (=10°) + Hi (-10°7) + Sp (o10r7) | P10 S BINED HHGI0M) négatif Augmentin
4 74-AT J3 Pa (>1077) + Sa (=1075) + Hi (=10"5) + Sp (=10"4) Pa (>1075) Non
75-AT J1 Hi (=10"5) Négatif
75 75-LBA Hi (=10"4) Négatif négatif Cefepime
12 75-AT J3 Négatif Négatif Oui Augmentin
76-AT J1 Ko (=1076) Ko (>1075)
76 76-LBA Ko (=1076) Ko (>10°4) NR Augmentin
5 76-AT J3 NR NR Non
77-AT J1 Hi (>10"7) + Pspp (>107) + Sp (>10"7) Négatif
77 77-LBA Hi (>10~7) + Pspp (=10"5) + Sp (>1077) Hi (=1074) + Sp (=1073) NR Cefepime
11 77-AT J3 Hi (=10"5) + Pspp (=10"4) + Sp (=10/4) Négatif Non
78-AT J1 Ko (=1074) + Sa (=1074) Négatif
78 78-LBA NR NR NR Tazocilline
11 78-ATJ3 NR NR Oui (Céfazoline)
79-AT J1 Négatif Négatif
79 79-LBA Négatif Négatif NR Augmentin
8 79-AT J3 Négatif Négatif Non
80-ATJ1 | Ec (>1077) + Sa (>1077) + SgpB (>10~7) + Sp (=106) Ec (>1075) + Sa (>1075) + Sp (>105)
30 80-LBA Ec (>1077) + Sa (>1077) + SgpB (>10~7) + Sp (>10°7) Ec (>1074) + Sa (>104) + Sp (=1074) négatif Augmentin
) 80-AT J3 Pa (>1077) + Ec (>10A_79)p+(f;0(1\>61)m7) +SgpB (>1017) + Pa (>10%5) + Ck (>10°5) .
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81-ATJ1 Hi >10%7) + M (>1077) ?ﬁ;,{;%ﬁ;iﬂ& 41)0A7) * Pspp (<1073 + Sm Hi (>1075) + Pa (>10"5) + Sp (>10"5)

81 gl-LBa | Hi(1077)+Me (=1076) + Pa (:(122061;') Sp (>107) + Pspp (=1074) + Sm | 11 1 0ng) 1 Pa (>107) + Sp (>10°4) Négatif Augmentin
81-AT J3 Hi (>10"7) + Mc (=10"6) + Pa (>(1=01’\;/)\;-)Sp (=10"6) + Pspp (=10"5) + Sm Pa (>105) Non
82-ATJ1 Négatif Négatif

82 82-LBA NR NR NR Augmentin
82-AT J3 Sa (>1077) Sa (>1076) Non
83-ATJ1 Hi (>10"7) + Pspp (=10"5) Hi (>1075)

83 83-LBA NR NR NR Augmentin
83-AT J3 Hi (=10°6) + Pspp (=1074) Négatif Non
84-ATJ1 Hi (>1077) + Sa (=1075) Hi (>1075) + Sa (>1075)

84 84-LBA Hi (>1077) + Sa (>10"7) Hi (=10M4) + Sa (>10"4) NR Augmentin
84-ATJ3 Hi (=10"6) + Sa (=10"6) Sa (>1015) Non
85-ATJ1 NR NR

85 85-LBA Hi (=10"6) + Sa (>10"7) Sa (>10"M4) NR Augmentin
85-AT J3 NR NR Non
86-ATJ1 Sa (>1017) Sa (>1015)

86 86-LBA Sa (=1015) Sa (=10"4) NR Augmentin
86-ATJ3 Sa (>1017) Sa (>1015) Non
87-ATJ1 Hi (>1077) + Sp (>1077) + Sa (>10"7) + Ko (=10"5) Hi (>1075) + Sp (=1076) + Sa (>10"6)

87 87-LBA NR NR NR Augmentin
87-ATJ3 Ko (=1076) + Sa (=1076) + Sp (=10"5) + Hi (=10"4) + Pspp (=10"4) Ck (>1075) + Ko (=1015) Non
88-ATJ1 NR NR

88 88-LBA Ec (=10"5) + Pa (>10"7) + Sa (>10"7) + MecA/C and MREJ Pa (>10"4) + Sa (>10"4) NR Augmentin
88-AT J3 Pa (>1077) + Sa (=1074) Pa (>1015) Non
89-ATJ1 Sa (>107) + Mc (=1076) + Ko (=10"4) + Rhinovirus/Enterovirus Sa (>1075) Augmentin 1]

89 89-LBA NR NR Négatif puis
89-AT I3 NR NR Nom Cefepime
90-AT J1 NR NR

90 90-LBA Sp (>1077) + Hi (>10"7) + Ec (=1076) + Ko (=10"5) + Eccx (=10"4) Sp (>10") + Hi (>1074) + Ec (>1074) Négatif Augmentin
90-AT J3 NR NR Non
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91-AT J1 Sa (=1076) + Hi (=10"4) Sa (=1015)
91 91-LBA NR NR NR Cefepime
17 91-ATJ3 Hi (=10"6) + Sa (=10"5) Négatif Oui Céfépime
92-AT J1 Ec (>1077) Ec (>1076)
92 92-LBA Ec (>1077) Ec (>10M4) négatif Cefepime/Tavanic
10 92-ATJ3 Ec (=1076) + Sa (=10"4) + mecA/C and MREJ Négatif Oui Augmentin
93-ATJ1 NR NR etude restore: Imipenem
93 93-LBA Sa (=1076) + Virus parainfluenzae Mm (>1074) + Sa (>1074) NR ! C(i)lﬁsg‘;i:z rz‘ﬂebfvcéim
5 93-AT J3 Sa (=10"6) + Virus parainfluenzae Mm (>10"5) Non linezolide
94-AT J1 NR NR
94 94-LBA Ec (=10M4) Ec (=10"3) négatif Tazocilline/tavanic
6 94-AT J3 Négatif Négatif Oui Tazocilline
95-AT J1 Hi (>10"7) Hi (>1076)
95 95-LBA Hi (>10"7) Hi (>10M4) NR Augmentin
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84




Annexe 8 : Article

Cet article, écrit a partir des résultats de 1’étude oracle phase-1, a été accepté dans le journal
« Frontiers in Microbiology ». Voici la version en pré-publication.
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Abstract

The FilmArray® Pneumonia plus Panel (FAPP) is a new multiplex molecular test for hospital-
acquired pneumonia (HAP), which can rapidly detect 18 bacteria, 9 viruses, and 7 resistance
genes. We aimed to compare the diagnosis performance of FAPP with conventional testing
in 100 intensive care unit (ICU) patients who required mechanical ventilation, with clinically
suspected HAP. A total of 237 samples [76 bronchoalveolar lavages (BALps) and 82
endotracheal aspirates (ETAps) obtained at HAP diagnosis, and 79 ETA obtained during
follow-up (ETAr)], were analyzed independently by routine microbiology testing and FAPP.
58 patients had paired BALps and ETAps. The positivity thresholds of semi-quantified bacteria
were 10>-10* CFUs/mL or 10* copies/mL for BAL, and 10° CFUs/mL or copies/mL for ETA.
Respiratory commensals (H. influenzae, S. aureus, E. coli, S. pneumoniae) were the most
common pathogens. Discordant results for bacterial identification were observed in 33/76
(43.4%) BALps and 36/82 (43.9%) ETAps, and in most cases, FAPP identified one supplemental
bacteria (23/33 BALps and 21/36 ETAps). An absence of growth, or polybacterial cultures,
explained almost equally the majority of the non-detections in culture. No linear relationship
was observed between bin and CFUs/mL variables. Concordant results between paired BALps
and ETAps were obtained in 46/58 (79.3%) patients with FAPP. One of the 17 resistance
genes detected with FAPP (mecA/C and MREJ) was not confirmed by conventional testing.
Overall, FAPP enhanced the positivity rate of diagnostic testing, with increased recognition
of coinfections. Implementing this strategy may allow clinicians to make more timely and

informed decisions.

248 words

Keywords

multiplex syndromic testing, hospital-acquired pneumonia, rapid diagnosis, coinfection,
antibiotic resistance
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1 Introduction

Hospital-acquired pneumonia (HAP) is the most frequent cause of nosocomial infection
in intensive care unit (ICU) patients, with dramatic effects on patients’ outcomes.
International experts have developed guidelines to prevent and improve the management of
HAP (Kalil et al., 2016; Torres et al.,, 2017). Among strategies proposed, optimization of
empiric antimicrobial therapy is of major importance. This entails administrating early
appropriate antimicrobial therapy, while limiting overuse of broad-spectrum antibiotics.
Hence, European guidelines suggest using narrow-spectrum empiric therapy (amoxicillin-
clavulanate, cefotaxime, ceftriaxone, fluoroguinolones) in patients without risk factors for
multidrug-resistant (MDR) pathogens in case of early-onset HAP (first 4 days of
hospitalization). However, making such choice is not so obvious in ICU patients, and
adherence to guidelines is associated with a high rate of unnecessary broad-spectrum

antibiotics (Roquilly et al., 2016; Ekren et al., 2018).

Microbiological confirmation of HAP is a crucial step for tailoring antibiotic therapy.
Nevertheless, current culture methods take 48 to 72 hours to obtain antimicrobial
susceptibility results. Moreover, traditional techniques fail to recover pathogens in up to
30% of clinically-diagnosed HAP (Roquilly et al., 2019). Recently, syndromic multiplex
molecular tests have emerged as powerful tools for vrapid diagnostics
(meningitis/encephalitis, gastroenteritis, bacteraemia, pneumonia) (Couturier et al., 2019;
Poole and Clark, 2020). Initially based on qualitative DNA detection, those approaches were
not suitable for diagnosing pneumonia caused by common colonizers of the upper airways
(e.g., Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae). The FilmArray® Pneumonia plus
Panel (FAPP) is a new panel for HAP, which offers potential advantage to detect and quantify
in a single test, 27 respiratory pathogens (18 bacteria, 9 viruses) and 7 antibiotic resistance

genes.

The aim of this study was to assess the performances of this new molecular test on
bronchoscopy specimens [bronchoalveolar lavages (BAL) and/or endotracheal aspirates

(ETA)] from 100 ICU patients with HAP requiring mechanical ventilation.

2 Materials and Methods
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2.1 Ethic and study design

The study protocol was approved by our local Ethical Committee (GNEDS, Nantes, France).
Patients and relatives were informed of the trial. Consent was waived according to French

law.

2.2 Population and Specimen Collection

The study was conducted at the Nantes University Hospital (France), in 3 ICUs located on
two sites spaced 10 km apart. We recruited 100 critically ill adult patients receiving
mechanical ventilation with clinically suspected HAP, between October 2018 and January
2020 (Table 1). Pneumonia was suspected based on European guidelines, if there were the
following criteria : a new or persistent radiological pulmonary infiltrate without another
obvious cause combined with two clinical signs among fever, purulent endotracheal
secretions, hyperleukocytosis or leukopenia, and increasing oxygen requirements (Torres et
al., 2017). Patients underwent a bronchoscopy with BAL and/or ETA at the time of suspicion
of HAP (BALps (for piaghosis) and ETAps, respectively). In addition, if an ETA was collected 2-3
days later, as part of a routine clinical care, the specimen (ETArr (for treammen)) Was also sent to
the laboratory for microbiological analysis. A total of 237 respiratory specimens were
analyzed (76 BALps, 82 ETAps, and 79 ETAqr). Both BALps and ETAps were collected in 58

patients.

2.3 Microbiological Testing

The respiratory specimens were analyzed in parallel by routine microbiology testing and
FAPP, as soon as they arrived at the microbiology laboratory. The turnaround times from
samples to validated results were recorded. Results of routine microbiology testing were

analysed independently of FAPP.
2.3.1 Routine Microbiology Testing

Gram staining and bacteriological cultures were performed for all respiratory specimens

according to the French REMIC recommendations (SFM, 2018). Briefly, 10puL of the samples
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obvious cause combined with two clinical signs among fever, purulent endotracheal
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patients.

2.3 Microbiological Testing

The respiratory specimens were analyzed in parallel by routine microbiology testing and
FAPP, as soon as they arrived at the microbiology laboratory. The turnaround times from
samples to validated results were recorded. Results of routine microbiology testing were

analysed independently of FAPP.
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according to the French REMIC recommendations (SFM, 2018). Briefly, 10pL of the samples
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were seeded directly (for BAL), or after dilution (1:100 after fluidification for ETA), onto
Columbia horse blood (Oxoid), Chocolate agar (BD), and chromogenic UriSelect4 agar
(Biorad) plates, and if necessary (cases of chronic obstructive pulmonary disease) on
Chapman (bioMérieux) and Cetrimide (Biorad) selective agar plates, then incubated at 37°C
in 5% CO, for 24-48 h, as necessary. Plates were examined daily for bacterial growth.
Streptococcus ~ pneumoniae,  Haemophilus  influenzae,  Staphylococcus  aureus,
Enterobacteriales, Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, and any other
largely predominant pathogen were searched on the plates. In accordance with current
guidelines, the positivity thresholds were 10° CFUs/mL for ETA and 10* CFUs/mL for BAL, but
in BAL, potential pathogens that were present in pure culture at 10° CFUs/mL and associated
with many leukocytes at Gram staining were reported as positive. Culture results were
considered as negative if there was no significant growth or a normal non-pathogenic flora.
Bacterial isolates were identified by mass spectrometry (BioMérieux). Antimicrobial
susceptibility testing (AST) was performed according to the CA-SFM/EUCAST guidelines
(SFM, 2019), using Vitek2 AST cards. Based on phenotypic susceptibility results, additional
tests were performed if required, for ESBLs (Mastdiscs™ D68C), carbapenemases (CORIS
BioConcept RESIST-3 O.K.N. immuno-chromatographic test and/or in-house real-time PCRs
for the blaec, blaoya.az, blavi, blawe and blaypw genes), and methicillin-resistance detection
(Alere™ PBP2A culture colony test and BDMAX™ StaphSR). Furthermore, when requested
by the Clinicians, the presence in respiratory samples of Mycoplasma pneumoniae and/or
respiratory viruses was investigated by real-time PCR (Fast Track Diagnostics® Respiratory

Pathogens 21 gPCR assay for viruses and/or in-house real-time PCR for M. pneumoniae).
2.3.2 FilmArray Pneumonia plus Panel Assay

The BioFire® FilmArray® Pneumonia plus Panel (bioMérieux) was performed according to the
manufacturer’s instructions, with a handling time of approximately 5 minutes. Briefly, the
respiratory sample collected with a flocked swab (~ 200 pL) and then mixed with a sample
buffer, was injected along with an hydration solution in the reagent pouch “Pneumonia plus
Panel”, which was then inserted into the FilmArray® instrument. The test consisted of
automated nucleic acid extraction, purification, amplification, detection, and analysis with
each target reported as “detected” or “not detected”. A semi-quantitative measurement

reported into bins (i.e. 10°, 10°, 10%, and = 10’ bacterial DNA copies/mL) was provided for 15
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bacteria, if detected. The panel included 15 bacteria, 3 atypical bacteria, 9 viruses, and 7
antimicrobial resistance genes (Table 2). Each resistance marker was reported only if the
potential microorganism harbouring the gene was concomitantly detected in the sample.

Clinicians were left blinded to the FAPP results.

2.4 Data Analysis

BAL were considered as positive with FAPP when at least one microbial target was detected
(at = 10" copies/mL for semi-quantified bacteria). For ETA, in order to match the culture
threshold that differentiate commensalism from pathogenicity (> 10° CFUs/mL), we set up a
bin threshold of > 10° copies/mL to consider the 15 semi-quantitative bacterial targets as
positive. The agreement between FAPP and culture was measured for each bacterial
pathogen in the form of negative percent agreement (NPA), positive percent agreement
(PPA) and overall percent agreement (OPA), and their two-sided 95 percent confidence
intervals. In order to explain discrepant results, cultures were reread after routine final
reports in light of results obtained with FAPP. Concordance was calculated based on the

original culture reading.

3 Results

3.1 Summary of FAPP findings

At the time of HAP diagnosis, FAPP yielded positive results with significant levels (i.e. > 10°
bin in BAL and > 10° bin in ETA for semi-quantified bacteria) in 82/100 patients. Thus, as
shown in Figure 1A, 81.6% (62/76) BALps, and 75.6% (62/82) ETAps were positive for at least
one target. Of these, more than half were positive for at least two pathogens (36/62 (58.1%)
for BALps, and 36/62 (58.1%) for ETAps), leading to the diagnosis of coinfection in 49/100
patients (Fig. 1). Multiple detections per positive specimen were not higher in ETAps than in

BALps, since bacteria with bin results of 10* were considered as negative in ETA (it
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represented 23 bacteria in 21 ETAps). Of note, if the 10* cutoff had been used for ETA, 84.1%
(69/82) ETAps would have been positive, and multiple targets would have been detected in
60.9% (42/69) of these specimens (Fig. 2). A maximum of 7 pathogens (6 bacteria and one
human rhinovirus/enterovirus) was detected in one patient (BALps and ETAps). The most
common pathogens detected at diagnosis were H. influenzae, S. aureus, E. coli, S.
pneumoniae, and K. pneumoniae, which were found in 40 (40%), 33 (33%), 19 (19%), 17
(17%), and 10 (10%) patients, respectively (Fig. 1). The panel identified 6 viruses at diagnosis
[human rhinovirus/enterovirus (5 patients), coronavirus (4 patients), influenza A (3 patients),
adenovirus (2 patients), parainfluenza viruses (2 patients), and RSV (1 patient)] in 16/100
patients (11.8% (9/76) BALps, and 14.6% (12/82) ETAps). In most cases, it corresponded to
viral-bacterial co-infections (12 patients, including one with multiple viruses (adenovirus and
influenza A) and S. pneumoniage) (Table S1). An atypical bacteria (M. pneumoniae) was
detected with other bacteria in one patient. The positivity rate of ETA;r obtained during
follow-up was 69.6% (55/79), and 38 bacteria were below the 10° cutoff in 29 ETAr (Fig. 1A,
Fig. 2). Four types of resistance genes were detected in 8 patients : mecA/C and MREJ (one
patient), and the CTX-M ESBL (7 patients), either alone (5 patients) or combined with a
carbapenemase (blaypw in one patient, and blagyxaas.ike in one another). The median

turnaround time (from sample collection to results) was 4 h 15 min (BALps or ETAps).

3.2 Summary of routine microbiology testing

At HAP diagnosis, culture identified one or more bacteria in 73/100 patients (52/76 (68.4%)
BALps and 53/82 (64.6%) ETAps), and respiratory viruses were detected in 8/35 (22.9%)
patients who benefited from a Fast Track multiplex PCR routinely ordered by clinicians,
yielding an overall positive detection in 78/100 patients. Two or more bacterial pathogens
were identified and reported in 32/100 patients, in a higher proportion of BALps (27/52,
51.9%) than ETAps (19/53, 35.8%), certainly because BAL are more distal than ETA and are
normally not contaminated. Indeed, this property might have encouraged microbiologists to
identify and report any bacteria found in these distal specimens rather than concluding to
"polymicrobial flora". Thus, only 25.0% (6/24) of culture-negative BALps had results reported
as "mixed bacterial flora" vs 41.4% (12/29) of culture-negative ETAps (Table S1). The most

frequent bacteria detected by culture were H. influenzae, S. aureus, E. coli, S. pneumoniae,

7
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and K. pneumoniae in 29 (29%), 26 (26%), 17 (17%), 13 (13%), and 8 (8%) patients,
respectively (Fig. 1). Culture showed a lower positivity rate of 41.8% (33/79) for ETAmr
collected during follow-up, with a high proportion of culture-negative results reported as "no
growth" (35/46, 76.1%) (Table S1). Regarding AST, Enterobacteriaceae resistant to third-
generation cephalosporins were found on average 2 days after specimens collection, in
11/100 patients. In 7 cases, it was ESBL-producing strains (K. pneumoniae or E. coli), while in
the 4 others cases, high-level cephalosporinases were confirmed with additional tests
(Mastdiscs™ D68C), in strains of E. cloacae complex (2 patients), S. marcescens (1 patient),
and E. coli (1 patient). Two ESBL-producing K. pneumoniae that were resistant to ertapenem
+ imipenem, were also confirmed to be carbapenemase (NDM or OXA-48 like) producers, by
means of an immuno-chromatographic test (CORIS BioConcept RESIST-3 0.K.N.) performed 2
days after specimen collection. All strains of P. aeruginosa detected in 4 patients were
susceptible to ceftazidime. The mean turnaround time from sample collection to results

validation was 70 h for BALps, and 64 h for ETAps.

3.3 Comparison of FAPP and routine microbiology testing

In total, at HAP diagnosis, just over half of the specimens were concordant for the bacterial
identification (43/76 (56.6%) BALps and 46/82 (56.1%) ETAps) (Fig. 3, Table 3). In most of the
discordant specimens (23/33 (69.7%) BALps and 21/36 (58.3%) ETAps), FAPP identified one
supplemental bacterial pathogen, which was most often confirmed by FAPP in the paired
respiratory sample and/or in the ETA:r collected 2-3 days later (Fig. 3). By rereading the
plates in light of FAPP results after final report, we showed that an absence of significant
growth, or polybacterial cultures impeding the accurate visualisation of non-predominant
pathogens, explained almost equally the majority of the non-detections in culture (Fig. 3). In
the rest of the cases, the corresponding bacteria had not been searched on the plates (S.
pyogenes or S. agalactiae in mixed flora, or because of an impossibility due to Proteus
invasion) (Fig. 3). Furthermore, in 8 patients (5/76 (6.6%) BALps and 6/82 (7.3%) ETAps),
culture yielded bacteria that were not targeted by FAPP (Citrobacter koseri, Hafnia alvei,
Morganella morganii, Raoultella planticola, Stenotrophomonas maltophilia, and
Streptococcus pseudopneumoniae), and two FAPP false-negative results were observed : K.

oxytoca (one BAlps with a pure culture at 10° CFUs/mL), and H. influenzae (one
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polymicrobial ETAps with H. influenzae at > 10° CFUs/mL) (Fig. 1E, Table 3). The atypical
bacteria M. pneumoniae found in one patient with FAPP, had not been searched with
conventional methods at the time of HAP diagnosis, but was subsequently confirmed with an
in-house real-time PCR. The performance data for each FAPP bacterial target are provided in
Table 3. The overall percent agreement (OPA) between FAPP and culture results ranged from
88% to 100% in BALps, and 82% to 100% in ETAps. Only three bacterial species of the panel
had an OPA bellow 95% : H. influenzae and S. aureus in BALps and ETAgs, and K. oxytoca in

BALps,

Regarding the 79 ETArr obtained under treatment, 45.6% (36/79) had discordant results
between both methods (Fig. 3A, Fig. 4, Table S1). Not surprisingly, most discrepancies
(28/36, 77.8%) were explained by no growth of bacteria identified with FAPP (Fig. 4A). The
vast majority of the 57 FAPP-positive bacterial targets that were not reported by routine
culture, had already been detected by FAPP at diagnosis, either above positive threshold

values (51/57, 89.5%), or not (bin result of 10% in ETAgs) in a few cases (5/57, 8.8%) (Fig. 4B).

Regarding FAPP semi-quantitative results, most bacteria with bin results of 10* in ETA (i. e.
below our positivity threshold) were not reported in culture (23/23 (100%) in ETAps, and
36/38 (94.7%) in ETA). On the other hand, for patients with ETA at diagnosis and 2-3 days
later, 38.9% (7/18) of the detections with a bin value of 10* in ETAps were positive again in
ETAr with a higher bin value (2 10° copies/mL). No linear relationship was observed
between the bin and CFUs/mL variables (Table S1). However, semi-quantitative culture
results were not stratified into logy ranges above positive thresholds (10° CFUs/mL for ETA

and 10° CFUs/mL for BAL).

Eighteen resistance markers were detected with FAPP in 15 samples (2 mecA/C and MREJ,
13 blacrx.m, 2 blanom, and 1 blaoxa.asike) (Table S1). All ESBL and carbapenemases were
confirmed by standard laboratory protocols (AST and additional tests performed in routine).
Among both methicillin-resistant S. aureus (MRSA) detected with FAPP, one found at 10" bin
in ETArr did not grow in culture. The other corresponded to a false-positive mecA/C and
MREJ result since a methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) was found in culture. This result
was repeatable after retesting with FAPP, but none of the comparator methods (BDMAX™
StaphSR performed on the same BALps, or Alere™ PBP2A testing and cefoxitin susceptibility

testing performed on several colonies) found a MRSA. No additional cases of methicillin-
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later, 38.9% (7/18) of the detections with a bin value of 10* in ETAps were positive again in
ETAr with a higher bin value (2 10° copies/mL). No linear relationship was observed
between the bin and CFUs/mL variables (Table S1). However, semi-quantitative culture
results were not stratified into logy ranges above positive thresholds (10° CFUs/mL for ETA

and 10° CFUs/mL for BAL).

Eighteen resistance markers were detected with FAPP in 15 samples (2 mecA/C and MREJ,
13 blacrx.m, 2 blanom, and 1 blaoxa.asike) (Table S1). All ESBL and carbapenemases were
confirmed by standard laboratory protocols (AST and additional tests performed in routine).
Among both methicillin-resistant S. aureus (MRSA) detected with FAPP, one found at 10" bin
in ETArr did not grow in culture. The other corresponded to a false-positive mecA/C and
MREJ result since a methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) was found in culture. This result
was repeatable after retesting with FAPP, but none of the comparator methods (BDMAX™
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resistance, ESBL, or carbapenemase production were found with routine microbiology
testing.

Lastly, based on FAPP results, an initial antibiotic therapy by amoxicillin-clavulanate could
have been proposed in 83/100 patients, whose results ruled out pathogens with
chromosomally-encoded cephalosporinase (i. e. P. aeruginosa, A. baumannii, E. cloacae
complex, K. aerogenes, and S. marcescens) and/or resistance markers of the panel. However,
this antibiotic would have not been optimal in 7/83 (8.4%) patients. In fact, in those cases,
culture brought to light bacterial strains with acquired resistance to amoxicillin-clavulanate
(2 H. influenzae and 2 E. coli, in 4 patients), or pathogens not targeted by FAPP and naturally
resistant to amoxicillin-clavulanate (1 H. alvei, 1 M. morganii, and 1 S. maltophilia, in 3
patients). A medico-economic evaluation is ongoing to determine what impacts FAPP results

would have had on care and antibiotics prescribing (Guillotin et al, in preparation).

3.4 Comparison of paired BALps and ETAps specimens

Among the 58 patients with paired BALps and ETAps, 46 (79.3%) had the same pathogen(s)
(or no pathogen) identified in both samples with FAPP. Of the 12 discrepancies observed, 5
were due to detection of one more pathogen in ETAps (2 viruses, and 3 bacteria at 10° bin), 4
to detection of one additional bacteria in BALps (3 of which were also detected in ETAps, but
considered as negative since at 10* bin in ETAgs). In the 3 latter cases, the difference relied
on two pathogens. If bacteria with a 10* bin had been considered as positive in ETAps, the
agreement between both types of specimens would have been less satisfactory, with 38/58
(65.5%) concordant results (Fig. 2C and 2D). Regarding culture, concordant results were
obtained in 48/58 (82.8%) paired specimens. In most of the discordant cases (7/10), there
was at least one additional pathogen detected in BALps. At last, only two of all discordant
pairs (n=20 with FAPP and/or culture) were confirmed with both methods (similar results

between FAPP and culture) (Table S1).

4 Discussion

At first developed for the detection of widely circulating respiratory viruses and

selected atypical bacteria, syndromic molecular tests for respiratory tract infections
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patients). A medico-economic evaluation is ongoing to determine what impacts FAPP results

would have had on care and antibiotics prescribing (Guillotin et al, in preparation).

3.4 Comparison of paired BALps and ETAps specimens

Among the 58 patients with paired BALps and ETAps, 46 (79.3%) had the same pathogen(s)
(or no pathogen) identified in both samples with FAPP. Of the 12 discrepancies observed, 5
were due to detection of one more pathogen in ETAps (2 viruses, and 3 bacteria at 10° bin), 4
to detection of one additional bacteria in BALps (3 of which were also detected in ETAps, but
considered as negative since at 10* bin in ETAgs). In the 3 latter cases, the difference relied
on two pathogens. If bacteria with a 10* bin had been considered as positive in ETAps, the
agreement between both types of specimens would have been less satisfactory, with 38/58
(65.5%) concordant results (Fig. 2C and 2D). Regarding culture, concordant results were
obtained in 48/58 (82.8%) paired specimens. In most of the discordant cases (7/10), there
was at least one additional pathogen detected in BALps. At last, only two of all discordant
pairs (n=20 with FAPP and/or culture) were confirmed with both methods (similar results
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4 Discussion

At first developed for the detection of widely circulating respiratory viruses and

selected atypical bacteria, syndromic molecular tests for respiratory tract infections
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continuously expand their breadth of coverage to improve diagnostic accuracy. FAPP and the
Curetis® Unyvero Hospitalised Pneumonia Panel, are the first two, FDA approved and CE
marked, commercially available platforms which target a large number of lower respiratory
tract pathogens and resistance genes from aspirates or BAL fluids (Collins et al., 2020;
Murphy et al.,, 2020). There are no published prospective studies comparing the
performances of both plateforms, but regarding their technical characteristics, FAPP offers a
shorter turnaround time (75 minutes versus 4-5 hours), a smaller footprint, and the
possibility to detect viral pathogens and to semi-quantify bacteria (Poole and Clark, 2020). In
this study, this test was compared to routine microbiological methods using 237
prospectively collected BAL and ETA specimens obtained from 100 ICU patients at the time

of suspected HAP and, if possible, at a later timepoint during follow-up.

As expected, implementation of FAPP shortened the delay in getting results (4 h 15
min on average, one ICU setting being located 10 km away from the laboratory versus 64-70
h with culture). In accordance with recent evaluations (Lee et al., 2019; Buchan et al., 2020;
Murphy et al., 2020; Yoo et al., 2020), FAPP increased the positivity rate of diagnostic testing
(81.6% for BALps, and 75.6% for ETAps), enabling identification of additional bacteria in 39.5%
BALps and 37.8% ETAps. The most common pathogens detected were consistently the same
across both methods (i.e. in order of prevalence, H. influenzae, S. aureus, E. coli, S.
pneumoniae, and K. pneumoniae). This pathogen distribution, which mostly corresponded to
bacterial species that are part of the normal throat flora, was not really different from that
described in community-acquired pneumonia. According to the latest European surveillance
report on healthcare-associated infections acquired in ICU in 2017, P. aeruginosa was the
most common microorganism associated with pneumonia (19.9%), followed by S. aureus
(18.5%), Klebsiella spp. (15.2%), and E. coli (13.5%). In the majority of cases, pneumonia was
associated with intubation, and HAP episodes occured after an average length of ICU stay of
7.3 to 12.1 days, depending on the country (ECDC, 2019). In our study, whatever the method
used, P. geruginosa was identified in only 4/100 patients, including three who did not
present classic risk factors for MDR pathogens (no previous antimicrobial therapy or
hospitalisation in the preceding 90 days, and length of ICU stay of 4 to 6 days) (Torres et al.,
2017; ECDC, 2019). The most common pathogen of our study, H. influenzae, was detected

with FAPP in 40/100 patients at diagnosis, after a median length of ICU stay of 4 days, but
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was less frequently found in culture (29/100 patients). In line with our data, the majority of
discrepancies previously reported between FAPP and culture, concerned the same fastidious
bacteria, and were explained by the higher sensitivity of the molecular test and/or
antibiotics consumption before sampling (Lee et al., 2019; Yoo et al., 2020). Here, in just
over half of the discrepant cases, H. influenzae grew on the enriched medium used for
culture, but was overgrown by other pathogens or commensal bacteria, and was therefore
not detected and/or not reported. Thus, whether detection of H. influenzae represents true
infection or colonization will be an important area for future research. It is less a question for
S. aureus, which is a member of the normal nasal flora in about 30% of the population, but
can also be regarded as an aggressive and life-threatening bacterial pathogen (Laux et al.,
2019). However, in the same manner as for H. influenzae, discrepant results obtained for S.
aureus in 7 patients (FAPP-positive but culture-negative), were not always explained by no
bacterial growth. As noted previously, these findings pointed the limits of bacterial cultures,
which are subject to interpretation and based on selection of dominant species assigned to
play a pathogenic role, the minority species being not considered (Buchan et al., 2020;
Murphy et al.,, 2020). These results confirmed the need to inoculate selective agars for
enhancing detection of specific bacteria in lower airways (Chapin and Doern, 1983; Doern
and Brogden-Torres, 1992). Moreover, a significant part of discrepancies was linked to a lack
of growth in culture (11/33 (33.3%) for BALps, 14/36 (38.9%) for ETAps, and 28/36 (77.8%) for
ETAr). A quater (25/100) of the patients enrolled in the study had received antibiotics
before sampling at the time of HAP diagnosis, while ETA:r were collected under antibiotic
treatment. Thus, in our view, these culture-negative detections most likely corresponded to
pathogens present at low abundances (i.e. below the limit of detection in culture) or to
remnant DNA from nonviable bacteria, notably in supplemental ETAy, rather than non-
specific amplifications. In fact, FAPP results from ETA+r and/or paired BALps or ETAps allowed
to verify a lot of FAPP-positive results for bacteria that had been undetected by culture. As a
result, FAPP may prove useful to guide treatment in situations of diagnostic uncertainty
where patients have received antibiotics before sampling, and/or have unfavourable
treatment outcomes after obtaining culture, because the higher sensitivity of this method

decreases the likelihood to miss out on pathogens of the panel.
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An important finding of this study, was that the implementation of FAPP increased the
number of coinfections detected compared to conventional methods. Thus, the multiplex
panel identified mixed infections in 49/100 patients (58.1% of positive BALps or ETAps),
compared to 32/100 patients (51.9% and 34.6% of positive BALps and ETAps, respectively) by
culture. These data corroborate other published results, and outline that the true incidence
of polymicrobial HAP is probably underestimated with conventional techniques (Lee et al.,
2019; Buchan et al., 2020; Murphy et al., 2020; Yoo et al., 2020). It remains to be evaluated
whether detection of more pathogens will increase cure rates, and not adversely result in
unnecessary consumption of broad-spectrum antimicrobials. New research avenues have
emerged in recent years about the pathophysiology of HAP, because their rate of clinical
cure does not commonly exceed 70% (Roquilly et al., 2019). It has been demonstrated that
healthy lungs harbour a diverse and dynamic microbiota, which is profoundly altered in
critically ill patients, and would play a role in the development of pneumonia. Future
progress in this field should help understand how to appreciate lower abundance taxa of the

microbiome, over other most numerous species (Panzer et al., 2018; Roquilly et al., 2019).

In our study, viruses were identified in 16/100 patients with FAPP, but in half of them
no viral testing had been ordered, including one with an influenza A. As this virus can be
responsible for severe pneumonia, and can represent a potential source of intra-hospital
transmission, FAPP demonstrated a concrete benefit in that case (Loubet et al., 2017; Van
Someren Gréve et al.,, 2018). Conventional testing for respiratory viruses other than
influenza, has not been universally embraced as a standard of care, especially because viral
carriage is not uncommon in patients with HAP (Loubet et al., 2017; Torres et al., 2017;
Papazian et al., 2020). Furthermore, while the interaction between influenza and S.
pneumoniae or S. aureus is a major contributor to influenza mortality in community-acquired
pneumonia, the consequences of viral-bacterial coinfection on the prognosis of HAP is still
unclear (Loubet et al., 2017; Van Someren Gréve et al., 2018). In our study, the majority
(75%) of the 16 patients with identified viruses, were coinfected with bacteria, and 4
patients were infected with a single virus (influenza A, RSV, coronavirus, or human
rhinovirus/enterovirus). Furthermore, in our opinion, additional viral targets (herpes simplex

virus and cytomegalovirus) might be relevant if added to the panel, because reactivation of
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these viruses are indeed quite frequent in ICU patients, causing nosocomial viral pneumonia

that can evolve into acute respiratory distress syndrome (ARDS) (Papazian et al., 2020).

One special feature of FAPP, is its ability to provide semiquantitative assessment of
bacterial DNA targets to help in interpretation. Here, we showed that in BAL, 10° copies/mL
corresponded to bacterial counts of approximately 10% to 10* CFU/mL. In ETA, bacteria with
bin results of 10* copies/mL were not found in culture in 96.7% of the cases (59/61).
However, a small proportion (38.9%) of targets quantified as 10* copies/mL in ETAgs, were
recovered later with higher bin values in ETA. Thus, we show that in those potentially
contaminated samples, targets quantified as 10" copies/mL by FAPP, can be reported as
negative to provide results concordant with those routinely reported by culture, in
accordance with current guidelines (= 10° CFU/mL) (Buchan et al., 2020). Nonetheless, this
raises the important question of whether low concentration culture-negative detections
with FAPP are adding value in the care of ICU patients. This issue is discussed in the medico-
economic evaluation coupled with this study (Guillotin et al, in preparation). We found no
correlation between bin = 10° and culture concentrations in both types of specimens.
However, the plating method used in the present study did not allow accurate

determination of relative quantities beyond 10* CFU/mL for BAL, and 10° CFU/mL for ETA.

An originality of this work lies on the inclusion of 58 patients from whom both BALps
and ETAps were collected, and could be compared. Latest European and American guidelines
for the management of HAP provide divergent recommendations on sampling techniques to
prioritize for diagnosis of HAP. While scientific societies from North America place a high
value on noninvasive sampling with semiquantitative cultures (i.e. ETA), European guidelines
suggest obtaining distal quantitative samples with invasive techniques to improve the
accuracy of results, and reduce overutilization of antibiotics (Kalil et al., 2016; Torres et al.,
2017). In fact, endotracheal aspirates may overestimate the presence of bacteria, but they
can be performed more quickly and simply, with fewer complications and resources. In our
study, provided that a 10° copies/mL threshold was applied for ETA, those specimens
appeared equally accurate as BAL for the diagnosis of HAP (concordance obtained in 79.3%

of patients with FAPP vs 82.8% patients for conventional culture).

Finally, this study examined if when compared to culture, informations supplied by

FAPP would have had positive impacts on antibiotics prescribing. Regarding the adequacy of
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bacteria targeted by FAPP, five Gram-negative species including three resistant to
amoxicillin-clavulanate (H. alvei, M. morganii, and S. maltophilia) in 3/100 patients, were
missed by the panel. On the other hand, the molecular test led to an increased identification
of respiratory pathogens, and to the rapid detection of some genotypic markers of
resistance in 8 patients. Thus, in total, for covering FAPP findings, the narrow-spectrum
antibiotic amoxicillin-clavulanate could have been a therapeutic option in the majority of
patients (83%). Nonetheless, natural or acquired resistances to amoxicillin-clavulanate would
have gone unnoticed in 8.4% of them. All carbapenemase and/or ESBL-producing strains
were correctly detected with the multiplex panel (AST agreed with FAPP). However, it should
be noted that the overall prevalence of antimicrobial resistance was low in our study, and it
should also be kept in mind that a lack of detection of resistance genes does not necessarily
means susceptibility to antibiotics as there are resistance mechanisms that are not detected
by FAPP (i.e. derepressed or plasmidic cephalosporinases, or non-CTX-M ESBL). Regarding
methicillin resistance, consistent with previous observations, we noticed the false-positive
detection of mecA/C and MREJ genes in one specimen containing a MSSA in culture (Yoo et
al., 2020). Since this respiratoy sample was polymicrobial, we hypothesized that it could
have contained both a methicillin-resistant coagulase-negative Staphylococcus carrying
mecA/C, and a MSSA with an empty SCCmec cassette (thus positive for MRJE) (Murphy et al.,
2020).

In conclusion, our study demonstrates that FAPP provides results at a speed and
sensitivity never possible before, and may allow clinicians to make more informed decisions
about antibiotics use and isolation of patients. There is still room for improvements in terms
of breadth (amoxicillin-clavulanate naturally resistant Gram-negative bacilli), resistance
(MRSA), and cost, but this culture-independent technique may achieve more reliable
identification of causative agents than culture. There will be a learning curve for physicians
to establish how best to use FAPP results in the management of ICU patients with HAP. To
achieve maximum benefit from this new molecular test, nuances in results interpretation
might be applied on the basis of clinical presentation, timing of initial antimicrobial therapy
(fresh vs post-treatment samples), sampling type (BAL vs ETA), and local bacterial ecology

and resistance patterns. We are currently assessing the impact of this platform on antibiotic
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use and patients outcome in our hospital, and are evaluating if an algorithm-based

treatment plan guided by FAPP would be of great benefit.
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Figure legends

Fig. 1 Summary of FAPP and culture results.

FAPP results distribution per pathogen category and sample type (A). Number of bacteria
per sample with FAPP compared to culture in BALps (B), ETAps (C), and ETA¢r (D). FAPP results

compared to culture results for bacterial detection (E).

Fig. 2 Comparison of 10°4 and 1075 cutoffs with FAPP for ETA.

Number of positive detections per sample for each threshold, in ETA collected at diagnosis
(A) and 2-3 days later (B). Comparison of paired BALps and ETAps for each threshold (C and
D).

Fig. 3 Analysis of discordant results between FAPP and culture at diagnosis, by rereading
cultures in light of FAPP results, and by investigating the concordance with FAPP results

from the paired ETAps/BALps and/or ETAr if collected.

Concordance and discordance between FAPP and culture identifications (A). Causes of
discordant results in BALpgs (B) and ETAps (C). Discrepancy investigations in BALps (D) and
ETAps (E).

Fig. 4 Analysis of discordant results between FAPP and culture in ETAr

Causes of discordant results in ETArr (A). Discrepancy investigations for each additional

bacteria detected by FAPP (B).
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Table 1

Characteristics of patients at onset of pneumonia

Patient characteristics n= 100
Age (years), Median (range) 57 (19-85)
Male sex, n (%) 81 (81%)
Median length of hospital stay before pneumonia, days 6
Median length of ICU stay before pneumonia, days 5
Early-onset pneumonia, n (%) 33(33%)
Late-onset pneumonia, n (%) 67 (67%)
Ventilator-associated pneumonia, n (%) 87 (87%)
Most pejorative Pa02/FiO2 at day 1, Median (range) 135 (56-309)
Risk factors for MRSA?, n (%) 6 (6%)
Previous isolation of ESBL-Enterobacteria, n (%) 2 (2%)
Antibiotics use during the previous 90 days, n(%) 40 (40%)
Antibiotics use before sampling at the time of HAP diagnosis 25 (25%)
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*Recent colonisation by MRSA, chronic skin lesions, chronic renal replacement therapy
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Table 2

FilmArray® Pneumonia plus Panel Targets

Variables

15 bacteria reported into bins (10°, 10%, 10°, and = 10’ DNA copies/mL)
Acinetobacter calcoaceticus baumannii complex
Enterobacter cloacae complex

Escherichia coli

Haemophilus influenzae

Klebsiella aerogenes

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae group

Moraxella catarrhalis

Proteus spp.

Pseudomonas aeruginosa

Serratia marcescens

Staphylococcus aureus

Streptococcus agalactiae

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pyogenes

3 atypical bacteria
Chlamydophilia pneumoniae
Legionella pneumophila
Mycoplasma pneumoniae

9 viruses

Adenovirus

Coronavirus

human Metapneumovirus
Influenza A

Influenza B

MERS CoV

Parainfluenza viruses
Rhinovirus/Enterovirus
RSV

7 antimicrobial resistance genes

MRSA genes (mecA/C and MREJ)

Carbapenemases (blayec, blayow, blaoya.sgive, Blayn, blaye)
ESBL (blacrym)
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595 Table3

5965  Comparison of FAPP and culture for each FAPP bacterial target, at the time of HAP diagnosis.

ETAgs

FAPP Bacterial (Number of lcsm( FAPP/culture) [Number of results for FAPP/culture)

targets 4 (+) f+) ) PPA [95% OI) NPA [95% CI) OPA [95% CI) =+ [+ 4 ) PPA [95% CI} NPA [95% CI) OPA [95% C1)
A 0 0 0 76 NA 100 [100; 100] 100 (100;100) | © 0 0 a2 NA 100 (100 ; 100] 100 (100 ; 100]
E. cloacoe 2 3 0 71 100[100;100] 9692, 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] 97194 ; 100] 9 0 Q 73 100[100;100] 100[100;100] 100([100; 100]
H. influenzae 23 9 [] 44 100 [100; 100] 83(73;93] 88[81;95] 20 14 1 47 95 [86 ; 100] 77166 ; 88] 82[73;90]
K. oerogenes 0 0 0 76 NA 100 [100;100] 100|100 ; 100] o o o 82 NA 100 [100;100]  100[100; 100]
K. axytoca 2 4 1 69 67 [13; 100] 95 [89 ;100] 93 [88; 93] 2 4 o 76 100 [100 ; 100] 95 [90; 100] 95 [90; 100]
K. i 7 2 0 67 100 [100 ; 100] 97 [94 ; 100 57 |94 ; 100] & 1 0 75 100 [100 ; 100; 59 [96 ; 100 99 [96 ; 100]
M. catarrhalis o 2 0 74 NA 97 [94 ; 100 97 |94 ; 100] 1 4 1] 77 100 [100 ; 100; 95 [90 ; 100 95 [0 ; 100]
Proteus spp 1 4 0 71 100 [100 ; 100] 95 [90 ; 100 95 |90 ; 100] 4 4 1] 74 100 [100 ; 100; 95 [90 ; 100 95 [90 ; 100]
P. gerugingss 3 o [ 73 100 [100 ; 100] 100 [100;100] 100|100 ; 100] 3 o o 73 100 [100 ; 100] 100 [100 ; 100] 100 [100 ; 100]
5. marcescens 1 1 [] 74 100[100;100]  99[9;100] 9996 ; 100] 0 3 [] 79 Na 96 [92 ; 100] 9692 ; 100]
5. aureus 17 & 0 53 100 [100 ; 100} 9082 ;98] 92 [865; 98] 19 5 o 58 100 [100 ; 100] 92 [85;99] 94 [89; 99]
s. 1 3 0 72 100(100;100] 9692, 100]  96(92; 100) 0 4 0 78 NA 95 [90 ; 100 95 [90; 100]
5. 11 4 0 61 100 [100 ; 100] 94 [88 ; 100] 55 [90 ; 100] 9 4 o 69 100 [100 ; 100) 95 [90 ; 100 95 [0 ; 100]
3. pyogenes 0 1 0 75 NA 99196,100] _ 99196:100] | © 0 0 a2 NA 100 [100; 100] 100 [100; 100]
Total [ 1 1015 99[96; 100] 96 [95; 97] 96 (95 ; 97] 75 46 1 1108 99096;100] 96 195;97] 9695 ;97
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Fig. 1 Summary of FAPP and culture results.

FAPP results distribution per pathogen category and sample type (A). Number of bacteria per sample

with FAPP compared to culture in BALgs (B), ETAgs (C), and ETAq (D). FAPP results compared to

culture results for bacterial detection (E).
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Fig. 3 Analysis of discordant results between FAPP and culture at diagnosis, by rereading cultures in
light of FAPP results, and by investigating the concordance with FAPP results from the paired
ETAps/BALys and/or ETA if collected.

Concordance and discordance between FAPP and culture identifications (A). Causes of discordant

results in BALgs (B) and ETAp; (C). Discrepancy investigations in BALps (D) and ETAgs (E).
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Causes of discordant results in ETAr (A). Discrepancy investigations for each additional bacteria

detected by FAPP (B).
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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

a la détection par PCR des principaux pathogenes (virus, bactéries et génes 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 1’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 pathogenes détectés par prélevement. 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 tres rapide des résultats
(1h15) devrait avoir un impact majeur dans la prise en charges des pneumonies séveres a

I’hopital.

MOTS-CLES

PNEUMONIE ACQUISE A L"HOPITAL-DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIQUE-PCR MULTIPLEX-DIAGNOSTIC
SYNDROMIQUE-COINFECTION-RESISTANCES AUX ANTIBIOTIQUES
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