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LISTE DES BREVIATIONS

PCR . Polymerase Chain Reaction (Réaction en chaine par
polymérase)
SARS-CoV-2 . Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2

(Syndrome respiratoire aigu sévere coronavirus 2)

SOFA : Sequential Organ Failure Assessment

PAC : Pneumonie Aigué Communautaire

VM : Ventilation Mécanique

PAVM : Pneumonie Acquise sous Ventilation Mécanique
PAH : Pneumonie Acquise a I'Hopital

GB : Globules Blancs

PNN : Polynucléaires Neutrophiles

Lymph : Lymphocytes

Eos : Eosinophiles

CRP : Protéine C-Réactive

Créat : Créatinine

PLQ : Plaquettes

Hb : Hémoglobine

PaO2/FiO02 : Rapport de la Pression Partielle de I'Oxygene sur la Fraction

Inspirée en Oxygene

Lact . Lactate

ATB : Antibiothérapie

PDP : Prélevement Distal Protégé

ECBC : Examen cytobactériologique des crachats
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TDM : Tomodensitométrie
GSC : Gélose au Sang Cuit
GSF : Gélose au Sang Frais
UFC : Unités Formant Colonie
TDM : Tomodensitométrie (Scanner)
CMV : Cytomégalovirus
HSV : Herpes Simplex Virus
BLSE : Béta-Lactamase a Spectre Elargi
EUCAST . European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing
SFAR . Société Francaise d’anesthésie et de réanimation
PCR-M : Polymerase Chain Reaction Multiplex
RT-PCR : Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
PN : Pneumonie Nosocomiale
MRSA : Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline)
LBA : Lavage Broncho-Alvéolaire
SDRA : Syndrome de Détresse Respiratoire Aigué
PCT : Procalcitonine
S.A : Staphylococcus Aureus
VRS : Virus respiratoire syncytial
TP : Temps de Prothrombine
C3G : Céphalosporine de 3eme génération
CMI : Concentration minimale inhibitrice
TAAN : test d’amplification d’acide nucléique
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VIH

NDM

KPC

NNIS

CDC

: Virus de lI'immunodéficience humaine

: New Delhi métallo-B-lactamase

: Klebsiella pneumoniae carbapénémase

: National Nosocomial Infections Surveillance

: Centers for Disease Control
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Les pneumopathies constituent 'une des principales causes de mortalité
et de morbidité de la population infantile a travers le monde. Du fait qu’elles
soient la majeure cause d’hospitalisation au sein des structures hospitalieres
de soins tertiaires, un diagnostic rapide et précis s’impose pour de multiples
raisons, entre autres ; afin de pouvoir instaurer un traitement adapté, sans
abus en antibiotiques, et ainsi permettre une meilleure gestion des

hospitalisations et de leurs durées.

Il est indéniable que le diagnostic de pneumopathie est avant tout
clinico-biologique, reposant essentiellement sur [Iinterprétation des
symptomes et des signes cliniques rapportés par le patient, ainsi que sur les
données d’analyse de laboratoire essentiellement le taux de globules blancs
et la protéine C-réactive, le tout confronté idéalement aux données d’une

imagerie thoracique.

Cependant, la prise en charge thérapeutique ciblée de ce profil
pathogene nécessite le recours a certaines méthodes de diagnostic standard,
a savoir les tests antigéniques rapides et les cultures microbiologiques.
Toutefois, leurs faibles rendements et le retard de soumission des résultats
d’analyses ont soulevé des défis diagnostiques, poussant conséquemment a

la recherche de solutions plus adaptées aux besoins des cliniciens.

Les progrés en biologie moléculaire ont considérablement permis de
soulever la majorité des barrieres mentionnée auparavant. La PCR multiplex, a
titre d’exemple, représente actuellement un moyen efficace de gain de temps,

en délivrant une identification précoce des agents pathogenes, permettant
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alors une thérapie ciblée, adaptée et efficace répondant aux attentes des

médecins traitants.

Le principe de la PCR repose sur une réaction biochimique qui a pour
but d’obtenir a partir d’un seul échantillon complexe et peu abondant, une
grande quantité de réplicats biologiques d’ADN ou d’ARN, facilitant ainsi la

détection ciblée de I'agent pathogene recherché.

Ce travail de thése, en collaboration avec le service de réanimation
meére-enfant et le service de laboratoire de microbiologie au CHU HASSAN II

de Fes, a pour objectif de :

e Mettre le point sur I'intérét clinique et thérapeutique de la PCR dans la
prise en charge des pneumopathies dans une unité de soins intensifs
pédiatriques

e Evaluer la corrélation de la PCR avec d’autres méthodes de diagnostic
biologique, notamment le PDP « Prélevement distal protégé »,
permettant alors de

e Déterminer son efficacité dans la gestion et le pronostic des patients.
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CADRE D’ETUDE :

Il s’agit d’une étude rétrospective, descriptive et analytique, non
interventionnelle, incluant tous les cas enregistrés de patients avec diagnostic
de pneumopathie ayant bénéficié de PCR avec un total de 72 patients (soit 97
cas de PCR réalisés chez ces patients), hospitalisés dans le service de
réanimation pédiatrique du CHU Hassan Il de Fes, durant la période qui s’étend

du 01/06/2023 au 30/06/2024.

. Matériels :

1) Critéres d’inclusion :

Notre étude a inclus tous les patients ayant bénéficiés d'une :
e PCR sur un prélévement respiratoire
e Ayant été hospitalisés pendant plus de 48 heures en réanimation
pédiatrique
e Avec une suspicion de pneumopathie sur les criteres suivants :
> Un infiltrat radiologique pulmonaire de novo, non expliqué par une
cause non infectieuse et associé a lI'une des évidences cliniques
suggérant que ces anomalies radiologiques sont d’origine
infectieuse :
- Fievre
- Hyperleucocytose (= 12 000 GB/mm3) ou leucopénie (< 4 000
GB/mm?3),
- Augmentation des marqueurs biologiques de I'inflammation

- Aggravation de I’état respiratoire et/ou hémodynamique
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> En cas d’absence ou en l'attente d’imagerie initiale, nos criteres
d’inclusion étaient la suspicion clinique de pneumopathie devant
un contexte infectieux clinique ou biologique incluant en plus I'un
ou plusieurs des signes suivants :
- Présence de détresse respiratoire ou de toux.
- Sécrétions purulentes.
- Désaturation ou besoin accru en oxygene ou nécessité

d'assistance ventilatoire.

2) Criteres d’exclusion :

N’ont pas été inclus dans cette étude les patients présentant I'un des

critéres suivants :

o Séjour en réanimation de 48 heures ou moins,
o Résultats négatifs des prélevements respiratoires sans autres
symptomes respiratoires concluants,

o Dossier incomplet ne permettant pas I’exploitation des données.
3) Recueil des données :

Les données ont été recueillies a partir de la base de données du service
de microbiologie et des dossiers d’hospitalisation des patients admis en
réanimation pédiatrique. Elles ont été collectées sur une fiche d’exploitation

regroupant les points ci-dessous :

A. ldentité :

o Nometprénom: ................oooeeininn.
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P

Age : ...... ans

Sexe: M/ F

Date d’inclusion dans I’étude : ../../....

Provenance : Domicile / Autre service
= Si autre service : durée d’hospitalisation (.... Jrs)
Motif d’admission en réanimation pédiatrique :
Antécédents :

Médicaux :

a. Pathologies chroniques pulmonairQ :
Autres :laquelle : ...

b. Prématurité : Oui / Non

c. Terrain d’immunodéficience : Oui / Non

d. AULres & o
ChirurgicauX : ...

Scores :

e Phoenix Sepsis Score

e Score pSOFA

e Score pédiatrique PIM 3

. Type d’infection ayant motivé I'inclusion dans I’étude :

Pneumonie aigué communautaire

Mme. BOUZIANE Ouiam
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Pneumonie aigué communautaire ayant nécessité une ventilation

mécanique (VM)

Pneumonie acquise sous ventilation mécanique (VM)

a. Durée de VM avant PAVM : .... Jrs

Pneumonie acquise a I’hopital (PAH) ayant nécessité une VM

a. Durée de séjour avant PAH : .... Jrs

Parametres cliniques et paracliniques :

a. Symptomatologie respiratoire :

o Toux

o Fievre

o Détresse respiratoire

o Sécrétions : Non/ Si Oui

Muco-purulentes.

b. Biologie (J1 d’antibiothérapie) :

: Muqueuses/ Purulentes/

GB
(/mm3)

PNN
(/mm3)

Lymph
(/mm3)

CRP
(mg/L)

PCT
(ng/mL)

Créat
(mg/L)

PLQ
(/mm3)

Hb
(g/dL)

Bilirubine

Pa02/Fi02

Sa02/Fi02

PaCO2

pH

Lactates
(mmol/L)

- Hypoxie : Oui

c. Imagerie réalisée :

Rx thorax / TDM thoracique

/ Non

d. Type de prélevement réalisé :

ECBC / PDP / Lavage broncho-alvéolaire

Mme. BOUZIANE Ouiam
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e. Date de prélevement : ../../....
F. Traitement :
i Antibiothérapie probabiliste initiale :

a. Date de début de I’antibiothérapie par rapport a la date
d’admission en réanimation : ../../.... Par rapporta ../../....
Soit ... jours.

b. Avant ou Apres préléevement :
=>Si avant, préciser délai entre antibiothérapie probabiliste et
prélevement : ... heures ... jours.

C. Molécules et posologie @ ........cooiiiiiiiiiiii

ii. PCR Multiplex :
a. Délai entre prélevement et réception des résultats PCR : ....
heures.
b. Date de réception PCR : ../.../....

C. Résultats de la PCR :

d. Antibiothérapie probabiliste apres résultats de la PCR :
- Molécules et posologie : ........cooviiiiiiiii
iii. Identification microbienne avec antibiogramme 48 -72 h (a
joindre a la fiche d’exploitation) :
a. Date de réception: ../../.....

b. Microorganismes :
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c. ATB dirigée apres réception de I’antibiogramme : molécules

et posologie :

d. Modification du traitement apres les résultats de la PCR : Oui
/ Non
e. Durée totale de I'antibiothérapie : ....jours
f. Durée de séjour en réanimation :...... jours
G. Evolution :
i. 48h a 72h apres antibiothérapie :
a. Clinique :
- Apyrexie/ Echanges gazeux : Oui / Non
- Si non intubé, nécessité au recours ala VM : Oui / Non
- Abondance des sécrétions : Faible / Moyenne /Grande

b. Biologique (J3 d’antibiothérapie) :

GB PNN | Lymph | CRP PCT Créat PLQ Hb e . . Lactates
(/mm3) | (/mm3) | (/mm3) | (me/L) | (ng/m) | (me/L) | (/mm3) | (e/dL) Bilirubine | Pa0O2/FiO2 | Sa02/FiO2 | PaCO2 | pH (mmol/L)

ii. Complications survenues pendant I’hospitalisation :
o SDRA
o Choc septique
o Déces
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II. Méthodes : Diagnostic microbiologigue sur prélévement

respiratoire :

1) Type de prélevement :

a. Prélevement distal protégé :

Intérét : Cette procédure, couramment pratiquée au quotidien, peut étre
déléguée au personnel paramédical, car elle ne requiert pas l'utilisation de
I'endoscopie. Elle consiste a prélever les sécrétions pulmonaires chez un
patient sous ventilation en unité de réanimation, afin de les envoyer au

laboratoire pour une analyse bactériologique [1].

Matériel [1]:
o Une paire de gants stériles
o Un masque
o Un champ stérile
o Le set de PDP contenant le cathéter et 2 lames stériles
o Une seringue de 2cc et 10cc
o Ampoule de 10ml de sérum physiologique
o Flacon stérile

o Un paquet de compresses stériles

Technique [1]:
o Aspirer le patient avant I’examen.
o Déposer sur le champ stérile : les seringues de 2cc et 10cc, les

compresses et le kit PDP.
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o Le PDP est inséré via la sonde d’intubation ou la canule de trachéotomie

jusgu’a sensation d’une butée (a I’aveugle), puis le retirer de quelques

centimetres (2-3cm).

o Expulser le bouchon de polyéthylene glycol et avancer le cathéter interne

de 2-3cm

o Aspirer 3 fois a I'aide d’une seringue de 10 ml connectée au cathéter

interne

o Rétracter le cathéter interne dans la gaine protectrice sur 2-3cm,

permettant ainsi d’éviter toute contamination lors du

I’ensemble du dispositif hors des voies aériennes.

retrait de

o L’extrémité distale du cathéter externe est essuyée avec une compresse

stérile

o La sectionner stérilement a distance du cathéter interne

o Avancer le cathéter interne et le purger avec 1ml de sérum physiologique

dans un récipient stérile

o Couper avec la deuxieme lame stérile le segment distal du cathéter

interne (= 4cm) et le déposer dans le méme récipient contenant la

suspension de Tml.

o Acheminer au laboratoire avec un temps d’acheminement qui ne doit

pas excéder 2 heures dans une température ambiante.
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et réaliser, & I'aide de la seringue

de 20 ml, 2 & 3 aspirations bréves
jusqu’a sortir le piston pour ne pas
réinjecter I'air dans les bronches
(chasser I'air, seringue déconnectée
du cathéter) NB : L'aspiration ne doit
pas étre trop résistante

7

@&

@ Rétracter le cathéter
inferne de 3 cm dans
le cathéter externe

@Coulisser ensuite le cathéter
interne & l'intérieur du cathéter
externe d'environ 10 cm et
retirer ensuite I'ensemble

de la sonde et
refermer |'orifice.

(@ Avec une 14 paire de ciseaux ﬁ
stériles, couper I'extrémité '_”'\go

du cathéter externe
(environ 5 cm)

XQ @ Avancer le cathéter jusqu’d la garde O Avancer le cathéter interne et purger

le avec 1 ml de sérum physiologique
dans le tube de recueil stérile

(8) Puis couper avec la 2°™ paire %

de ciseaux stériles I'extrémité %
de ce dernier dans le tube O,t’

() Fermer et étiqueter le tube au lit du malade et
acheminer (feuille d’examen diment remplie)
le plus rapidement au laboratoire

CULTURE :

S Seuil diagnostique des cultures :

> 104CFU/ml

Al
) CYTOCENTRIFUGATION ET EXAMEN
MICROSCOPIQUE DIRECT :
[ i Coloration de Gram pour mise en
—— = évidence des germes et guidage
< de I'antibiothérapie initiale

Figure 1: Schéma récapitulatif des différentes étapes du préléevement distal

protégé

Examen macroscopique [2]:

Permet d’inspecter visuellement I'aspect du prélevement et oriente

préalablement vers le type d’infection en fonction de la couleur des sécrétions

: clair, trouble, purulent/verdatre ou hématique.

Centrifugation du prélevement [2]:

Cette étape est essentielle, car elle permet de concentrer les particules

solides, notamment les microorganismes a faible densité (bactéries, virus,

champignons) ainsi que les cellules (inflammatoires, épithéliales, tumorales).

Ce procédé facilite une analyse cytologique approfondie et améliore la

précision des diagnostics.

Le résultat final se compose de deux niveaux distincts

un niveau

liquide, appelé surnageant, qui est éliminé, et un niveau solide, constitué du
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concentré de particules, appelé culot de centrifugation, sur lequel repose
I'étude microbiologique.
Examen microscopique [2]:
Il présente une étape clé dans I’étude qualitative et quantitative des
différents composants du culot de centrifugation.
i. Examen direct :

- Colorations :

o Bleu de méthyléne ou May-Griinwald-Giemsa: permet d’observer les
bactéries, les champignons, et aussi les cellules qui sont en général
mieux conservées qu’avec la coloration de Gram.

o Gram : permet de différencier entre les bactéries Gram positives et
les bactéries Gram négatives.

o Ziehl-Neelsen : intéressant les mycobactéries.

o Colorations spécifiques pour les organismes fongiques (Gomori-

Grocott, ...)

- Observation au microscope aprés préparation du frottis coloré :
o Procéder a la numération des polynucléaires neutrophiles (PNN) par
champ, afin d’évaluer le degré de réponse inflammatoire.
o Noter également la présence ou I’absence de bactéries, en précisant
leur forme, leur disposition (en chaines, en grappes, en diplocoques,
etc.) et leur abondance. Cela permettra d’orienter le diagnostic et de

déterminer si une infection bactérienne est présente.
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ii. Mise en culture [2]:

> Culture directe :

o Ensemencement direct du prélevement ou du culot de centrifugation
sur milieux spécifiques, a savoir :

+ 4 milieux bactériens : GSC (Gélose au sang Columbia), GSF
(Gélose au sang frais), Hektoen et Chapman.
+ Milieux fongiques et milieux mycobactériens.

o Pour cela, déposer deux gouttes de I’échantillon et les étaler en
rateau sur chaque milieu.

- Culture apreés dilution :

o Principe : Ajout de 2 gouttes du prélevement dans souvent 1 mL
d’eau physiologique stérile, permettant ainsi d’obtenir une dilution
au 1/10.

= Etape qui permet de réduire la concentration des agents
pathogénes et d’éviter ainsi leur surcroissance qui
généralement rend l'indentification difficile.

o Ensemencer 2 gouttes (généralement) de cette dilution sur un des
milieux mentionnés ci-dessus (GSC par exemple) en utilisant la
technique du rateau.

= FEtape qui permet de bien séparer les colonies, répartit
uniformément [’échantillon et facilite ainsi [l’identification

microbienne.
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- Incubation :

o Incuber les boites de culture a une température de 35-37°C en
atmosphere aérobie avec 10% de CO2 pour les milieux GSC.

o Délai d’incubation :Varie en fonction du type de culture effectuée et

des agents pathogenes recherchés.

= Bactéries : 24-48h de délai.

= Virus et certains pathogeénes spécifiques : 48-72h de délai.

= Fongiques : 48-72h voire méme 7 jours de délai.

= Mycobactéries : délai plus prolongé arrivant jusqu’a 2-6

semaines en vue de leur lente croissance.

Interprétation des résultats :

De nombreux germes pathogénes responsables de
bronchopneumopathies proviennent des voies respiratoires supérieures et
colonisent les vois respiratoires inférieures, sans pour autant étre responsable
d’une infection. C’est pour cela qu’il est nécessaire de connaitre les différents
seuils de pathogénicité des prélevements afin de pouvoir distinguer entre une
simple colonisation et une véritable infection. A noter que ce seuil varie avec le
mode de recueil des sécrétions.

Pour ce qui est du prélevement respiratoire distal protégé,
I'interprétation des résultats vient apres la lecture des boites de culture, qui
se fait comme suit :

- Lecture des boites au 2é¢me jour :
o Si culture négative : réincuber les boites jusqu’a 48 heures. Si toujours

négative = Absence de croissance significative.
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o Si culture positive : compter le nombre de colonies identiques dans

chaque boite (celle de la culture directe et celle aprés dilution).

- Calcul de la concentration bactérienne :

Multiplier le nombre de colonies par le facteur de dilution pour obtenir
la concentration en UFC/ml.

- Role de la culture directe :

o Elle sert de contrble pour vérifier la cohérence entre les types de colonies
et leur abondance dans les cultures aprées dilution.

o Elle permet également de détecter des contaminations liées aux
manipulations (exemple : culture aprées dilution positive, mais culture
directe négative).

- Interprétation des résultats :

Généralement, une concentration de > 103 UFC/mL est considérée comme

seuil suffisant pour parler d’infection.

o Concentration > 103 = Procéder a l'identification des bactéries avec
antibiogramme.

o Concentration < 103 = Aucun intérét a procéder a I’identification et a
I’antibiogramme. Penser plutét a une colonisation.

o En cas de flore bactérienne polymorphe, discuter avec les
microbiologistes la possibilité de mettre en évidence les bactéries
possédant un seuil au-dela de 105.

Il est a noter qu’il existe certains groupes de malades pour lesquels le seuil

d’interprétation pathogéene est abaissé. Il s’agit de :

Mme. BOUZIANE Ouiam 32



Intérét de la PCR dans la prise en charge des pneumopathies en réanimation  These N°095/25
pédiatrique

o Patient immunodéprimé ou suivi pour mucoviscidose
o Antibiothérapie démarrée avant la réalisation du prélevement
respiratoire

o Observation de flore monomorphe pathogene a I’examen direct

Schéma récapitulatif d’interprétation des résultats :

m <2h Centrifugation et 24-48h Culture et

— s &
examen direct incubation

L L

Culture positive +—— Culture négative

| !

f Réincuber
v pendant 48h
Antibiogramme
1 Négative
Absence de
l croissance
significative

Discuter avec laboratoire : ldentifier les

agents bactériens dont le seuil > 103

b. Prélevement des crachats (ECBC) [3]:

Intérét : Il a comme avantage d’étre un examen non invasif, cependant il reste

objet d’erreur suite au haut risque de contamination salivaire de ce dernier.
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Matériel :
o Gants
o Flacon de recueil des crachats préalablement étiqueté et stérile
Technique :
o Effectuer le prélevement de préférence le matin, lorsque le patient est a
jeun.
o Inviter le patient a faire un rincage bucco-dentaire a I'eau distillée
stérile.
o Fournir au patient le flacon de recueil des crachats.
o Si nécessaire, pratiquer un clapping thoracique pendant 1 a 2 minutes.
o Demander au patient d’inspirer profondément, de retenir sa respiration
pendant quelques secondes, puis d’expirer. Répéter cette opération 2 a
3 fois avant de tousser, afin de garantir que les crachats proviennent des
poumons et soient expulsés lors de la toux.
o Recueillir un minimum de 2 ml de crachats, puis refermer

hermétiquement le flacon.

Examen macroscopique :

Renseigne sur I’éventuel type d’infection étudiée a travers la couleur et

I’aspect des expectorations : muqueux/ purulent/ mucopurulent/ hématique

ou salivaire.
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Examen microscopique :

Apres coloration du prélevement dans la solution de May-Grimwald-
Giemsa, un examen microscopique est alors effectué afin d’évaluer le nombre
de leucocytes et de cellules épithéliales par champ microscopique au faible

grossissement.

D’apres les criteres de Bartlett, Murray et Washington, un prélevement
optimal doit contenir moins de 10 cellules épithéliales et plus de 25
polynucléaires par champ. Nous résumons ainsi tous les cas de figure

possibles dans le tableau suivant :

Tableau 1: Interprétation des différents résultats microscopiques d’un

ECBC[2]

Contamination salivaire
>25 >25 . i
(Prélevement rejeté)
>25 10-25 A refaire
>25 <10 A refaire
Prélevement acceptable /
10-25 >25 i
Interprétable
<10 >25 Interprétable
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Mise en culture :

i. Culture directe :

o Ensemencement direct du prélevement sur milieux spécifiques, a

savoir :

+ Un des 4 milieux bactériens : GSC (Gélose au sang Columbia),
GSF (Gélose au sang frais), Hektoen et Chapman.

+ Milieux fongiques et milieux mycobactériens.

o Pour cela, déposer deux gouttes de I’échantillon et les étaler en

rateau sur chaque milieu.

ii. Culture apres dilution :

o Principe : Ajout de 2 gouttes du prélevement dans souvent 10 mL
d’eau physiologique stérile, permettant ainsi d’obtenir une dilution
au 1/100.

= Etape qui permet de réduire la concentration des agents
pathogénes et d’éviter ainsi leur surcroissance qui

généralement rend l'indentification difficile.

o Ensemencer 2 gouttes (généralement) de cette dilution encore une

fois dans 10 mL d’eau physiologique stérile, permettant alors

d’obtenir une dilution 1/10000.
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o Ensemencer 2 gouttes de la préparation finale diluée (10A-4) sur un
des milieux mentionnés ci-dessus (GSC par exemple) en utilisant la
technique du rateau.

= Etape qui permet de bien séparer les colonies, répartit
uniformément [’échantillon et facilite ainsi [l’identification
microbienne.

Lecture des boites au 2¢ jour :

o Si culture négative : réincuber les boites jusqu’a 48 heures. Si toujours
négative = Absence de croissance significative.
o Si culture positive : compter le nombre de colonies identiques dans

chaque boite (celle de la culture directe et celle apres dilution).

Interprétation des résultats :

Une concentration de > 10A7 UFC/ml est considérée comme seuil
suffisant pour discuter de la signification clinique de I'agent bactérien en

question.
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Schéma récapitulatif d’interprétation des résultats [4]:

MGG ou BM objx10
Contamination salivaire?
Reactlon inflammatoire?

Decmon de mise en culture

Si prélévement non conforme,
remplir une fiche de non

JOUR 1

MICROSCOPIE
CONTEXTE
CLINIQUE / \

/\!‘

FLUIDIFICATION

/ : \

Examen macroscopique

GRAM obj x 100
Orientation du diagnostic

DILUTIONS®

Vinoculum

ESTIMATION DE LA CONCENTRATION BACTERIENNE

— N\

conformité
SABOURAUD
+ CMP!
JOUR20u3
Si = seull
IDENTIFICATION
1SABOURAUD-CMP = gélose Sabouraud + chloramphénicol
2CHOCO + PVX = gélose chocolat + polyvitex
3DRIGALSKI = milieu sélectif des bacilles gram négatif non exigeants
4GS + ANC = Gélose au sang frais + acide nalidixique et colymicine
5 CHOCO+PVX+bacitracine = gélose chocolat + polyvitex + bacitracine
6 Dilutionfinale et volume inoculum choisis pour que 1 colonie = 1058 UFC/mL (sauf aspiration endo-trachéale - 1 colonie doit correspondre & 103
UFC/mL)
Exemples : Ex1 Ex2
Fluidification : 112 112
Dilution complémentaire - 1/6000  1/500
V inoculum : 100uL  10pL soit 1 cese calibrée

CHOCO+PVX+

bacitracine’

= 107 UFC/mL d’expectoration

ANTIBIOGRAMME

Conditions d’incubation
2448H 37°C

24-48H 37°C sous10% de CO2
24-48H 37°C

2448H 37°C sous10% de CO2
2448H 37°C sous10% de CO2
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c. Autres techniques d’identification des germes dans les prélevements

respiratoires (PDP, ECBC) :
i) Spectrométrie de masse :

Cette méthode rapide, efficace et fiable permet d’identifier les germes
au niveau du genre et de I’espece a partir d’une colonie fraiche. Cependant,
son principal inconvénient réside dans la nécessité d’une culture préalable

dans la majorité des cas.
ii) Méthodes biochimiques :

Bien que progressivement remplacées par des techniques plus modernes
telles que la spectrométrie de masse ou la PCR, les méthodes biochimiques
demeurent indispensables dans certains laboratoires en raison de leur
simplicité et de leur faible colt. Elles reposent sur I’analyse des capacités
métaboliques des microorganismes, notamment a travers des réactions
enzymatiques ou des tests de fermentation des sucres, permettant une

identification précise des germes au niveau du genre et de I’espece.
iii) Gélose chromogeéne [5]:

Cette méthode, a la fois pratique, simple et rapide, permet d'identifier
visuellement les différentes especes de micro-organismes grace a une réaction
enzymatique. Cette réaction se produit entre les substrats spécifiques libérés
par le germe et le milieu de culture chromogene, générant ainsi une couleur

distincte propre a chaque micro-organisme.

Cependant, cette méthode peut préter a confusion en raison des

variations de couleur associées, ce qui constitue une limite en raison du risque
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d’ambiguité. De plus, le colt des milieux chromogenes est plus élevé comparé

a celui des milieux classiques.
d. L’'antibiogramme [6,71]:

Il consiste a évaluer la sensibilité des micro-organismes, principalement
des bactéries, aux divers antibiotiques disponibles. Cette méthode nécessite
des conditions spécifiques, notamment |l'utilisation d'une culture pure

contenant uniquement la souche bactérienne a tester.
i) Préparation du milieu de culture :

On note alors 2 méthodes principales de préparation du milieu de culture

dans les boites de Petri :

= Diffusion en milieu gélosé :

- Gélose MH (Muller-Hinton) : c’est la plus utilisée lors de la méthode de
diffusion. Elle reste cependant employée pour les bactéries autres que
celles a croissance lente.

- Gélose MH-F (au sang de cheval défibriné et additionnée de B-NAD) :
additionnée de 5% de sang de cheval défibriné mécaniquement et de 20
mg/L de PB-NAD, est employée pour Streptococcus spp. dont
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus spp., Moraxella catarrhalis,
Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., Pasteurella sp.,

Corynebacterium et autres bactéries a croissance lente.

Mme. BOUZIANE Ouiam 40



Intérét de la PCR dans la prise en charge des pneumopathies en réanimation  These N°095/25
pédiatrique

| -
s " e

Contréle de croissance
p )

\, e W P P ; - -

11 puits contenant I"antibiotique en concentrations croissantes pour
déterminer la CMI
—

Figure 2: Dispositif de diffusion en milieu

gélosé[6]

Le choix du milieu pour évaluer la sensibilité aux antibiotiques varie

selon les espéces bactériennes.

Le Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
CA-SFM/ EUCAST a établi un tableau de référence, basé sur les
recommandations les plus récentes de mai 2022, pour guider ce choix de

maniere précise [8].
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Tableau 2: Milieux de détermination de la sensibilité des bactéries au

antibiotiques[7]

Tableau 1
Milieux de détermination la sensibiliteé des bactéries aux antibiotigues
Micro-organismea . Milieu
Enterobaclersles Galoge MH
Faaudomaonas Spp. Géloge MH
Acinelobacler spp. Gélogse MH
Sranolrophamanas matophilia Galose MH
Burkhoidens cepacia complex el 8. peeundanmalis Gelose MH
Achromobacher xylososidans Gélogse MH
Staphyiococcis Spp. Gelose MH
Enferosnscins Spp. Gelose MH
SHERIOCOOOUE ANEWTMYITAE Gelose MH-F'
Sireplocogues des groupes &, B, C, G Geélose MH-F'
Aulres slreplocogues Geloge MH-F'
Listeria manocylogenes Gélose MH-F'
1

Tableau 1
Milieux de délermination la senzibilité des bactéries aux anlibiotigues
Orpanisme . Milieu
Carpnebachenm spp. Gélose MH-F'
Bacillie app. Galose MH
ABFOCOCCUS P, Gélose MH-F'
Haemophius spp. Gélose MH-F'
Maizsedia gonoroess Gélose chocolal Polyvites®
Maigeeria memingilicis Galose MH-F'
Maraxells cararfale Galose MH-F'
FPasfaurella spp. Gélose MH-F'
Haficahacfar gl Gélose MH + 10 % de sang défibring de cheval {ou

de mouten) | 4 délaul, gélose Schaeder + 5 % de
sang de moulon SMfibang = vitamine K (10 mgiL) =
hémine (10 mgil) ; 4 défaul. gékese MH-F

Campplobactar spo. Géloge MH-F'

Kingaila sgp. Gélose MH-F'

ABFNNONAS SPE. Geloge MH

Vibwio spg. Getloae MH

Aradrobies Gélome Brucella + 5 % de sang de moulon

r ovilaming K1 {1 mgil) + hémmine {5 mgil)
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= Micro dilution en milieu liquide :

Cette méthode permet de déterminer la concentration minimale
inhibitrice (CMI) d’un antibiotique contre une souche bactérienne. Elle consiste
a ensemencer l'inoculum bactérien dans des micropuits contenant des
concentrations croissantes d'antibiotiques. Aprés incubation a une
température appropriée (généralement entre 35 et 37°C), la CMI est déterminée
en observant le dernier puits ou la croissance bactérienne est inhibée. Cette
concentration correspond a la plus faible dose d'antibiotique capable

d'empécher toute croissance visible de la bactérie.

Figure 3: Dispositif de micro dilution en

milieu liquide[6]
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ii) Comparaison entre les deux milieux de culture (Antibiogrammes-
CMI) :

Tableau 3:Tableau comparatif entre les deux milieux de culture

Méthode de référence

Variété dans le choix des
molécules _ _ _
. _ . o Mise en ceuvre facile et rapide
Bactéries exigeantes et a ) o
o Méthode automatisée

o Rapidité des résultats (7-9h

croissance lente ++

« Synergie » / « antagonisme _ .
jusqu’a 18h)
»
_ o o o Robustesse
Visualisation des diametres

(peu de risque d’erreur)

o Panel limité aux cartes
existantes (pas le choix des

) molécules)
Méthode chronophage o ) .
o Bactéries exigeantes et a
(temps, manuelle,..) _
_ croissance lente
Incubation longue (18-24h) ) _ _
_ o Tests complémentaires parfois
Attention : La mesure de la ) _
_ nécessaires
CMI n’est pas possible pour o
o o Mesure de la CMI : Colistine,
tous les antibiotiques _ _ _
Vancomycine, Teicoplanine

+++
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iili) Etapes d’application des disques d’antibiotiques sur milieu

gélosé [8]:

Apres la préparation de la suspension bactérienne (inoculum) et la
sélection de la gélose adaptée, généralement la gélose Mueller-Hinton pour
garantir une diffusion homogéne des antibiotiques, les étapes suivantes sont
réalisées dans un ordre précis pour évaluer la sensibilit¢é des micro-

organismes aux divers antibiotiques :
» Ensemencement :

Qu’il soit fait manuellement ou en utilisant des méthodes automatisées,
I’ensemencement consiste a étaler uniformément I'inoculum standardisé (en
général, une densité de 0.5 McFarland) dans toute la surface de la gélose
permettant alors d’isoler des colonies a étudier. Attention a laisser sécher

guelques minutes afin d’éviter 'humidité excédentaire.

VA

[noculum =
suspension de trouble tremper et

+ 0,5 Mc Farland éliminer excés @ @ @
de suspension 1/3 de tour 60% (13 de tour)

Figure 4: Technigue manuelle d’ensemencement de I’'inoculum

Apres I'ensemencement de la gélose, il est nécessaire d’y appliquer
fermement les disques antibiotiques. Le dépot des disques doit se faire

idéalement dans les 15 minutes suivant l'inoculation, sans dépasser 30
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minutes. Au-dela, une diffusion trop importante des antibiotiques pourra

conduire a 'obtention de zones d’inhibition anormalement grandes.

La quantité d’antibiotique dans le disque est généralement fixée de

facon arbitraire.

Le nombre de disques par gélose, leurs positions et la distance entre ces
derniers sont des parametres sur lesquels une attention particuliere doit étre
portée. En effet, la position permet de visualiser d’éventuelles synergies ou
antagonismes entre les différentes molécules et une distance raisonnable
entre les disques permet d’éviter une éventuelle erreur d’appréciation du

diametre mesuré du fait d’'un chevauchement des zones d’inhibition.

Il faudrait toutefois s’assurer que les disques sont en bon contact avec

la gélose.
> Incubation :

Elle consiste a placer la gélose contenant les disques dans une étuve a
température appropriée (généralement 35°-37°C) avec comme durée
d’incubation généralement admise de 20 +/- 4 heures pour la plupart des
especes et jusqu’a 48 heures pour certaines especes selon les

recommandations actuelles.
> Lecture des résultats :

De facon générale, la lecture repose sur la mesure a I'aide d’une regle
ou d’un pied a coulisse des zones claires formées autour des disques apres

incubation, communément appelées zones d’inhibition. Ces zones relatent
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I’efficacité de I’antibiotique utilisé sur la bactérie en question. De ce fait, plus

la zone est grande, plus la bactérie est sensible a I’antibiotique.

Ce que I'on devrait atteindre.. ..et ce que I'’on ne doit pas
obtenir !

Figure 5: Modéle de lecture des boites aprés bonne incubation[8]

> Interprétation des résultats [7]:

Suivant les concentrations et les diametres cliniques mesurés auparavant
au cours de la lecture des résultats, leur corrélation aux normes référentielles
utilisées (comme les criteres du CLSI ou EUCAST) permet de classer les
antibiotiques testés en 3 catégories cliniques distinctes : sensible, intermédiaire

et résistant.

ANCIENNE signification des catégories MOUVELLE signification des catégories
(a partir du 22 mars 2022)
5 = sensible 5 = sensible a posologie standard
| = intermédiaire | = SENSIBLE a posologie élevée
R = résistant R = résistant

Tableau 4: Interprétation des résultats de I’antibiogramme selon les nouvelles
recommandations EUCAST 2022[8]
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-« Sensible a posologie standard » : la probabilité de succes thérapeutique est
élevée dans le cas d’un traitement basé sur la posologie standard de
I’antibiotique.

- «Sensible a posologie élevée » * : la probabilité de succes thérapeutique est
élevée des lors que l'antibiotique est utilisé a forte posologie ou si
I’antibiotique est fortement concentré au site de I'infection.

- Souches « résistantes » : la probabilité d’échec thérapeutique est élevée,
méme lorsque I'antibiotique est utilisé a forte posologie et quel que soit le

mode d’administration utilisé.
2) Traitement des prélevements respiratoires :

Dans le cadre de notre étude, tous les préléevements respiratoires recus
au laboratoire ont bénéficié d’une étude complémentaire qualitative et semi-
quantitative a travers la PCR multiplex, et plus précisément le FilmArray
(bioMérieux) Pneumonia Panel (FA-PP). Cette approche a permis une détection
rapide et précise d’un large éventail de pathogenes respiratoires, ainsi que des

marqueurs de résistance bactérienne indépendants.
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BACTERIES BACTERIES ATYPIQUES GENES DE RESISTANCE
(Résultats semi-quantitatifs) (Résultats qualitatifs) AUX ANTIBIOTIQUES
Acinetobacter calcoaceticus-  Chlamydia pneumoniae Résistance a la méticilline
baumannii complexe Legionella pneumophila mecA/C et MREJ
Enterobacter cloacae complexe Mycoplasma pneumoniae Carb A
Escherichia col ViRUS e s
Haemophilus influenzae Adénovirus KPC
Klebsiella aerogenes Coronavirus NDM
Klebsiella oxytoca . Métapneumovirus humain  OXA-48-like
Groupe Klebsiella pneumoniae  Entérovirus/rhinovirus VIM
Moraxella catarrhalis humains
Proteus spp. . Virus de la grippe A BLSE
Pseudomonas aeruginosa Virus de la grippe B CTX-M
Serratia marcescens Coronavirus du syndrome
Staphylococcus aureus respiratoire du Moyen-Orient
Streptococcus agalactiae (MERS CoV)
S”epfOC(rCUS pneumoniae Virus parainﬂuenza
Streptococcus pyogenes Virus respiratoire syncytial

Figure 6: Les pathogenes détectés par le Panel Respiratoire FilmArray[8]

En résumé, cette technique permet de couvrir un large éventail de
pathogenes, comprenant 15 bactéries, 3 bactéries atypiques, 9 virus, et 7

genes de résistance aux antibiotiques.

"N FilmArray® !
‘ Pneumonia Panel plus - IVD s 03 i

..................

Run Information

2001029 10 Jan 2020 3:31 PM
BAL v3.3 20998316
Pneumopius v2.0 509019
Passed signara gueye (signara)
Completed FA2741 4 .
Detection Summary RESUItatS Seml‘
- Bin coplesimt) quantitatifs
oo jesiml) 10%4 | 10%5 | 10%6 | 210%7 . .
|Detected: v __ 10%6 __Staphyfococcus aureus 1 B'n (COpIES/mL)

Note: wmdwwwmmwmmammuw wmm-wm
‘ PreumOona. Wh(mrﬂ)mmmbﬂmfmaywww:nn«mmbcfumwmm
AX consistently comelate with the Quansty of bacteral analytes compared to CFUMML. For specimens with multiple bacteria detected, the
MGWM(WN)MMWMMN mmummuwwwwuuuui a-u
\ is advised 1o of seeni-gu Bin ) for chinical Qe

Antimicrobial Resistance Goms ]
| Detected: None

Note: mmmwwuwm A Not Detected result for 3 genetc marker of antimicrobial resistance does not
A WmamwmammAm:munwwdmmmm

Figure 7: Test FilmArray (BIOFIRE): Pneumonia Panel plus

Pour ce qui est du seuil de détection retenu pour I’étude, il a été fixé a

105 copies/ml.
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lll. Principe de la PCR multiplex FilmArray :

Les pneumopathies séveres, qu’elles soient communautaires ou
nosocomiales, sont une cause importante d’admission en réanimation.
Secondairement, les pneumopathies acquises sous ventilation mécanique
(PAVM) sont une des premieres complications des patients intubés et ventilés

[9].

Bien que guidée par les recommandations des sociétés savantes, la prise
en charge des pneumopathies nosocomiales en réanimation reste compliquée,
et il nest pas toujours aisé de présager des agents responsables d’une
pneumopathie nosocomiale et de mettre une antibiothérapie d’emblée

adaptée sans qu’elle soit a trop large spectre [9].

De ce fait, de nombreux kits ont été développés pour les prélevements
respiratoires, et visant a rechercher initialement les infections respiratoires
hautes, ont aussi été utilisés sur des prélevements respiratoires bas. Le panel
FilmArray Pneumonia p/us (mis sur le marché en fin d’année 2018) occupe un

intérét majeur dans le diagnostic microbiologique en milieu de réanimation.

Insérer la cassette Ajouter le tampon Insérer la cassette

Injecter la solution

dans la station d’hydratation

de chargement

de I'échantillon et Péchantillon dans l'instrument
I'échantillon et lancer I'analyse

Figure 8: Mode d’emploi de I’'automate FilmArray[10]
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1). Préparation de I’échantillon :
Premiére étape : Préparation de la cassette FilmArray :

La cassette jetable BioFire FilmArray est un test PCR multiplex en format
lyophilisé, intégrant tous les réactifs nécessaires pour la préparation de
I'échantillon, la transcription inverse, la PCR et la détection[10]. Elle permet
d'isoler, d'amplifier et de détecter les acides nucléiques de multiples agents
pathogenes des voies respiratoires inférieures a partir d'un seul échantillon de

type prélevement distal protégé (PDP) ou de type crachat (ECBC).

L'échantillon est recueilli dans un milieu de transport viral. Avant
I'analyse, l'utilisateur injecte une solution d'hydratation ainsi que I'échantillon
mélangé a un tampon dans la cassette. L'instrument FilmArray prend ensuite

en charge le reste du processus[11].

A noter que la station de chargement de la cassette est concue pour
minimiser les erreurs grace a des instructions et des reperes visuels, tels que

des fleches de couleur, qui assurent un positionnement correct de la cassette.

Elle comporte deux puits : un puits bleu pour le flacon d’injection

d’hydratation et un puits rouge pour le flacon contenant I’échantillon.
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comme suit [12]:

(Orifice Purification QOrifice
d'injection de des acides d'injection de
I'échantillon nuckigues la solution

PCRI PCRII d'hydratation

Lyse

=
~ - i VR e
— P PCRI
PCRI &2 <

Figure 9: La cassette FilmArray[12]

Ainsi, les étapes précises de préparation de la cassette sont décrites

a. Nettoyage de la zone de travail : Nettoyer soigneusement la zone de

puis rincer avec de l'eau.

la boite protectrice en aluminium.

tester I’échantillon.

travail et la station de chargement des cassettes avec une solution de 10

% d’eau de Javel fraichement préparée (ou un désinfectant approprié),

Retrait de la cassette : Retirer la cassette de son emballage sous vide en

déchirant ou en coupant I'emballage extérieur a encoche et en ouvrant

Remarque : La cassette peut encore étre utilisée méme si le sceau sous
vide n'est pas intact. Tenter de I’hydrater en suivant les étapes de la
section Hydratation de la cassette. Si I’hydratation réussit, poursuivre

I’analyse. En cas d’échec, jeter la cassette et utiliser une nouvelle pour
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c. Vérification de la date de péremption : Vérifier la date d’expiration

inscrite sur la cassette. Ne pas utiliser de cassettes périmées.

d. Insertion de la cassette : Insérer la cassette dans la station de

chargement, en alignant les étiquettes rouges et bleues de la cassette

avec les fleches rouges et bleues de la station de chargement.

e. Ajout du flacon d’injection d’échantillon : Placer un flacon d’injection

d’échantillon avec bouchon rouge dans le puits rouge de la station de

chargement.

f. Ajout du flacon d’injection d’hydratation : Placet un flacon d’injection

d’hydratation avec bouchon bleu dans le puits bleu de la station de

chargement.

Figure 10: Station de chargement de la cassette munie
des deux flacons d’échantillon et d’hydratation[13]
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Deuxiéme étape : Hydratation de la cassette [12]:

a. Dévisser le flacon d’injection d’hydratation du bouchon bleu.

b. Retirer le flacon d’injection d’hydratation, en laissant le bouchon bleu
dans la station de chargement de la cassette.

C. Insérer I'embout du flacon d’injection d’hydratation dans le port
d’hydratation de la cassette, situé directement sous la fleche bleue de la
station de chargement.

d. En appuyant fermement et rapidement pour percer le sceau du port
d’hydratation, le volume correct de solution est automatiquement aspiré
dans la cassette par le systeme sous vide.

e. Vérifier que la cassette a été correctement hydratée : Retourner
I’étiquette du code-barres et vérifier que le fluide est bien entré dans
les puits de réactifs (situés a la base de la partie rigide de la cassette).

De petites bulles d’air peuvent étre visibles.
Troisi@me étape : Préparation de I’échantillon [12]:

a. Ajouter le tampon d’échantillon au flacon d’injection d’échantillon.

*-{'J-‘a:'
o« Tenez I'ampoule de tampon avec I’embout orienté vers le haut.

Il faut éviter de toucher ’embout de I'ampoule pour prévenir toute

contamination.

o Pincer fermement I’onglet texturé en plastique sur le coté de I'ampoule

4o
jusqu’a ce que le sceau se casse. # J
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o Retourner I'ampoule au-dessus du flacon d’injection d’échantillon
(bouchon rouge) et versez le tampon en exercant une pression lente et
ferme, suivie d’une seconde pression.
Remarque : Eviter d’exercer des pressions supplémentaires sur
I’ampoule pour limiter la formation de mousse.

b. Mélanger soigneusement I’échantillon.

o Utiliser I’écouvillon fourni dans le kit pour remuer le prélevement (de
type PDP ou crachats) pendant environ 10 secondes.

c. Préparer le flacon d’injection d’échantillon.

e Insérer [I'extrémité de [I’écouvillon dans le flacon d’injection
d’échantillon.

o Casser le manche de I’écouvillon et laisser I'extrémité dans le flacon.

d. Fermer le flacon et jeter I’écouvillon.

o Refermer hermétiquement le flacon d’injection d’échantillon et jeter le
manche de I’écouvillon dans un conteneur a déchets approprié.

e. Mélanger le contenu du flacon.

Retirer le flacon de la station de chargement, puis le retourner au moins

.

trois fois pour bien mélanger. 8 e
_ B}
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f. Replacer le flacon dans la station.

o Remettre le flacon d’injection d’échantillon dans le puits rouge de la

station de chargement.
Quatrieme étape : Chargement de I’échantillon obtenu [12]:

a. Dévisser lentement le flacon d’injection d’échantillon du bouchon
rouge et laisser le flacon reposer dans le bouchon pendant 5 secondes.

(Le temps d’attente permet de réduire le risque de gouttes ou de

-+ * L il
=

contamination de I’échantillon.)

ol -

b. Soulever le flacon d’injection d’échantillon, en laissant le bouchon
rouge dans le puits de la station de chargement de la cassette
FilmArray, puis insérer ’'embout du flacon d’injection d’échantillon
dans le port d’échantillon de la cassette, situé directement sous la
fleche rouge de la station de chargement.

c. Appuyer d’un geste rapide et ferme pour percer le sceau, puis
I’échantillon est aspiré automatiquement dans la cassette par le
systeme sous vide.

d. Vérifier que I'’échantillon a bien été chargé.

(Si ’échantillon n’est pas aspiré, la cassette doit étre jetée et une

nouvelle est alors utilisée)
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e. Jeter les flacons d’injection d’échantillon et d’hydratation dans un
conteneur approprié.

f. Identifier la cassette en notant I'ID de I’échantillon dans I’espace prévu
sur I’étiquette de la cassette (ou fixer un code-barres d’ID

d’échantillon) et retirer la cassette de la station de chargement.

Figure 11: Introduction de la cassette dans I’appareil et lancement du
traitement

3) Traitement de I’échantillon [13]:

Voici un résumé des opérations et processus qui se déroulent lors d'un cycle

d'analyse avec une cassette BioFire® FilmArray® :
o Lyse de I'échantillon : L'échantillon est lysé par agitation (bead beating).

« Extraction et purification des acides nucléiques : L'ensemble des acides
nucléiques est extrait apres lyse mécanique vers la chambre de
purification puis purifié grace a une technologie de billes magnétiques,

tout en éliminant au fur et a mesure les débris cellulaires et viraux.
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o PCR multiplex imbriquée ou « nichée » :

- PCR1 : Une premiere étape effectue la transcription inverse et une
réaction PCR massive, multiplexée, et de grand volume = Elle vise
a augmenter la concentration d’acides nucléiques dans

I’échantillon.

Les produits obtenus sont ensuite dilués pour éliminer I’exces des
amorces restantes. Ces produits dilués sont répartis dans
différents puits et mélangés avec de nouveaux réactifs pour les

étapes suivantes.

- PCR2: Une seconde étape réalise plusieurs réactions PCR
spécifiques (simplex) pour amplifier les séquences générées par
PCR1. De plus, il existe un agent fluorescent intercalant utilisé

pour détecter ’ADN double brin amplifié.

Réactifs
lyophilisés

Circuit
réactionnel

Lyse d’échantillon
et la purification
des Acides 1¢= PCR 2éme PCR N
Nucléiques ool ¢

Figure 12: Etapes de traitement d'un échantillon
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ORIFICE
MIELANGE DE
LECHANTILLON | sowmow | D’INJECTION DE
ORIFICE LA SOLUTION
D'INJECTION DE— | D'HYDRATATION
L'ECHANTILLON (AUTRE COTE)
[AUTRE COTE)
LYSE PCR1
SN CASSETTE
| 7 o PCR2 ET
PURIFICATION === g FUSION EN
ADN/ARN POINT FINAL

Figure 13: Etapes de traitement de I'échantillon

» Détection des cibles : Les données de courbe de fusion de I’ADN en point
final permettent de détecter et d'obtenir un résultat pour chaque cible

sur le panel Pneumonia.

o Quantification pour le panel Pneumonia : Pour les analytes bactériens, le
systeme utilise également les données d'amplification en temps réel en
les comparant a un Matériel Standard Quantifié (QSM) inclus dans la
cassette. Cela fournit une estimation en copies génomiques par millilitre

(copies/mL).
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Figure 14: Exemple de courbe de fusion positive

Toutes ces étapes, une fois complétées et apres traitement des données
par le logiciel FilmArray, aboutissent a la génération des résultats finaux,

présentés selon le modeéle suivant :

mechanisms. A Not Detected result for a genetic marker of
or drug classes. A Detected result for a m
s required to obtain isolates for
uﬂmmhnmd

Figure 15: Modeéle de rapport de résultat FilmArray Pneumonia Panel du
laboratoire du CHU Hassan lI-Fés
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RESULTATS
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l. Incidence :

Sur une période qui s’étale du mois de Juin 2023 au mois de Juin 2024, soit
sur une intervalle d’1 an, 72 patients précédemment hospitalisés au sein du
service de Réanimation Mere Enfant du CHU Hassan Il de Feés ont été inclus

dans notre étude.

Parmi ces patients, 58 ont bénéficié d’un prélevement respiratoire
préalablement a la PCR, soit 80.5% de I’ensemble des patients. Le reste a alors

d’emblée subi un diagnostic microbiologique par PCR.

Il est a noter que, parmi ces 72 patients, 19 ont réalisé au moins deux PCR.
Ainsi, dans le cadre de cette étude portant sur 72 patients, un total de 97 cas

a été réellement exploité.
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Tableau 5: Patients ayant bénéficié de plus d’une PCR dans notre étude

IP du patient

Nombre de PCR

Date d'inclusion

Patient 1

19/06/2023

21/06/2023

Patient 2

27/06/2023

10/07/2023

Patient 3

26/07/2023

31/07/2023

Patient 4

02/08/2023

04/08/2023

Patient 5

02/10/2023

25/10/2023

Patient 6

26/12/2023

17/01/2024

Patient 7

19/01/2024

25/01/2024

Patient 8

25/01/2024

29/02/2024

Patient 9

31/01/2024

08/02/2024

07/03/2024

29/03/2024

Patient 10

13/02/2024

27/02/2024

Patient 11

26/02/2024

27/02/2024

Patient 12

22/03/2024

27/03/2024

09/04/2024

15/04/2024

Patient 13

17/04/2024

25/04/2024

02/05/2024

Patient 14

24/04/2024

30/04/2024

Patient 15

24/05/2024

03/06/2024
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Patient 16

24/05/2024

30/05/2024

27/06/2024

Patient 17

29/05/2024

13/06/2024

Patient 18

10/06/2024

13/06/2024

Patient 19

25/06/2024

28/06/2024
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Figure 16: Nombre de PCR corrélé au nhombre de cas
étudiés

Sur l'ensemble des PCR réalisées, 83 sont revenues positives, ce qui

correspond a un taux de positivité de 85,5 %.

Il. Caractéristiques socio—-démographiques :

En se basant sur les données de notre fiche d’exploitation, nous avons pu

faire ressortir les résultats ci-dessous en fonction des parametres suivants :
1) Age:

Dans le cadre de I’étude de la population pédiatrique, I’age de nos patients
a varié entre 1 mois 25 jours et 15 ans, soit une médiane d’age de 3 ans, un

age moyen de 5.1 ans et un écart-type de 4.93.

Le tableau ci-dessous résume la répartition des patients étudiés selon la

tranche d’age :
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Tableau 6: Répartition des patients inclus dans I’étude selon la tranche

d’age
Tranche d’age (ans) Nombre de patients Pourcentage (%)

[T mois-1an| 21 29.2%
[T an -2 ans [ 10 13.8%

[2 ans -5 ans | 11 15.3%
[S5ans-12 ans | 18 25%
>12 ans 12 16.7%

Total général 72 100%

La tranche d'age la plus représentée est celle des enfants agés de 1 mois a
1 an, regroupant 21 patients sur un total de 72, ce qui correspond a 29,2 % de

I'ensemble des patients.

E[lan—-2ans]|
[1 mois—1an]|

E[2ans—5ans|

W ([5ans—12ans |

m>12 ans

Figure 17: Répartition des cas de pneumopathies par
tranche d’age
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2) Sexe :

Notre étude a révélé une légere prédominance masculine, représentant

52,8 % des 72 patients inclus, avec un sexe ratio H/F a 1.12.

Féminin 47% 5
Masculin 53% EM

Figure 18: Répartition des patients selon le sexe

3) Provenance :

Pour faciliter une orientation minimale concernant le type de pneumopathie
(communautaire ou nosocomiale, et notamment celle acquise a I’hopital PAH),
notre étude a mis en lumiere une donnée essentielle : le milieu d’origine

préliminaire des patients. Ces derniers ont été répartis en deux catégories :

o Domicile

o Autre structure (incluant clinique, hoépital périphérique, ou tout autre

service médical ou chirurgical).
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Figure 19: Répartition des patients selon le site de

provenance
AS:33.3%-D:66.7%

lll. Caractéristiques clinigues :

1) Motif d’hospitalisation ou diagnostic d’entrée en réanimation

pédiatrique :

En réanimation pédiatrique, les motifs d’hospitalisation varient
généralement d’une tranche d’age a une autre, en fonction de la présence

de pathologies préexistantes et du milieu hospitalier.

Généralement, les motifs les plus fréquemment retrouvés se résument
dans la pathologie traumatique, la détresse respiratoire aigué et le sepsis

avec possible défaillance multiviscérale.
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Figure 20: Répartition des patients selon le diagnostic d’admission en
réanimation

pathologies traumatiques, qui atteignent 20,8 %, avec une prédominance
notable des polytraumatismes, représentant 16,7 % des diagnostics les plus
fréquents observés sur la période étudiée. En troisieme position, les troubles
de la conscience, incluant I’état de mal épileptique, enregistrent un taux de

19,4 %.

Trouble de
conscience
19%

Détresse
respiratoire
31%

Figure 21: Répartition des patients selon le diagnostic
d’admission en réanimation
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2) Antécédents pathologiques :

Les antécédents pathologiques peuvent étre variés, comprenant a la fois

des antécédents médicaux et chirurgicaux. Toutefois, certains d'entre eux

augmentent considérablement le risque de développer des pneumopathies de

différents types, notamment un terrain immunodéprimé,

qui expose

davantage le patient au risque d'infections par rapport a un individu sain.

Le tableau ci-dessous présente I'ensemble des antécédents recensés dans

notre étude, de la maniére suivante :

Tableau 7: Répartition des patients selon les antécédents

Terrain Effectif | Pourcentage
Terrain d’immunodépression 7 9.7%
Prématurité 1 1.4%
Autres pathologies néonatales (Retard de développement 5 6.9%
psychomoteur, ictére néonatale...)

Autres antécédents 10 13.9%
Antécédents chirurgicaux 3 4.2%
Terrain d’atopie familiale 1 1.4%

Inconnus 1 1.4%
Sans antécédents 44 61.1%
Total général 72 100%

4) Symptomatologie clinique :

Quatre signes cliniques ont été recherchés dans le dossier d'hospitalisation

de chaque patient inclus dans notre étude, renforcant ainsi la probabilité de

diagnostic de pneumopathie. Ceux-ci sont :
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- La fievre
- La toux
- La dyspnée

- Les sécrétions

Comme indiqué précédemment dans la section « Incidence », notre

étude porte sur 72 patients, avec un total de 97 PCR effectuées et analysées.

Pour assurer une corrélation clinico-biologique pertinente, Ila
symptomatologie clinique a été étudiée pour chaque PCR réalisée, soit un total

de 97 cas.

Le graphique ci-dessous compare entre la prévalence des différents
symptomes précédemment mentionnés, répartis en fonction des types de

pneumopathies :
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PAH +VM

PAVM précoce PAVM tardive

PAC Groupe2 Groupe3 Autres causes

Figure 22: Prévalence des différents symptomes cliniques selon le type de

pneumopathie
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On constate que :

La dyspnée prédomine parmi les signes cliniques, en particulier dans les
pneumopathies aigués communautaires (PAC), suivies des

pneumopathies acquises a I’hopital (PAH).

Dans les pneumopathies acquises par ventilation mécanique (PAVM),
gu'elles soient précoces ou tardives, les sécrétions et leurs
caractéristiques (abondance, couleur et évolution) occupent une place

prépondérante parmi les symptomes.

La fievre, définie par une température corporelle supérieure a 38,5 °C,

est quasi-constante et présente dans la grande majorité des cas étudiés.
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18
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Figure 23: Prévalence des différents symptémes cliniques selon le groupe de

pneumopathie
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5) Scores pédiatriques :

Plusieurs scores pédiatriques sont couramment utilisés en réanimation

pour évaluer la gravité d'un patient et estimer son risque de mortalité. Parmi

les plus répandus et ceux que nous avons appliqués dans notre analyse des

différents cas, on retrouve les trois suivants :

o Score Phoenix
o Score SOFA pédiatrique (pSOFA)

e Score PIM3 : Score principalement de mortalité pédiatrique

Tableau 8: Variables inclus dans le score de sepsis Phoenix[14]

Table 2. The Phoenix Sepsis Score®

0 Points

1 Point

2 Points

3 Points

Respiratory (0-3 points)

Pao,:Fio, 2400 or Spo,:Fio,
2292°

Pao,:F10, <400 and any

respiratory support® or Spo,:Fio,
<292 and any respiratory support*

Pao,:Fio, 100-200 and IMV
or Spo,:Fio, 148-220
and IMV

Pao,:Fio, <100 and
IMV or Spo,:Fi0, <148
and IMV

Cardiovascular (0-6 points)

Mean arterial pressure by age,

No vasoactive medications®
Lactate <5 mmol/L®

1 point each (up to 3) for:
1 Vasoactive medication?
Lactate 5-10.9 mmol/L®

2 points each (up to 6) for:
22 Vasoactive medications®
Lactate 211 mmol/L*®

mm Hg"?
<1mo >30 17-30 <17
1tollmo >38 25-38 <25
lto<2y >43 31-43 <31
2to<5y >44 32-44 <32
S5to<l2y >48 36-48 <36
12to 17y >51 38-51 <38
Coagulation (0-2 points)"
1 point each

Platelets 2100 x 103/pL

International normalized
ratio <1.3

D-dimer <2 mg/L FEU
Fibrinogen 2100 mg/dL

(maximum of 2 points) for:

Platelets <100 x 103/pL

International normalized
ratio >1.3

D-dimer >2 mg/L FEU
Fibrinogen <100 mg/dL

Neurologic (0-2 points)'

Glasgow Coma Scale score
>10; pupils reactive

Glasgow Coma Scale score
<10

Fixed pupils bilaterally

Abbreviations: FEU, fibrinogen equivalent units; Fio,, fraction of inspired oxygen;
IMV, invasive mechanical ventilation; Spo,, pulse oximetry oxygen saturation.

? The Phoenix Sepsis Score may be calculated in the absence of some variables
(eg. even if lactate level is not measured and vasoactive medications are not
used, a cardiovascular score can still be ascertained using blood pressure). Itis
expected that laboratory tests and other measurements will be obtained at
the discretion of a medical team based on clinical judgment. Unmeasured

variables contribute no points to the score.

b Calculated only when Spo, is =97%.

< Respiratory dysfunction of 1 point can be assessed in any patient receiving
oxygen, high-flow, noninvasive positive pressure, or IMV respiratory support,
and includes Pao,:F10, <200 and Spo,:Fi0, <220 in children who are not

receiving IMV.

9Vasoactive medications include any dose of epinephrine, norepinephrine,

dopamine, dobutamine, milrinone, and/or vasopressin (for shock).
© Lactate can be arterial or venous. Lactate reference range is 0.5-2.2 mmol/L.

=18 years.

f Use measured mean arterial pressure preferentially (invasive arterial if available
or noninvasive oscillometric), and if measured mean arterial pressure is not
available, a calculated mean arterial pressure (¥4 x systolic + %5 x diastolic) may be
used as an alternative.

& Age is not adjusted for prematurity, and the criteria do not apply to birth
hospitalizations, children with postconceptional age <37 weeks, or those aged

" Coagulation variable reference ranges: platelets, 150-450 x 10*/uL; D-dimer,
<0.5 mg/L FEU; fibrinogen, 180-410 mg/dL. International normalized ratio

reference range is based on local reference prothrombin time.

! The neurologic dysfunction subscore was pragmatically validated in both
sedated and nonsedated patients and those with and without IMV support.

J The Glasgow Coma Scale score measures level of consciousness based on

indicating better neurologic function.

verbal, eye, and motor response and ranges from 3 to 15, with a higher score
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Tableau 9: Variables inclus dans le score SOFA pédiatrique[14]

Tableau 1: score sequential sepsis-related organ failure assessment (SOFA) pédiatrique traduit et adapté

0 1 2 3 a4

Neurologique: Score | 15 13-14 10-12 6-9 <6
de Glasgow
Respiratoire: 2400 300-399 200-299 100-199 < 100
Pa02/Fi0O2 Ou 2292 264-291 221-264 148-220 <148
Sp02/Fi02
Hémodynamique
PAM en mmHg
< 1 mois 246 <46 Drogues en Drogues en Drogues en
{1 mois - 1 ans| 255 <55 ug/Kg/min: ug/Kg/min: ug/Kg/min:
[1an-2ans 260 < 60 Dopamine <5 | Dopamine 5-15 | Dopamine >15
(2 ans - 5 ans| 262 <62 Ou Ou Noradré®* < | Ou Noradré® >
[S ans - 12 ans| 265 <65 Dobutamine 0,1 0u Adré** < | 0,1 Ou Adré**
{12 ans - 18 ans| 267 <67 0,1 >01
2 18 ans 270 <70
Coagulation: 2150 000 100 000-149 50 000-99 20000-49000 | <20 000
Plaguettes /ul 000 000
Hépatique: Bilirubine <12 1,2-19 20-59 6,0-119 >12,0

- mg/dL
Rénal: Créatinine en

 mg/l
< 1 mois <8 8-9 10-11 12-15 216
{1 mois - 1 ans| <3 3-4 5-7 8-11 212
[1an-2ans| <4 4-5 6-10 11-14 215
[2 ans - 5 ans| <6 6-8 9-15 16-12 223
[S ans - 12 ans| <7 7-10 11-17 18-25 226
[12 ans - 18 ans| <10 10-16 17-28 29 -41 242
218 ans <12 12-19 20-34 35-49 250

* : Noradrénaline ** : Adrénaline
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Tableau 10: Variables inclus dans le score de mortalité PIM3, en comparaison avec PRISM llI

et PIM 2[14]

PRISK I PiM 2 PIMA 3

SBP {mmHg) Absolute (SBP-120) SEP at admission

Heart rate [/min) Pupils fixed ta light (Y] Pupils fixed to light [Y[M)

Bady temperature (*C) Fid; % 100{Pa0: (mmHg) Fi0s % 100{Pa0; (mmHg)

Pupil reflex Absolute [base excess) Ahbsolute [base excess)

Mental status Mechanical ventilation Mechanical ventilation in the first hour [¥/N)

Total CO: (mmHg) Elective admission (/M) Elective admission [¥N)

pH Recovery post procedure Recovery post procedure

FaCl: [mmHg) Bypass [Y/M) From bypass candiac surgery

Glucose (mog/dl) From non-bypass cardiac surgery

Potassium (mEgfl) From non-cardiac procedure

Creatinine [mg/dl) Risk factor Risk factor®

BUN {mug/dl] Low-risk diagnosis Low-risk diagnosis

White blood cell High=risk diagnaosis High=risk diagnosis

Prothrombin time ‘very high-risk diagnosis

Partial thrombin time

Flatelets
PRISM: pediatric risk of mortality, PIM: pediatric index of mortality; SBP: systolic blood pressure; Fil: fraction of inspired oxygen; PaOz: arterial blocd
oxygen partial pressure; BUN: blood urea nitrogen.
‘Lowe risk: asthima, bronchialitis, croup, abstructive sleep apnea, diabetic ketoacidosis; high-risk: cardiac arrest, severe combined immune deficiency,
leukemia or lymphoma after fist induction, spontanecus cerebral hemorrhage, cardieomyopathy or myocarditis, hypoplastic left heart syndrome, hu
man immuncdeficiency virus infection, liver failure, neurodegenerative disorder; "Low risk: asthma, bronchiolitis, croup, obstructive sleep apnea, dia
betic ketoacidosis, seizure disorder; high risk: spontanecus cereloral hemaorrhage, cardiomyopathy or myocarditis, hypoplastic left heart syndrome, neu
rodegenerative disorder, necrotizing enterocolitis; very high-risk: cardiac arrest, severe combined immune deficiency, leukemia or lymphoma after first
induction, bone marrow transplant recipient, liver failure.

Le score Phoenix a été adopté dans I’évaluation de dysfonction
d’organes en cas de sepsis chez les enfants lors des dernieres

recommandations de 2024.

Durant notre intervalle d’étude, c’est le score SOFA pédiatrique qui était
le plus utilisé dans le service de réanimation mere enfant du CHU Hassan Il de
Fes, ayant comme but d’évaluer le degré de sévérité de la pneumopathie en

question et la dysfonction d’organes.
A la phase initiale, la moyenne du pSOFA était de : 6.4.

Notre population a été répartie en deux groupes, selon le score pSOFA :
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- Groupe 1 (pSOFA<?2) : Comportant 8 patients au total, soit 8.2%
de I'ensemble de la population. 1 seul cas parmi ces 8 a présenté
une mauvaise évolution.

- Groupe 2 (pSOFA >=2) : englobant 89 cas en totalité. Ce groupe

est par définition a plus haut risque de mortalité.

8%

B pSOFA<2
W pSOFA>=2

92%

Figure 24: Pourcentage des patients selon le score pSOFA

En ce qui concerne le score PIM3 (Pediatric Index of Mortality), il s’agit
d’une échelle permettant d’estimer le risque de mortalité au cours des
premiéres heures d’admission en réanimation pédiatrique. Ce score a alors été
calculé chez la majorité des patients admis en réanimation meére enfant au
cours de notre intervalle d’études, avec une moyenne de 5.8%, correspondant

alors a un risque modéré de mortalité.

Les résultats du score PIM3 permettent de classer les patients en

différentes catégories de risque de mortalité, comme suit :

e PIM3 < 1% — Risque tres faible

o PIM3 entre 1% et 5% — Risque faible
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e PIM3 entre 5% et 15% — Risque modéré
o PIM3 entre 15% et 30% — Risque élevé

o PIM3 > 30% — Risque tres élevé

Nous avons ainsi classé notre population selon ces catégories :

<1% [1% - 5% [5% - 15%] [15% - 30%| >30%

50

45

40

35

30

25

20

15

10

(6]

Figure 25: Répartition des patients selon le score de mortalité PIM3

La catégorie « a risque tres faible de mortalité » correspondant a un
score PIM3 < 1%, est clairement prédominante, regroupant presque la moitié
de I’ensemble des cas étudiés, avec un pourcentage de 46.4%. 13 cas de cette
catégorie ont présenté une évolution défavorable, tandis que le reste a bien

évolué ou est resté stationnaire.
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IV. Caractéristigues paracliniques :

1) Type de prélevement respiratoire réalisé et antibiothérapie avant

prélevement :
a. Type de prélevement respiratoire réalisé :

Parmi les 97 cas étudiés, la majorité a bénéficié d’'un diagnostic
microbiologique standard, tel que le prélevement distal protégé ou I’examen
cytobactériologique des crachats. Dans certains cas, une PCR a été réalisée

directement, sans qu’un prélevement respiratoire n’ait été initialement fait.

80
70
60
50
40
30
20

10 8

,

ECBC PDP NON FAIT

Figure 26: Type de prélevement respiratoire réalisé

Le prélevement respiratoire distal protégé (PDP) a été la méthode la plus

fréquemment utilisée dans notre étude, représentant 75,3 % des cas.

Un examen cytobactériologique des crachats a été réalisé dans 8.2 % des

cas, principalement chez des patients non intubés.
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Enfin, 16,5 % des cas ont bénéficié directement d’'une PCR sans

exploration préalable par prélevement respiratoire.
b. Antibiothérapie avant préléevement :

71% de nos cas d’étude ont recu une antibiothérapie avant la réalisation
d’un prélevement respiratoire. Dans ce sens, les antibiotiques les plus

freguemment prescrits sont résumés dans la figure ci-dessous :

26
23
17
13 13
I I |

Ceftriaxone Ceftriaxone + Amoxicilline Amoxicilline Autre Pas
Gentamycine protégée protégée + antibiothérapie  d'antibiothérapie
Azithromycine avant prélevement

Figure 27: Molécules d’antibiothérapie les plus couramment administrées
avant le préléevement respiratoire dans notre étude

La ceftriaxone, une céphalosporine de 3¢ génération (C3G), a été la
molécule la plus fréguemment administrée avant la réalisation d’un
prélevement microbiologique, avec un taux de 23,9 %. Elle est suivie par
I’association C3G et aminoside (gentamicine) ainsi que par I'amoxicilline

protégée, chacune avec un taux de 18,3 %.
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En ce qui concerne le groupe « Autre antibiothérapie », il s’agit
majoritairement de patients ayant été sujets a plus d’une PCR durant leur
séjour en milieu de réanimation, et chez qui une antibiothérapie a été
administrée en fonction des germes isolées initialement au cours des premiers
prélevements, que ce soit en terme de pneumopathies ou d’autres sites
infectieux, et ont présenté ensuite une exacerbation ou réapparition de novo
des différents symptomes respiratoires dans le cadre d’une probable

surinfection.

Les principales molécules utilisées dans ce cas de figure sont I’association
Tazocilline-Amikacine, représentant 21.7% du groupe, et I’association

Méropéneme-Colimycine avec un taux global de 17.4%.
2) Bilan radiologique :
a. Moyen d’imagerie :

Presque tous les patients inclus dans I’étude ont bénéficié d’'une imagerie
radiologique, qu’il s’agisse d’une radiographie standard, d’un scanner

thoracique ou d’une combinaison des deux.

Le graphique en secteur suivant illustre les proportions de chaque type
d’imagerie réalisé :
> 40 % des patients ont eu une radiographie thoracique standard,

> 9% ont bénéficié d’un scanner thoracique,

> 47 % ont eu recours a I’association des deux types d’imagerie.

N

A noter que 4 % des patients n’ont bénéficié d’aucune exploration

radiologique.
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W Aucune imagerie

M Scanner thoracique

M Radiographie thoracique

MW Radiographie et Scanner
thoraciques

Figure 28: Différentes proportions des moyens d’imagerie

réalisée

Tableau 11: Exemples de résultats d’imagerie réalisée chez les patients de

notre étude

Radiographie Scanner .
_ _ Association
thoracique thoracique
Normale 15 0 0
Foyer
Y 6 7
pulmonaire
Epanchement : 3
pleural
Syndrome
. " 5 0
interstitiel
Anormale | Syndrome 3 0 45
bronchique
Syndrome
réticulo- 3 1
nodulaire
Atélectasie 0
Autres 3
Manque de données 0 0
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3) Bilan biologique infectieux :

Les résultats des prélevements sanguins ont été collectés tout au long de
I’hospitalisation des patients, en particulier lors du premier jour
d’administration de I'antibiothérapie et trois jours apres, afin de surveiller

I’évolution clinico-biologique de chaque cas.

Plus précisément, les résultats qui ont été le plus considéré sont ceux

concomitants au début de la phase aigué de la symptomatologie respiratoire.

Un dosage des globules blancs (GB) et de la CRP a été effectué chez

I’ensemble des patients.

En revanche, le taux de procalcitonine a été réalisé de maniere ciblée, sans
étre systématiqguement demandé. Par conséquent, ce dosage n’a pas toujours

été effectué le méme jour que le reste du bilan biologique recueilli.
Les taux normaux de GB ont été considérés en fonction de la tranche d’age.

Tableau 12: Répartition des cas en fonction des tranches d’age et des

différents parameétres étudiés

Donnée Nombre et pourcentage / Tranche d’age
paraclinique <1 ans [1-12 ans [ >12
Hyperleucocytose 18 (78.2%) 26 (49.1%) 9 (52.9%)
Leucopénie 1 (4.3%) 1 (1.9%) 4 (23.5%)
CRP élevée 17 (73.9%) 42 (7.92%) 15 (88.2%)
Procalcitonine 0 (0%) 40 (75.5%)) 4 (23.5%)
élevée
Pa02 / FiO2 bas 4 (17.4%) 15 (28.3%) 8 (47.1%)
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V. Caractéristiques microbiologiques :

1) Prévalence générale :

Sur les 97 cas étudiés présentant des symptomes respiratoires suggérant
une pneumopathie, 85 ont été confirmés a l'aide des méthodes
conventionnelles et de I'approche syndromique, correspondant a un taux de

confirmation de 87,6 %.
2) Résultats des méthodes conventionnelles (PDP, ECBC) :

Sur les 97 cas étudiés, 16 est le nombre de cas ou un prélévement
respiratoire n’a pas été effectué, que ce soit un prélevement distal protégé

(PDP) ou un examen cytobactériologique des crachats.

5 autres prélevements ont été effectués dans des conditions inadéquates
ou sans respect des exigences de transport, rendant leurs résultats

inexploitables, rassemblés alors dans le section invalide.

Sur les 76 cas restants, 39 prélevements se sont révélés positifs, soit un

taux de positivité de 51%.

Parmi ces 39 cas positifs, 3 ont bénéficié d’un ECBC, ce qui correspond a
des patients non intubés, tandis que les 36 autres, tous intubés, ont fait I'objet

d'un PDP.
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NON FAIT
17%

Négatif

Invalide 38%

5%

Positif
40%

Figure 29: Résultats des méthodes conventionnelles (PDP,

ECBC)

40

37 36
35
30
25
20
16
15
10
3 4
m B ==
0 —
1

1 Invalide 0

€]

Invalide

ECBC PDP NON FAIT

Figure 30: Résultats détaillés de chaque méthode

conventionnelle (PDP et ECBC)
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> Principaux germes détectés par les méthodes conventionnelles a
I’examen direct :

Les résultats recueillis montrent un panel de germes identifiés par les
méthodes conventionnelles, incluant des bactéries Cocci Gram + (CGP), Cocci
Gram - (CGN), et Bacille Gram - (BGN). Sur I’ensemble des cas étudiés, un seul
cas de bactérie diplocoque Gram négatif a été détecté

Ces méthodes ont permis dans certains cas d’isoler un seul germe, tandis
que dans d’autre cas, une association de deux germes ou plus a été mise en
évidence.

Parmi les 39 prélevements positifs, 28 ont permis d’isoler un germe unique,
représentant un taux de 71.8 %. Le germe prédominant identifié est le Bacille
Gram négatif (BGN), présent dans 20 cas, soit un taux supérieur a la moyenne,
atteignant 71.4 %.

Une association de germes a été mise en évidence dans 28,2 % des cas,

répartie en 25.6 % pour une bi-association et 2,6 % pour une triple association.

25

20

15

10

1

BGN DGN BGN +BGN  CGN + CGP BGN + CGP  BGN + BGN +
CGP

Germe unique Association de germes

Figure 31: Différents germes détectés a I’examen direct par méthode
conventionnelle (PDP et ECBC)
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> Principaux germes détectés par les méthodes conventionnelles aprés
culture :

Une fois le groupe bactérien identifié, il est essentiel de déterminer I’espece

en question, ce qui s’effectue apres la culture des prélevements.

Dans ces 39 prélevements respiratoires, 10 ont révélé une association de 2
germes, et une a mis en évidence une association de 3 germes, ce qui porte a
un total de 51 germes identifiés, classés ci-dessous par ordre de fréquence

décroissante :

a. Baciles a Gram négatif (BGN) : 67.7% de I’ensemble des germes

= BGN non fermentaires : 50.3%

e Acinetobacter baumanii (37.2%)

e Pseudomonas aeruginosa (10.9 %)

e Stenotrophomonas maltophilia (2.2%)
= Entérobactéries : 17.4%

e Klebsiella pneumoniae (15.2 %)

e Escherichia coli (2.2%)

b. Cocci a Gram positif (CGP) : 18.3% de I’ensemble des germes

e Staphyloccoccus aureus (11.8%)
e Streptococcus Pneumoniae (6.5%)

c. Cocci a Gram négatif (CGN) : 15.7% de I’ensemble des germes

e Haemophilus influenzae (15.7%)

d. Diplocoque a Gram négatif : 2.2% de I’ensemble des germes

e Moraxella catarrhalis (2.2%)
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Stenotrophomonas maltophilia [Jill 1
Moraxella catarrhalis [l 1

Escherichia coli [l 1

Streptococcus pneumoniae [ N 3
Pseudomonas aeruginosa [ NS 5
Staphylococcus aureus [ R G
Klebsiella pneumoniae [ 7
Haemophilus influenzae [ R :

Acinetobacter baumanii - |GG (5

18 20

Figure 32: Germes détectés par méthodes conventionnelles aprés culture

> La co-infection la plus détectée par les méthodes conventionnelles :

Lors de I'examen direct, la co-infection la plus fréquemment observée

est celle impliquant deux bacilles a Gram négatif (BGN).

En culture, deux associations de germes présentent un pourcentage

de prédominance équivalent : Acinetobacter baumannii-Klebsiella

pneumoniae et Acinetobacter baumannii-Pseudomonas aeruginosa.

3) Résultats de la PCR multiplex :

Tous nos cas d’exploitation ont bénéficié d’un complément

diagnostique en suivant I’approche syndromique par PCR multiplex.

Parmi les 97 PCRm effectuées, 14 n'ont détecté aucun germe, soit un

taux de négativité global de 14,4 %, ce qui indique un taux de positivité de

85,6 % correspondant a des infections respiratoires documentées.

Mme. BOUZIANE Ouiam

87



Intérét de la PCR dans la prise en charge des pneumopathies en réanimation  These N°095/25
pédiatrique

@Détecté

BEINon détecté

Figure 33: Résultats de la PCR multiplex
> Principaux germes détectés par PCR multiplex :

De méme que les méthodes conventionnelles, la PCR multiplex a pour son
tour permis d’isoler soit un seul germe, soit deux germes ou plus en méme

temps.
e Germe unique :

Parmi les 83 cas positifs identifiés, un germe unique a été isolé dans 33
cas, soit 39.8 % du total. Ces résultats se répartissent en deux catégories :
60.6 % des germes isolés sont de type bactérien, tandis que les 39.4 % restants

sont de type viral.
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Figure 34: Différents germes unigues détectés par PCRm,

d’origine bactérienne et virale

Parmi les germes de type bactérien, les bacilles a Gram négatif (BGN)
représentent la majorité, avec 70 % du total. En ce qui concerne les virus, le

Rhinovirus/Entérovirus domine, atteignant un taux de 69,2 % du total.

e Association de deux germes :
Lorsqu’il s’agit d’associations de deux germes, trois configurations

principales peuvent étre observées :
- Une association bactérie + bactérie
- Une association virus + virus

- Une association bactérie + virus
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Le graphique ci-dessous illustre les résultats de notre étude, en mettant en

évidence cette répartition.

CGP + CGN
CGN + BGN
CGN / DGN

BGN + CGP

Bactérie + Bactérie

BGN + CGN
BGN + BGN
DGN / HR-E
CGN / Rhinovirus entérovirus
BGN/ Rhinovirus entérovirus

BGN / Rhinovirus entérovirus

Bactérie + Virus

BGN / Human metapneumovirus
Virus respiratoire syncytial + Rhinovirus entérovirus
Human métapneumovirus + Adénovirus

Adénovirus + Coronavirus HKU1

Virus + Virus

Adénovirus / Influenzae AH 3

o
=
N
w
N
v
[e)]
~

Figure 35: Différentes associations de deux germes détectés par PCRm, d’origine
bactérienne et virale

Dans notre étude, 21 cas d'association de deux germes ont été recensés,
représentant 25.3 % de l'ensemble des prélevements positifs. Ces cas se

répartissent comme suit :

- Association bactérie + bactérie : 13,3 %, avec une nette prédominance
des associations de bacilles a Gram négatif (BGN), qui constituent 7,2 %

du total.
- Association virus + virus : 4 cas, soit 4,8 % de I'ensemble.

- Association bactérie + virus : 6 cas, représentant 7.2 % du total.

Mme. BOUZIANE Ouiam 90



Intérét de la PCR dans la prise en charge des pneumopathies en réanimation  These N°095/25
pédiatrique

e Association de 3 germes ou plus :

Parmi les 83 cas positifs, 29 ont présenté une association de 3 germes ou

plus.
Pour une meilleure analyse, ces cas ont été regroupés en deux catégories :

- Triple association (comprenant les configurations suivantes : 1 bactérie
+ 2 virus, 2 bactéries + 1 virus, ou 3 bactéries), représentant 48,3 % de
I’ensemble des associations et 16.9 % de ’ensemble des résultats PCRm
positifs.

= L'association la plus fréquente est celle de 2 bacilles a Gram
négatif avec le rhinovirus/entérovirus, observée dans 3 cas.

= Elle est suivie par deux autres configurations, chacune ayant
été enregistrée dans 2 cas : 3 bacilles a Gram négatif associés,
et 2 Cocci a Gram positif + 1 Cocci a Gram négatif.

- Association de > 3 germes: répartis dans notre étude en 7
configurations probables : 1 bactérie + 3 virus, 2 bactéries + 2 virus, 2
bactéries + 3 virus, 3 bactéries + 1 virus, 3 bactéries + 2 virus, >3
bactéries, >3 bactéries + 1 virus. Ce groupe représente 51.7% de
I’ensemble des associations, et 18.1% de I’ensemble des résultats PCRm

positifs.

Les deux graphiques ci-dessous présentent en détail toutes les

associations identifiées dans notre étude.
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Résultats PCRm: Triple association

CGP+CGP+CGN [ 1
CGP+BGN +BGN [ 1
CGN +DGN +CGP [ 1

CaN +CGP + CP
BGN + CGN +BGN [ 1

BGN + BN + BN |
CGP + CGN / Rhinovirus entérovirus [ R 1
CGN+ CGP / Human Rhinovirus [ 1

BGN + BGN / Rhinovirus entérovirus [ s s

BGN / Rhinovirus + Paralnfluenza virus [ R 1

3 bactéries

Triple association

2 bactéries + 1
virus

1
bacté
rie +
2
virus

Figure 36: Différentes associations de 3 germes ou plus détectés par PCRm,
d’origine bactérienne et virale
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Résultats PCRm: >3 germes

- _fzs :% 7 g «w  CGN / Adénovirus + Coronavirus + Rhinovirus entérovirus [ RRMS 1
~ E :% P g BGN / SARSCOV2 + Para Influanza + CBGN [ 1
+ [42]
~82Y 2 CGN + CGP / Adénovirus + Rhinovirus entérovirus+ VRS [ RS 1
80 5, 5
2 3 CGP + CGN + DGN / Rhinovirus entérovirus [ RS 1
n g S
_‘3 N BGN + CGN + CGP / Rhinovirus entérovirus [ S 1
) _f;é % + g «»  CGN+ DGN + CGP / Coronavirus + Rhinovirus entérovirus [ RS 1
g CGP + CGP +DGN + BGN . |
IS
5 CGP +CGN + CGP + DGN I |
s 8 CGN +BGN + DGN + CGP + CGP + BGN | |
0
g BGN + CGN + CGP + DGN + CGP + CGP | |
e
@ BGN + CGN + BGN + BGN + DGN I |
BGN + BGN + BGN + BGN + CGP + BGN |
BGN + BGN + BGN + BGN | |
)
g3 CGN +DGN +CGP + BGN / Influenza A GGG |
Rg s
_(;é . BGN+ CGN + CGP + CGP / Rhinovirus entérovirus [ R 1

Figure 37: Différentes associations de 3 germes ou plus détectés par PCRm,
d’origine bactérienne et virale

> Tableau des différentes espéces détectées par PCR multiplex :

En résumé des résultats obtenus grace a la PCR multiplex, sur un total de

83 cas positifs :
e 33 cas impliquaient un germe unique, soit 39.8 %.
e 21 cas correspondaient a une association de deux germes, soit 25.3 %.
e 14 cas présentaient une association de 3 germes, soit 16.8 %.

e 15 cas concernaient une association de plus de 3 germes, soit 18.1 %.

O

Mme. BOUZIANE Ouiam 3



Intérét de la PCR dans la prise en charge des pneumopathies en réanimation  These N°095/25
pédiatrique

Le nombre total d’especes pathogenes détectées par la PCR multiplex, noté

n, est calculé a 188 d’aprés l'’ensemble des résultats observés. lls se

répartissent en 16 types de bactéries et 8 types de virus.

Tableau 13: Différentes espéces pathogénes détectées par la PCR multiplex

Nombre
Nombre
en Nombre
Germes pathogeénes en co- Pourcentage
mono- total
infection
infection
Acinetobacter
13 24 37 19.7%
baumanii
Haemophilus
1 24 25 13.3%
influenzae
Staphylococcus
2 11 13 6.9%
aureus
Bactéries Pseudomonas
0 11 11 5.9%
(73.3%) aeruginosa
Streptococcus
2 14 16 8.5%
pneumoniae
Streptococcus
0 3 3 1.6%
pyogenes
Streptococcus
0 1 1 0.5%
agalatiae
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Moraxella
1 11 12 6.3%
catarrhalis
Escherichia coli 0 5 5 2.7%
Klebsiella
1 9 10 5.3%
pneumoniae
Enterobacter
0 3 3 1.6%
cloacae
Serratia
0 1 1 0.5%
marescens
Bordetella
pertussis 0 1 1 0.5%
(Coqueluche)
Human
Rhinovirus 12 17 29 15.4%
entérovirus
Coronavirus 1 4 5 2.7%
Adénovirus 0 5 5 2.7%
Virus
VRS 1 2 3 1.6%
(26.7%)
Para Influenza 0 2 2 1.1%
Influenza A 2 1 3 1.6%
Influenza A H3 0 1 1 0.5%
Human
0 2 2 1.1%
métapneumovirus
Total général 36 152 188 100%
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Dans notre étude, la PCR multiplex a démontré une sensibilité élevée
pour détecter simultanément de nombreux germes d’origines diverses,

bactérienne et virale.

Pour un total de n = 188, l'isolement de bactéries est majoritaire,

représentant 73,3 %, tandis que les virus ne constituent que 26,7 % du total.

Pour les 83 cas de PCR multiplex positives de notre étude, I’étiologie
bactérienne représente 79,6 %, tandis que I’étiologie virale correspond a 20,4

%.
> La co-infection la plus détectée par FilmArray Pneumonia panel plus :

La co-infection la plus fréquemment détectée par le FilmArray Pneumonia
Panel Plus implique également deux bacilles a Gram négatif (BGN). Cependant,
dans ce cas, l'association la plus prévalente est Acinetobacter baumannii-
Pseudomonas aeruginosa, représentant 5 cas sur 6 parmi l'ensemble des co-

infections a BGN.
> Répartition selon le type d’infection :

Pour les pneumopathies aigués communautaires, la majorité des cas étaient
soit d’origine virale pure, soit en co-infection avec certaines bactéries de type :
Bordetella pertussis, staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae ou

streptococcus pneumoniae.

Pour les pneumopathies nosocomiales (les pneumopathies acquises a
I’hdpital et les pneumopathies acquises par ventilation mécanique), la

répartition des germes se présente comme suit :
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Tableau 14: Répartition des différents en fonction du type d’infection

Pneumopathies
acquises a I’hopital

(PAH)

Acinetobacter baumanii : 2
Haemophilus Influenzae : 5
Staphylococcus aureus : 4
Pseudomonas aeruginosa : 1
Streptococcus pneumoniae : 4
Streptococcus agalatiae : 1
Streptococcus pyogenes : 1
Moraxella catarrhalis : 6
Klebsiella pneumoniae : 2
Escherichia coli : 1
Enterobacter cloacae : 1
Human Rhinovirus entérovirus : 4
Coronavirus : 1

Para-Influenza : 1

Pneumopathies
acquises par
ventilation mécanique

(PAVM précoces)

Acinetobacter baumannii: 9
Haemophilus Influenzae: 9
Staphylococcus aureus : 2
Pseudomonas aeruginosa:5
Streptococcus pneumoniae: 5
Streptococcus pyogenes: 1
Moraxella catarrhalis :2
Escherichia coli : 2

Klebsiella pneumoniae: 3
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Enterobacter cloacae : 2
Serratia marescens : 1

Human Rhinovirus enterovirus: 6

Pneumopathies
acquises par
ventilation mécanique

(PAVM tardives)

Acinetobacter baumannii: 25
Haemophilus Influenzae: 7
Staphylococcus aureus: 6
Pseudomonas aeruginosa: 5
Streptococcus pneumoniae: 5
Streptococcus pyogenes: 1
Moraxella catarrhalis : 3
Escherichia coli : 2

Klebsiella pneumoniae: 5

Human Rhinovirus enterovirus: 3
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Pour les pneumopathies acquises a I’hopital, Moraxella Catarrhalis est le
germe le plus fréguemment identifié¢, avec 6 cas, suivi d’Haemophilus
Influenzae avec 5 cas, puis Staphylococcus aureus et de Streptococcus

pneumoniae qui comptent chacune 4 cas.

Dans les pneumopathies acquises sous ventilation mécanique (PAVM)
précoces, Acinetobacter baumannii et Haemophilus influenzae restent les plus

prédominants avec 9 cas chacune.

En revanche, pour les PAVM tardives, I’Acinetobacter baumannii prend

le dessus sur I’Haemophilus influenzae avec 25 cas par rapport a 7 cas.

Un cas de colonisation par Acinetobacter baumannii a été enregistré
parmi les cas de pneumopathies aigués communautaires, avec une puissance

de souche a 104,
4) Genes de résistance :

Dans I’ensemble de I’étude, aucun géne de résistance n’a été détecté, ce

qui constitue un facteur de bon pronostic.

5) Concordance de I’approche syndromique par FilmArray avec les

méthodes conventionnelles dans la détection des bactéries :

139 bactéries ont été détectées par le FilmArray Pneumonia Panel plus,
tandis que les méthodes conventionnelles ont détectées 51 bactéries dans

les 76 prélevements réalisés et exploitables.
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Figure 38: Concordance de la PCRm avec les méthodes
conventionnelles dans la détection des bactéries

> Utilisation du FilmArray Pneumonia Panel plus sur des prélevements

revenus négatifs apres culture conventionnelle :
Sur les 76 prélevements respiratoires réalisés, 37 se sont révélés négatifs
apres les résultats de la culture. Cependant, 'utilisation de la PCR multiplex
pour ces prélevements a fourni plusieurs résultats, en rapport avec la détection

bactérienne des germes :

o Résultats concordants avec la culture conventionnelle : dans 7 cas,
aucun germe n’a été détecté par la méthode FilmArray, confirmant les

résultats négatifs de la culture.

« Diagnostic d’infections respiratoires virales et de pneumopathies aigués

communautaires : identifié par la PCR multiplex dans 13 cas.

« Diagnostic de pneumopathies nosocomiales : établi par la PCR multiplex

pour les 17 cas restants.
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Tableau 15: Exemples de cas de positivité de la PCRm type FilmArray sur
culture conventionnelle négative

Nombre de
Culture PCR multiplex type FilmArray
prélevements
2 Négative Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumanii + Pseudomonas
1 Négative
aeruginosa

Acinetobacter baumannii + Haemophilus
1 Négative
influenzae

Il en va de méme pour les prélevements qualifiés d’ « invalides », ou la
PCR multiplex a permis d’identifier Acinetobacter baumannii dans deux cas et

Klebsiella pneumoniae dans un cas.
6) Résultats de I’antibiogramme :

Sur les 97 cas étudiés, 39 prélevements respiratoires réalisés sont revenus
positifs, et ont permis de détecter 51 bactéries. Ces dernieres sont

représentées sur la figure 32 (page 87) par ordre de fréquence.
> En ce qui concerne I’Acinetobacter baumannii : (19 cas, 37.2%)

18 especes d’Acinetobacter baumannii sur 19 dans notre série d’étude

présentent une sensibilité a la colistine uniquement.
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Un seul isolat a démontré une sensibilité a d’autres classes d’antibiotiques

a savoir : Amikacine, Ciprofloxacine, Colistine, Cortrimoxazole, Gentamycine,

Imipéneme, Norfloxacine, Tobramycine, et Triméthoprime +

Sulfaméthoxazole.
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Figure 39: Profil d’antibiorésistance d’Acinetobacter baumannii dans notre série
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EXAMEN BACT-PDP-KT n Cou
Muestra: EXAMEN CYTO-BACTERIOLOGIE PDP-KT
1 053 536 Acinetobacter baumannii

Antibidtico CMI Interpretacidn
Amikacine | Amiklin ) SENSIBLE
Aztreonam { Azactam ) RESISTANT
Ceftazidime | Fortum ) RESISTANT
Ciprofloxacine { Ciflox, Ciproxine ) SENSIBLE
Colistine { colimycine ) SENSIBLE
CORTRIMOXAZOLE ( Eusaprim ) SENSIBLE
Gentamycine | Gentalline ) SENSIBLE
Imipénéme | Tienam ) SENSIBLE
Morfloxacine [ Moroxineg ) SENSIBLE
Pipéracilline { Piperacilling ) RESISTANT
piperacilline/tazobactam | Tazocillineg ) RESISTANT
Ticarcilline { Ticarpen ) RESISTANT
Ticarcillinefacide clavulanique | Claventin )
Tobramycine { Nébcine ) SENSIBLE
Triméthoprime + sulfaméthoxazole | Bactrim ) SENSIBLE

Figure 40: Exemple d’isolat d’Acinetobacter baumannii sensible a d’autres classes
d’antibiothérapie

EXAMEN -PDP-KT n Cou
Muestra: EXAMEN CYTO-BACTERIOLOGIE PDP-KT
1054 421 Acinetobacter baumannii
Antibidtico CMI Interpretaciin
Amikacine | Amiklin } RESISTANT
Aztreonam ( Azactam ) RESISTANT
Ceftazidime | Fortum ) RESISTANT
Ciprofloxacine ( Ciflox, Ciproxine ) RESISTANT
Caolistine { colimycine ) SEMSIBLE
CORTRIMOXAZOLE ( Eusaprim ) RESISTANT
Gentamycine | Gentalline ) RESISTANT
Imipénéme [ Tienam ) RESISTANT
Morfloxacine { Noroxine ) RESISTANT
Pipéracilline { Piperacilline ) RESISTANT
piperacillineftazobactam ( Tazocillineg ) RESISTANT
Ticarcilline { Ticarpen ) RESISTANT
Ticarcillinefacide clavulanique | Claventin ) RESISTANT
Tobramycine { Mébcine )
Triméthoprime + sulfaméthoxazole ( Bactrim ) RESISTANT
RESISTANT

Figure 41: Profil d’antibiorésistance d’Acinetobacter baumannii le plus fréquent dans notre
étude

> En ce qui concerne I’Haemophilus influenzae : (8 cas, 15.7%)

Tous les cas ou Haemophilus influenzae a été isolé en culture se sont

révélés sensibles a la Ceftriaxone, a I'Amoxicilline-Acide clavulanique, a
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I'Ampicilline et a la Lévofloxacine. En revanche, une résistance a
I'Erythromycine a été observée dans 3 cas, tandis que 3 autres ont montré une

résistance a la Spiramycine.

100%
90%
80%
70%
60%
50% B Résistant
40% H Sensible
30%
20%
10%
0%

Amoxicilline+Acide Ampicilline Ceftriaxone Levofloxacine
clavulanique

Figure 42: Profil d’antibiorésistance d’Haemophilus influenzae dans notre série

> En ce qui concerne I’Escherichia coli : (1 cas, 2.2%)

Parmi les 46 espeéces bactériennes identifiées par les méthodes
conventionnelles, un seul cas d’Escherichia coli a été détecté. Cette souche
s’est révélée sensible a la colistine, mais résistante a la ceftriaxone et a
I’amoxicilline-acide clavulanique =» Il s’agit donc d’une souche E. coli BLSE

(Escherichia coli productrice de béta lactamases a spectre élargi).
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EXAMEN BACT-PDP-KT n Cou
Muestra: EXAMEN CYTO-BACTERIOLOGIE PDP-KT
1 052 6E3  Escherichia coli

Antibibtico ChAl [nterpretacidn
Acide nalidixique { Negrame ) SEMSIBLE
Amikacine [ Amiklin ) SEMSIBLE
Amoxicilline [ Clamoxyl ) RESISTANT
Amoxiclline + acide clavulanigue ( Augmentin ) RESISTANT
Ampicilline [ Ampicilline, Totapen ) RESISTANT
Cefaloting | Kefin ) RESISTANT
Cefixime | Oroken ) RESISTANT
Cefotaxime ( Claforan ) RESISTANT
Ceftazidime { Fortum ) RESISTANT
Ceftriaxone [ Rocephing ) RESISTANT
Ciprofloxacine ( Ciflox, Ciproxine ) SEMSIBLE
Colistine { colimycine ) SEMSIBLE
CORTRIMOXAZOLE ( Eusaprim )
Ertapenem [ lnvanz ) SEMSIBLE
Fosfomycine | Fosfocine )
Gentamycine [ Gentalline ) SEMSIBLE
Imipénéme | Tienam } SEMSIBLE
Levofloxacine | Tavanic ) SEMSIBLE
Mecillinam [ Selexid )
Mitrofuranes | Furadoine, Furadantine )

Figure 43: Antibiogramme de la souche d’Escherichia coli détectée dans notre série

> En ce qui concerne le Klebsiella pneumoniae : (7 cas, 15.2%)

Toutes les souches de Klebsiella pneumoniae identifiées dans notre étude
se sont avérées sensibles a la colistine, mais résistantes a I’'amoxicilline et a
I’ampicilline. Par contre, 60 % des isolats ont montré une résistance a la
ceftriaxone, ce qui les classe parmi les KP BLSE (K/ebsiella pneumoniae

productrices de béta-lactamases a spectre élargi).
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Figure 44: Profil d’antibiorésistance du Klebsiella pneumoniae dans notre série d’étude

> En ce qui concerne le Staphylococcus aureus : (6 cas, 11.8%)

Tous les isolats de Staphylococcus aureus ont montré une résistance a la
pénicilline G, a I’'amoxicilline et a I’'ampicilline. En revanche, ils se sont révélés
sensibles a la vancomycine, a la teicoplanine, a la norfloxacine, a la

gentamicine, a la ceftriaxone, a la cefoxitine et a I’amikacine.
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Figure 45: Profil d’antibiorésistance du Staphylococcus aureus dans notre série d’étude

> En ce qui concerne le Pseudomonas aeruginosa : (5 cas, 10.9%)

Tous les cas identifiés de Pseudomonas aeruginosa dans notre étude sont

sensibles a la colistine. Certaines de ces souches présentent une résistance a

I’Amikacine et I'lmipéneme.
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Figure 46: Profil d’antibiorésistance du Pseudomonas aeruginosa dans notre série d’étude
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> En ce qui concerne le Streptococcus pneumoniae : (3 cas, 6.5%)

Parmi toutes les souches de Streptococcus pneumoniae lors de notre étude,
et qui sont sensibles a tous les antibiotiques testés, une seule souche présente

une résistance a la Norfloxacine.

VI. Prise en charge thérapeutique :

Sur les 97 cas étudiés, 48 ont recu une antibiothérapie probabiliste avant
le prélevement, avec wune prédominance de [|'administration de

céphalosporines de 3¢ génération en premiére intention.

Par contre, 6 cas ont bénéficié d’une antibiothérapie empirique
immédiatement apres la réalisation du prélevement respiratoire, dans I’attente
de ses résultats pour adaptation thérapeutique, principalement sous forme
d’une association Ceftriaxone + Gentamicine, Amoxicilline protégée +

Gentamycine ou Amoxicilline protégée.

Un total de 55.7% des cas prélevés ont donc bénéficié d’une

antibiothérapie probabiliste.

Des que les résultats de la PCR multiplex type FilmArray ont été délivrés,
le traitement a été adapté en fonction des germes mis en évidence, qu’ils
soient d’origine bactérienne ou virale, et en prenant en considération I’état

clinique et les résultats paracliniques associés.
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> En cas de suspicion d’infection bactérienne par examen direct avec

résultat positif a la PCRm (21 cas, soit 38.9 % de I’ensemble) :

Maintien de I’antibiothérapie initiale (42.9 %) : dans 9 cas sur 21,
I’antibiothérapie empirique n’a pas été modifiée.
e Escalade thérapeutique (52.4 %) : dans 11 cas, le traitement initial
a été modifié pour élargir le spectre, conformément aux résultats
fournis par la PCRm.
e Désescalade thérapeutique (4.7 %) : un seul cas a bénéficié d’un
passage d’une association Imipéneéme/Amikacine a la Ceftriaxone.
e Ainsi, la modification de I'antibiothérapie, incluant I’escalade ou la
désescalade, représente un taux global de 71,4 %, visant a adapter
le traitement aux pathogenes identifiés par la PCRm.
> En cas de suspicion clinico-biologique de pneumopathie hypoxémiante,
sans germes identifiés au PDP et résultat positif a la PCRm : (26 cas,
48.1% de I’ensemble)
e Maintien de I’antibiothérapie initiale (42.3 %) : dans 11 cas sur 26,
I’antibiothérapie empirique n’a pas été modifiée.
e Escalade thérapeutique (57.7 %) : dans 15 cas, le traitement initial

a été modifié pour viser les germes individualisés par la PCRm.
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VIl. Evolution :

1) Durée d’hospitalisation :

La durée d’hospitalisation a varié de 2 jours a plus d’un mois dans notre

étude.

Le graphique et le tableau ci-dessous regroupent le nombre total de

patients hospitalisés par intervalle de temps :

30

25

20

15

10

| = | ————————— | | | _
0

<7 jours [8-15] jours [16-29] jours >30 jours

Figure 47: Durée d’hospitalisation par intervalle de jours des 72 patients de notre étude

Mme. BOUZIANE Ouiam 110



Intérét de la PCR dans la prise en charge des pneumopathies en réanimation  These N°095/25
pédiatrique

Tableau 16: Durée d’hospitalisation par intervalle de jours des 72 patients de notre étude

Intervalle de temps Nombre de patients Pourcentage
< 7 jours 20 27.8%
8 a 15 jours 25 34.7%
16 a 29 jours 13 18.1%
>30 jours 14 19.4%
Total général 72 100%

2) Profil d’évolution :

Ce texte présente trois voies possibles pour I'évolution des patients en milieu

de réanimation, décrites comme suit :

- Bonne évolution : L'état général du patient s'améliore progressivement. Cela
ouvre la possibilité d'une sortie a domicile ou d'un transfert vers un autre
service hospitalier, signe d'une prise en charge efficace et d'une
amélioration notable de sa condition.

- Evolution stationnaire : L'état du patient reste stable mais ne montre pas de
nette amélioration depuis son admission. Dans ce cas, des investigations
supplémentaires peuvent étre nécessaires pour ajuster ou optimiser la prise
en charge.

- Mauvaise évolution : Malheureusement, cela correspond souvent au déces
du patient. Cette issue reflete une dégradation de I'état général malgré les
efforts déployés. Sur 41 patients ayant présenté une mauvaise évolution
durant leur séjour en réanimation, 14 d’entre eux étaient en état de choc

septique.
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W Bonne
W Mauvaise

Stationnaire

Vill. Délai de rendu des résultats :

> Dans notre étude, nous avons mesuré les délais de rendu des résultats
par FilmArray®.
> Le délai médian mesuré pour la PCR multiplex dans notre série d’étude
est de : O3heures.
> Avant de délivrer le résultat, plusieurs étapes sont effectuées, de la
collecte du prélevement jusqu’a I'obtention du résultat. Il convient de
prendre en compte les éléments suivants :
— Le délai d’envoi du prélevement par le service.
— L’enregistrement de I’analyse.
— La phase pré-analytique (préparation de I’échantillon et de la
cassette).
— La phase analytique (analyse a I’'aide du systeme FilmArray®).
— La phase post-analytique (communication des résultats,

validations techniques et biologiques).
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DISCUSSION
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. Pneumopathies de I’enfant en milieu de réanimation :

Les pneumopathies sont des infections respiratoires basses (IRB) avec
atteinte parenchymateuse associant fievre et symptomes respiratoires (toux et
difficultés respiratoires) [15], qui touchent tous les terrains et que I'on peut

classer en différentes catégories :

e Les pneumopathies aigués communautaires (PAC), survenant en
milieu extrahospitalier ou dans les 48 premieres heures d’un
séjour hospitalier : pneumopathie franche lobaire aigué (PFLA),
pneumopathie « atypique » ;

e Les pneumopathies associées aux soins/nosocomiales,
constituées a 80 % de pneumonies aigués acquises sous
ventilation mécanique (PAVM)

e Les pneumopathies aigués du sujet immunodéprimé. [16]

Sans pour autant oublier les pneumopathies des nourrissons de moins
de 3 mois qui sont dans la majorité des cas d’origine virale, mais qui peuvent
rentrer dans le cadre d’infection potentiellement sévere nécessitant une

hospitalisation en milieu de réanimation dans certains cas.
1) Définitions :

La pneumopathie aigué communautaire : est définie comme étant une
infection respiratoire aigué basse survenant chez des sujets préalablement

sains développant une infection pulmonaire en dehors de I’hopital.

Le terme « pneumonie » désigne un foyer de condensation pulmonaire

d’origine infectieuse, indépendamment de I’agent causal, bactérien ou viral.
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Deux aspects anatomopathologiques peuvent étre distingués :

> Condensation parenchymateuse exclusive ou prédominante touchant un
lobe ou un segment pulmonaire ;
> Foyer parenchymateux associé a une forte participation bronchique ou

bronchiolaire, désigné autrefois sous le terme de pneumonie. [17]

La pneumopathie acquise a I’hopital/ nosocomiale : La HAP est une
infection pulmonaire qui apparait aprés 48 heures d’hospitalisation et qui
n’était pas présente a I'admission. Elle est a différencier de la pneumonie
associée a la ventilation (VAP pour Ventilator Associated Pneumonia), qui est
une infection pulmonaire qui survient dans les 48 heures apres une intubation
orotrachéale, et concerne donc les patients hospitalisés aux soins intensifs. Le
délai de deux jours reste néanmoins une durée définie arbitrairement[18].
Parmi ces dernieres, on distingue les pneumonies précoces (apparues dans un

délai < 5 jours) et tardives ( > ou = 5 jours)[19].

La HAP est également a distinguer de la pneumonie acquise en milieu
de soins (HCAP pour Health Care Associated Pneumonia) qui concerne des
patients non hospitalisés (établissement médicosocial, centre d’hémodialyse,

clinique ambulatoire, etc.)[18].

En 2005, I'ATS/IDSA a intégré cette catégorie a la pneumonie
nosocomiale en raison du risque de germes multirésistants. Il est actuellement
reconnu que ce groupe de patient est tres hétérogene et que le traitement
habituellement proposé est une antibiothérapie empirique de
pipéracilline/tazobactam ou de céfépime, couvrant notamment Pseudomonas

aeruginosal18].
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La pneumopathie aigué du sujet immunodéprimé : Elle est souvent
causée par des agents pathogenes inhabituels qui ont par ailleurs une
virulence limitée ; elle peut également étre causée par les mémes agents
pathogenes qui causent une pneumonie chez les patients immunocompétents,
mais elle se manifeste par une infection plus grave. A titre d’exemple,
Pneumocystis jirovecii, un champignon atypique, est une cause fréquente de
pneumonie chez les patients immunodéprimés, en particulier chez les patients
infectés par le VIH et ceux qui recoivent un traitement par corticostéroides[20].
Selon I’OMS, ce champignon est responsable d’au moins un quart des déces
des nourrissons atteints de VIH[21].

2) Epidémiologie :

Les pneumonies aigués communautaires (PAC) représentent des
infections assez fréquentes dans le monde, notamment chez les enfants de
moins de 5 ans. Elles sont a l'origine de la presque totalité des déces
imputables aux pneumopathies et constituent I’infection respiratoire la plus
grave chez I’enfant. Elles sont la premiere cause infectieuse de mortalité chez

I’enfant[22].

Une étude faite en 2017 dans le service de pédiatrie de ’hopital du Mali
a observé une fréquence globale de 9,46 % de pneumopathies aigués
communautaires chez les enfants hospitalisés, avec une moyenne d'age de 3

ans[22].

Cependant, en milieu de réanimation, la pneumopathie nosocomiale
I’emporte sur le reste des pneumopathies de I’enfant. Elle est considérée

comme l'infection la plus fréquente en unité de soins intensifs.
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L'incidence des PAVM de facon globale se situe entre 1,9 et 3,8 pour
1000 jours de ventilation mécanique aux Etats-Unis et excéde 18 pour 1000

jours de ventilation mécanique en Europe[23].

Une étude récente menée au CHU Grenoble Alpes en 2018 a rapporté
une incidence des PAVM de 15,5 pour 1000 jours de ventilation chez les
enfants intubés en réanimation pédiatrique. Parmi les 355 patients inclus, 11 %
ont développé une PAVM, avec une prédominance chez les enfants agés de 2

a 6 ans[24].

Au Maroc, selon une étude faite au CHU Ibn Rochd de Casablanca, les
pneumopathies nosocomiales représentent 40 % des épisodes infectieux avec
une incidence de 3,1 % et une densité d’incidence de 2,8 pour 1000 jours de
ventilation mécanique. Les données émanant des pays émergeants sont tres
rares et montrent des taux beaucoup plus élevés, allant de 10,7 a 88,3 pour
1000 jours de ventilation mécanique. En Turquie, l'incidence de la
pneumopathie nosocomiale a été entre 12 et 18 %, 7 % au Japan. En Tunisie,
les pneumopathies représentent 31,8 % des infections, I'incidence était de 2 %

et la densité d’incidence pour 1000 jours de ventilation a été de 4,4[25].

Il est évident alors que l'incidence des pneumopathies nosocomiales
reste tres variable a I’échelle mondiale et difficile a cerner exactement,
influencée par plusieurs parametres, a savoir : les pratiques médicales et
I’écologie bactérienne du service, les ressources disponibles, les criteres de
définition retenus pour supposer le diagnostic d’une PN, le moment de
survenue, la nature des patients recrutés et les protocoles de prévention en

place.
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Il existe par contre plusieurs facteurs de risque favorisant I’élévation de
I'incidence des pneumopathies nosocomiales. Nous citons par exemple la
durée de la ventilation mécanique, I’age (surtout les enfants entre 2 et 6 ans),
I’hygiene du personnel soignant notamment I’hygiene des mains, la présence
de dispositifs invasifs, etc... Des mesures préventives doivent étre entreprises

rigoureusement afin de limiter le taux de mortalité qui en découle.

Les principales mesures préventives recommandées avec un niveau de
preuve de grade A sont, en population adulte, le relais par ventilation non
invasive des que I’état clinique du patient le permet, la réalisation des essais
de ventilation spontanée sans sédations, |'utilisation de circuits stériles, le
changement de circuit de ventilation uniquement en cas de besoin, la
décontamination des mains des soignants avant et apres les soins, la
vaccination des populations a risque contre le pneumocoque. Malgré son
efficacité sur la diminution du taux de PAVM, la décontamination orale et
digestive n’est pas recommandée en raison du risque de sélection de bactéries
multi-résistantes. Ces mesures ont cependant un moins bon niveau de preuve
en population pédiatrique[26,27]. D’autre mesures préventives sont
régulierement réalisées et semblent efficaces, mais elles sont généralement
testées en association dans des protocoles de prévention et non
indépendamment. Il s’agit par exemple de la mise en proclive a 30° du patient,
de ’hygiene de la bouche, de I'utilisation de systemes fermés pour I’aspiration
des sécrétions endo trachéales et de |'utilisation d’un dispositif différent pour

les sécrétions orales[28].
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Les PAVM seraient responsables d’un allongement de séjour en intra
hospitalier, d’une augmentation des colts d’hospitalisation, et d’une
augmentation de la morbi mortalité[29]. Il semble donc essentiel de pouvoir
les prendre en charge efficacement, de les prévenir et d’en suivre I'incidence.
La surveillance réguliere du taux de PAVM dans chaque service est d’ailleurs
recommandée [27] et doit étre considérée comme un outil d’évaluation des
pratiques s’inscrivant dans une démarche de qualité. Cette surveillance
permettrait d’établir des algorithmes décisionnels pour le diagnostic, la
prévention et la prise en charge des PAVM propre a chaque service. Pourtant,
actuellement, il existe peu d’études décrivant le taux de PAVM en population

pédiatrique[30].
3) Physiopathologie :

Les pneumopathies se développent généralement lorsque des
microorganismes atteignent les voies aériennes inférieures et parviennent a s'y
multiplier aprés une phase initiale de colonisation. Ces agents infectieux
peuvent envahir le parenchyme pulmonaire en contournant les mécanismes de
défense de I'hote. Ces défenses incluent la clairance mucociliaire, les réponses
immunitaires cellulaires impliquant les polynucléaires, les macrophages, les
lymphocytes et les cytokines, ainsi que les défenses humorales, telles que les
anticorps et le systeme du complément. Dans les cas graves, les
pneumopathies évoluent en SDRA, caractérisé par une inflammation sévere et

une dysfonction pulmonaire diffuse.
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Les pneumopathies nosocomiales concernent 0,5 a 1 % des patients
hospitalisés et le risque est multiplié de 3 a 10 chez les patients intubés-

ventilés[31].

La premiere étape est donc la modification de la flore oro-pharyngée :
celle-ci est précoce chez le malade hospitalisé et favorisée par la gravité de la
maladie sous-jacente, la longueur du séjour hospitalier [32], le mauvais état
nutritionnel, l'utilisation d'antibiotiques et la présence d'une sonde
d'intubation. La seconde étape est |la colonisation de I’arbre trachéobronchique
a partir de la flore oro-pharyngée.[33] L’inhalation de micro-organismes
représente ainsi le principal mécanisme de pénétration des agents bactériens

dans les voies aériennes inférieures.

L’origine digestive, surtout gastrique, peut également servir de source
pour l'entrée des organismes dans les poumons, qui peut étre favorisé par la
présence de sonde nasogastrique, et l'utilisation de morphinique et d’agents
curarisants qui inhibent la motricité de [I'appareil digestif. L’arbre
trachéobronchique est ainsi contaminé par des troubles de déglutition avec
micro ou macro-inhalations répétées qui se produisent méme en présence

d’une sonde d’intubation[34].

On distingue les pneumopathies précoces (acquises avant le cinquieme
jour d’hospitalisation), le plus souvent dues aux germes commensaux des
voies respiratoires supérieures, des pneumopathies tardives (acquises apres le
cinquieme jour d’hospitalisation) ou les germes hospitaliers et multi résistants

(comme A. baumannii) sont plus fréquemment identifiés[31].
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Indications Bactéries habituellement en cause
PAVM précoce (<57 jours de VM) et sans
antibiothérapie préalable ni FDR pour une
EMR

Streptocoques, S aureus métis, H. influenzae, Moraxella,
entérobactéries sensibles, anaérobies

Entérobactéries, y compris entérobactéries du groupe 3
(Enterobacter, Citrobacter freundii, Serratia, Proteus indole +,
PAVM tardive (= 5 J-7 jours de VM) et/ou  Morganella, Providencia),
FDR pour la présence de BMR entérobactéries BLSE, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii_ S aureus métiR (SARM)
autres

Figure 49: Bactéries habituellement incriminées en fonction du type de PAVM[34]

Environ 60 % des pneumopathies nosocomiales sont causées par des
bactéries aérobies a Gram négatif, notamment Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa et diverses entérobactéries. Cependant, une
augmentation récente des cas impliquant des bactéries a Gram positif a été
observée, avec Staphylococcus aureus devenant prédominant dans certaines

situations.

Les sources de contamination au décours d’une pneumopathie
nosocomiale sont nombreuses et variées, et peuvent étre réparties comme

suit :

o Contamination endogéne: par le microbiote oropharyngé, la
colonisation gastrique ou a la suite des aspirations des sécrétions qui
passent autour du ballonnet du tube endotrachéal. Il est ainsi reconnu
depuis plus de 30 ans que le patient lui-méme constitue la principale

source d’infection nosocomiale.
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o Contamination exogene : par matériel médical contaminé (notamment
le matériel de ventilation artificielle, a savoir les humidificateurs d’air, le
circuit de ventilation, les nébuliseurs... qui sont progressivement
contaminés par les sécrétions du patient. Le remplacement de ces
équipements ne diminue en rien le risque de colonisation), mains du
personnel soignant, et dispositifs mal stérilisés.

o Environnement hospitalier : transmission croisée et pathogénes
multirésistants en réanimation.

o Interventions médicales : Intubation prolongée, sondes, reflux gastrique

et antibiotiques favorisant la colonisation bactérienne.

1\\

Figure 50: Origines de la flore colonisatrice des réservoirs bactériens a I’origine des PAVM[34]

A : réservoir oropharyngé et nasosinusien. B : réservoir gastrique. C : transmission croisée entre les patients.
D : transmission croisée manuportée par les soignants a partir de germes de I’environnement. E : germes
apportés par le matériel intervenant dans la ventilation ou les procédures invasives. F : inoculation directe de
germes de I’environnement a travers la sonde d’IET.
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Le développement des PAVM repose sur un mécanisme multifactoriel, ou
I'inhalation joue un role central, souvent aprés une colonisation oropharyngée,

gastrique et/ou trachéale.
Trois mécanismes sont nécessaires a I’apparition des PAVM :

o Colonisation trachéo-bronchique par colonisation gastrique ou
colonisation trachéale exogéene.
o Virulence du germe.

o Altération des mécanismes de défense de I’organisme
4) Diagnostic positif :

Le diagnostic positif des pneumopathies en réanimation pédiatrique
repose sur un ensemble de critéres cliniques, radiologiques et biologiques. En
raison de la présentation souvent non spécifique des pneumopathies chez les
enfants en réanimation, un diagnostic précis et rapide est essentiel pour initier

un traitement approprié.
a. Qu’en est-il des pneumonies aigués communautaires ?

La plupart des pneumonies communautaires ne requierent pas
d’hospitalisation, sauf s’il s’agit de nouveau-né et d’enfant plus agé portant
une pathologie respiratoire sous-jacente ou une fragilité liée au terrain

(drépanocytose, mucoviscidose, prématurité, etc.).

L’hospitalisation est indiquée lorsque le syndrome infectieux persiste
malgré une antibiothérapie. Cette situation peut traduire une complication
locale (épanchement pleural ou, plus rarement, abces du foyer pneumonique)

ou une résistance bactérienne a I’antibiothérapie utilisée.
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Enfin, I'hospitalisation est indispensable quand il existe une détresse
respiratoire. Celle-ci peut également s’avérer nécessaire en cas de
vomissements, de déshydratation ou d’intolérance aux antibiotiques

usuels[17].

Le syndrome infectieux est constant dans la pneumonie communautaire. La
dyspnée et I'insuffisance respiratoire aigué sont possibles quel que soit I’agent

infectieux.

Deux tableaux cliniques sont classiques, bien qu’en pratique la situation

soit rarement aussi tranchée (Tableau 14) :

o Une fievre d’apparition brutale avec altération de I’état général, parfois
associée a une douleur thoracique ou un syndrome douloureux
abdominal, est évocatrice d’'une pneumonie franche lobaire aigué a
Streptococcus pneumoniae. L’auscultation retrouve un foyer de
crépitants ou, plus rarement, un souffle tubaire ;

o Un début plus progressif avec toux pénible et durable, état général
conservé, signes extra respiratoires (myalgie, éruption cutanée,
manifestations auto-immunes) variés est évocateur d’'une pneumonie
bactérienne  atypique  (Mycoplasma pneumoniae, Chlamydiae

pneumoniae) ou virale (VRS, adénovirus, para-influenzae...).
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Tableau 17: Particularités cliniques des pneumonies bactériennes et virales[34]
Etiologie Bactérienne Virale
Streptococcus pneumoniae Mycoplasma pneumoniae
Epidémiologie Sporadique Epidémique Epidémique
Age Tout age > 2 ans Tout age
Début Brutal Progressif Progressif
Fiévre Eleve Variable Variable
Signes Douleurs thoraciques, toux séche, Toux paroxystiques, Toux, rhino-pharyngite, ronchi,
respiratoires signes en foyers ronchi, sibilants sibilants
Signes Altération état général, douleurs Asthénie, éruptions Eruptions, diarrhée,
extra-respiratoires abdominales, méningisme, otites myalgie
Tolérance Mauvaise Bonne Bonne

b. Et qu’en est-il des pneumonies nosocomiales ?

Sur le plan diagnostique, les objectifs de toute approche diagnostique au
cours des PAVM sont, d’une part d’affirmer I'existence d’une pneumopathie
par un diagnostic clinique (en éliminant une simple colonisation trachéo-
bronchique ou toute infection d’origine extra- pulmonaire) et d’autre part
d’identifier 'agent pathogene en cause (diagnostic microbiologique) sur un
prélevement respiratoire (le plus souvent crachats ou prélevement distal

protégeé).
» Diagnostic clinique :

Le manque de norme de référence pour le diagnostic de la pneumopathie
associée a la ventilation mécanique (PAVM) chez les adultes et les enfants rend

I’interprétation de la littérature complexe.

Les criteres cliniques pour le diagnostic de la PAVM ont été établis par le
NNIS et le CDC[35]. Le CDC a depuis 2011 inclus une définition pédiatrique,
sur des critéres cliniques et radiologiques, en fonction de I’dge des enfants,
contrairement aux dernieres recommandations de la SFAR qui utilisent les

mémes criteres diagnostiques pour adultes et enfants[24].
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Les patients ventilés mécaniquement pendant 48 heures ou plus doivent
présenter deux radiographies thoraciques anormales ou plus, avec au moins
I'un des symptomes suivants : infiltration nouvelle ou progressive et
persistante, consolidation, cavitation et/ou pneumatocele (chez les
nourrissons de moins de 1 an). Cependant, chez les patients sans maladie
pulmonaire ou cardiaque sous-jacente (syndrome de détresse respiratoire,
dysplasie bronchopulmonaire, cedeme pulmonaire, ou maladie pulmonaire
obstructive chronique), une seule radiographie thoracique définitive est

acceptable[35].

En plus des radiographies thoraciques anormales, le patient doit présenter

au moins 'un des symptomes suivants :

- Fievre (= 38°C) sans cause reconnue,

- Leucopénie (< 4 000 globules blancs [GB]/mm?3) ou leucocytose (> 12
000 GB/mm3),

- Et au moins deux des critéres suivants :

o Apparition de crachats purulents, changement dans la nature des
crachats, augmentation des sécrétions respiratoires ou des
besoins en aspiration ;

o Toux nouvelle ou aggravée, dyspnée, ou tachypnée ;

o Rales ou bruits respiratoires bronchiques ;

o Et aggravation des échanges gazeux (par exemple, désaturation
en 02 [Pa02/FiO2 < 240], augmentation des besoins en oxygeéne

ou en ventilation).
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Les criteres décrits peuvent étre utilisés pour diagnostiquer la PAVM

chez les enfants ; cependant, des criteres diagnostiques spécifiques ont été

développés pour les nourrissons de moins de 1 an et pour les enfants de 1 a

12 ans.

Les nourrissons de moins de 1 an doivent présenter une aggravation des

échanges gazeux (désaturation en oxygene, augmentation des besoins en

oxygene ou en ventilation) et au moins trois des critéres suivants :

Instabilité de la température sans cause reconnue ;

Apparition de crachats purulents, changement dans la nature des
crachats, augmentation des sécrétions respiratoires ou des besoins en
aspiration ;

Apnée, tachypnée, narines dilatées avec rétraction de la paroi thoracique
ou grognements ;

Wheezing, rales ou ronchi ;

Toux ;

Et bradycardie (< 100 battements/min) ou tachycardie (= 170

battements/min).

Les enfants de 1 a 12 ans doivent satisfaire a au moins trois des criteres

suivants :

Fievre (= 38,4°C ou 101,1°F) ou hypothermie (< 37°C ou 97,7°F) sans
cause reconnue ;

Leucopénie (< 4 000 GB/mm?3) ou leucocytose (= 15 000 GB/mm3) ;
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- Apparition de crachats purulents, changement dans la nature des
crachats, augmentation des sécrétions respiratoires ou des besoins en
aspiration ;

- Rales ou bruits respiratoires bronchiques ;

- Et aggravation des échanges gazeux (désaturation en O2 [saturation <
94 %], augmentation des besoins en oxygene ou en ventilation).

Pour les plus grands, la dyspnée en soi-méme sans définition spécifique

est un critere diagnostique.

Les criteres NNIS/CDC ne nécessitent pas de confirmation microbiologique

pour diagnostiquer une pneumonie[35].

Patients hospitalisés en réanimation depuis plus de 2 jours, sous ventilation invasive ou dans
les 2 jours aprés l'arrét de la ventilation invasive

v

CRITERES RADIOLOGIQUES

Modification radiologique avec :

« Apparition d'un infiltrat ou présence d'un infiltrat évolutif et persistant
« Apparition d'une consolidation

» Apparition d'une cavitation

Y
CRITERES CLINICO-BIOLOGIQUES
Y | ¥ ¥
Enfant de moins de 1 an ' Entre 1 et 12 ans \ Plus de 12 ans
Un critere parmi :
Altération des échanges AU moins 3 critéres pami : - Fiévre > 38°C sans
gazeux Fievre> 38°C ou autres causes
hypothermie < 36°C « GB <4000/mm3ou >
Et au moins 3 critéres a plusieurs reprises 12000/mm3
Fievre > 38°C sans sans autres causes
autres causes « GB<4000/mm3 ou > Et au moins 2 critéres
GB<4000/mm3 ou 15000/mm3 parmi :
>15000/mm3 et + Modifications des + Modification des
Augmentation du taux > secrétions sécrétions
10% « Evénements . Evénements
» Modifications des paroxystiques paroxystiques
sécrétions + Alteration des - Anomalie
+  Evénements échanges gazeux auscultatoire
paroxystiques ) - + Altération des
..+ Anomalie auscultatoire - " _ echanges gazeux

Figure 51: Démarche diagnostigue utilisée (Criteres CDC) pour le diagnostic de PAVM par
catégorie d’age[35]
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La démarche diagnostique de PAVM proposée par le CDC serait une
définition peu spécifique mais trés sensible qui par conséquent surestime
probablement le taux de PAVM[36]. En effet, la colonisation trachéo-
bronchique combinée a des images radiologiques d’infiltrats et a un tableau
clinico-biologique de sepsis est fréquente en I’absence de réelle pneumonie

bactérienne et conduit a I'utilisation inappropriée d’antibiotiques[37].
> Diagnostic microbiologique :

Le diagnostic de pneumonie nosocomiale (PN) repose avant tout sur
I'analyse microbiologique (examen direct et cultures quantitatives) d'un
prélevement respiratoire ou d'un lavage bronchoalvéolaire (LBA) réalisé, ou
non, sous fibroscopie bronchique[38]. Divers outils microbiologiques, aux

performances variables, sont disponibles pour le diagnostic.

Ainsi, I’emploi d’une méthode microbiologique quantitative parait
essentiel, tant sur le plan de la performance diagnostique que sur le plan de
la documentation bactériologique, permettant d’orienter et donc de
restreindre le spectre d’une antibiothérapie probabiliste débutée initialement
de maniere empirique. L’impact de cette réduction de spectre sur I’écologie
bactérienne a I’échelle de I'individu et de la communauté reste majeur, et doit
constituer un objectif quotidiennement recherché par tout clinicien[37]. A
noter que cela ne signifie en aucun cas que I'instauration d’une antibiothérapie
probabiliste puisse étre différée en présence d’une instabilité hémodynamique

ou d’un syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA).

Si la nécessité d’associer aux signes radio-cliniques un préléevement

guantitatif des sécrétions pulmonaires semble
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clairement établie, la technique d’obtention de ces sécrétions n’est pas
univoque. Le choix se fait en fonction des possibilités techniques et matérielles

de chaque service, et des caractéristiques de chaque patient[37].
FilmArray® BioFire® Pneumonia Panel (PP):

Le FilmArray® BioFire® Pneumonia Panel est un test PCR multiplex
d’acides nucléiques emboité, spécifique a un syndrome, destiné a étre utilisé
avec les systemes FilmArray®, FilmArray® 2.0 ou FilmArray® Torch, basé sur
des cartouches, effectués de maniere automatisée sur des échantillons de type
expectorations (crachats ou prélevement distal protégé) avec des résultats

disponibles en environ une heure (bioMérieux)[39].

Il fournit des résultats semi-quantitatifs pour 15 bactéries et des résultats
qgualitatifs pour huit virus, trois bactéries atypiques et sept génes de résistance

antimicrobienne[40].

+ Genes de résistance aux agents antibiotiques [41]:

e CTX-M (B-lactamase a spectre élargi (BLSE)) :

La CTX-M est une B-lactamase de classe A capable de conférer une
résistance a un large éventail de céphalosporines. Le gene blaCTX-M,
qui code pour cette enzyme, peut étre présent en plusieurs copies par
cellule chez divers hotes a Gram négatif. Cependant, il a également été
détecté dans d'autres bactéries, telles que Pseudomonas aeruginosa et

Acinetobacter baumannii [42].
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e IMP (résistance aux carbapénemes) :

Les B-lactamases IMP (Imipénem) sont des métallo-B-lactamases
plasmidiques. De nombreux variants distincts d’IMP ont été identifiés,
chacun ayant le potentiel de conférer divers niveaux de résistance aux
B-lactamines a large spectre, notamment les carbapénémes et les
céphamycines. L'augmentation de la résistance aux carbapénemes chez
les pathogenes des voies respiratoires inférieures est particulierement
inquiétante. Le gene codant pour I'IMP a été détecté dans des souches

de Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas et Escherichia coli [43].
e KPC (résistance aux carbapénemes) :

Le géne de la carbapénémase de Klebsiella pneumoniae (KPC) confére
une résistance aux carbapénemes, une classe de B-lactamines. Bien gu’il
ait été initialement isolé chez Klebsiella pneumoniae, ce gene s’est
depuis propagé a d’autres genres et espéeces, notamment Ac/netobacter,

Pseudomonas et Escherichia coli [44].
e MecA/C et MREJ (résistance a la méticilline) :

Les staphylocoques résistants a la méticilline (MR) représentent une
préoccupation majeure dans les infections nosocomiales[45]. La
résistance a la méticilline repose principalement sur l'acquisition du
gene mecA, qui code pour une protéine liant la pénicilline (PBP2a) ayant
une faible affinité pour les B-lactamines. Ce géne mecA est intégré au
chromosome via un élément génétique mobile appelé cassette

chromosomique staphylococciqgue mec (SCCmec)[46].
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Chez S. aureus, la cassette mec s'integre dans une région spécifique

de son génome, créant ainsi la MREJ (jonction de I'extrémité droite de

SCCmec). Ce point d'insertion de mecA/C dans la cassette peut varier,

entrainant l'apparition de différents types de MREJ. Le test MREJ du

FilmArray Pneumonia Panel Plus est concu pour détecter cet événement

d'intégration particulier dans le génome de S. aureus.[47].

e NDM (résistance aux carbapénemes) :

La New Delhi métallo-B-lactamase (NDM) est une enzyme

plasmidique qui confere une résistance a tous les antibiotiques B-

lactames disponibles. Seize types différents de NDM peuvent étre

trouvés dans diverses especes a Gram négatif. Les plasmides portant le

gene de la NDM sont facilement transférables et peuvent subir des

réarrangements importants[48].

e OXA-48-like (résistance aux carbapénemes) :

Les B-lactamases oxacillinases (OXA) forment un groupe d'enzymes

principalement plasmidiques qui conferent une résistance aux

pénicillines, aux céphalosporines et aux carbapénemes[49]. L'OXA-48

hydrolyse efficacement les pénicillines, les carbapénemes a un niveau

plus faible, avec une activité plus marquée contre I'imipénéme, et

montre une activité trés faible contre les céphalosporines a spectre

élargi [50]. D'autres variants, qui conservent leur activité contre les

céphalosporines a spectre élargi mais ne possedent pas d'activité

carbapénémase (OXA-163, -247, -405, -436, -438 et -439), ne sont

pas ciblés par ce test[51].
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e VIM (résistance aux carbapénemes) :

Les Verona Integron-Encoded Métallo-B-Lactamases (VIM) sont des
carbapénémases codées par un intégron. Des cas de genes blaVIM
localisés sur des plasmides et des chromosomes ont été rapportés, mais
la majorité des alleles blaVIM se trouvent sur des plasmides. Il existe

environ 50 types distincts de VIM[52].

Les VIM sont principalement retrouvées dans les bactéries a Gram
négatif, la majorité étant associée a diverses especes du genre

Pseudomonasl53].

> Autres méthodes microbiologiques alternatives :

De nombreuses explorations complémentaires existent pour mettre en
évidence I’agent bactérien causal d’une infection pulmonaire. Cependant, pour
des raisons logistiques et économiques, il apparait illusoire de penser qu’une
recherche exhaustive s’avere possible et méme nécessaire dans tous les cas.
Il apparait donc indispensable de cibler le contexte au cours duquel une
documentation sera nécessaire et quels seront les prélevements adaptés et les

techniques a utiliser, tout en connaissant leurs limites[54].
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Tableau 18: Investigations bactériologiques minimales disponibles en fonction du type de

pneumopathie[53]

Caractéristigues de la
pneumopathie

Investigations bactériologigues d’emblées®” Investigations bactériologiques

secondaires”

PAC non hospitalizees

PAC sévéres
hospitalisées (hors
réanimation)

PAC sévéres
hospitalisées en
réanimation

Prneumopathies
aiguEs assoCiees
aUx 50iNs

Prneumopathies
AIBUES SOUS
ventilation
mecanigue

Prneumopathies
aigués de
l'immunodeéprimé

Aucune

Hémaoculture (avant antibiothérapie si possible)
Expectoration pour examen direct et culture {avant
antibiothérapie si possible)

Urines pour antigénurie legionelle si contexte évocateur
Réevaluation a 48—72h

§i pas d’étiologie a ce stade et
évolution insuffisamment
favarable

Antigenurie pneumocogque
PCR M. pneumoniae et

L. pneumoniage, voire
Legionella

Hémoculture (avant antibiothérapie si possible)

Sécrétions bronchigues (aspiration endotrachéale ou PBDF)
pour examen direct et culture (avant antibiothérapie si
possible) + PCR, M. pneumaniae, C. pneumaniae, voire

L. pneumophila et Legionella sp.

Urines pour antigénurie légionelle et pneumocogue
Priorité a la bactériologie traditionnelle (culture), car
germes faciles a cultiver et potentiellement multirésistants
Hemoculture

Expectoration, PEDP

Voire prélévements plus invasifs (brosse, LBA)

Priorité a la bactériologie traditionnelle (culture), car
germes faciles a cultiver et potentiellement multirésistants
Hémoculture

Aspiration secretions hautes (trachéales), PBDP

Voire prélévements plus invasifs (brosse, LBA)

Selon disponibilité : PCR 5. gureus et géne mec sur
prélévement respiratoire (type Gene Xpert |

Hémoculture (avant antibiothérapie si possible)
Expectoration jou sécrétions bronchigues si intubation)
possible, mais le LBA est le prélévement de référence pour
examen direct et culture (avant antibiothérapie si
possible) + PCR, M. pneumoniae, C. pneumoniae, voire

L. pneumophila et Legionella sp. + recherche de
mycobactéries

Urines pour antigénurie l&gionelle et pneumocogque

%i epanchement pleural
ponctionnable, grande valeur
pour PCR pneumocoque et
surtout PCR « universelle «
[ADMr165)

chapitres.

2 Ne sont présentées ici que les investigations bactériologigues ; les aspects virologiques et parasitomycologiques font ['objet d'autres

b Discussion bactériologiste/ cliniclen pour tout cas « atypigue -

Quant aux indicateurs biologiques, le dosage plasmatique de la

procalcitonine (PCT) est bien connu pour sa performance diagnostique limitée

et irréguliere dans le cadre des pneumopathies nosocomiales. En revanche, il

joue un role clé dans le suivi de I'évolution de la maladie : un taux de PCT qui

demeure élevé entre le premier et le septieme jour d'antibiothérapie est

indéniablement associé a un pronostic moins favorable[55].

Mme. BOUZIANE Ouiam 134

These N°095/25




Intérét de la PCR dans la prise en charge des pneumopathies en réanimation  These N°095/25
pédiatrique

Le dosage répété de la PCT plasmatique présente également un intérét
pronostique dans d'autres processus infectieux en réanimation, notamment

lors des bactériémies[56].

5) Prise en charge thérapeutique :

L'émergence de résistances a certaines classes d'antibiotiques constitue
une préoccupation majeure pour le personnel soignant et est considérée, dans
certaines études, comme proportionnelle a la durée d'hospitalisation[57]. C’est
pour cette raison que la prescription d'antibiotiques doit étre rigoureusement
encadrée et soumise a des protocoles stricts (a savoir une corrélation entre les
données cliniques et microbiologiques, une prescription au moment opportun
et pour une durée optimale) afin de limiter l'apparition de souches

multirésistantes en premier lieu.

a. Pneumopathies aigués communautaires :

Pour les pneumopathies aigués chez I’enfant, la prise en charge
ambulatoire demeure la plus courante. Toutefois, certaines situations
nécessitent une hospitalisation, soit en service de pédiatrie, soit, en cas de

gravité extréme, en réanimation pédiatrique.

Le tableau ci-dessous (Tableau 16) présente un résumé des principaux
criteres de gravité et d’hospitalisation associés aux pneumopathies chez

I’enfant [15]:
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Tableau 19: Criteres de gravité des pneumopathies et criteres d’hospitalisation[14]

Terrain
— Nourrisson de moins de 6 mois
— Pathologies sous-jacentes : asthme sévere, ...
— Conditions socio-économiques défavorables, surveillance au domicile impossible

Critéres cliniques de gravité

— Aspect toxique (teint gris, enfant asthénique)

— Signes de détresse respiratoire aigué : tachypnée > 60/min (> 2 ans), > 70/min (< 2 ans),
signes de lutte importants, hypoxie (les indications de I'oxygénothérapie seront détaillées
ci-dessous) (6), signes d’hypercapnie (sueurs, HTA), tachycardie

— Mauvaise tolérance hémodynamigue

— Troubles digestifs : vomissements, refus alimentaire, déshydratation

— Evolution rapide de I'infection

Critéres radiologiques de gravité
— Epanchement pleural franc, pneumothorax
— Pneumopathie étendue : > 2 lobes ou bilatérale, poumon blanc
— Atélectasie
—Images d’abcés

= Choix de I'antibiothérapie :

La mise en route d’une antibiothérapie est initialement probabiliste,
guidée par un faisceau d’arguments d’apres le terrain (age), les signes
cliniques et radiologiques, plus ou moins les résultats biologiques. Elle sera

donc initiée dans les cas ou est suspectée une pneumopathie bactérienne.

En ambulatoire, le traitement est administré par voie orale, en
monothérapie. Aucune recommandation ne justifie une bithérapie
d’emblée[58]. Le risque infectieux étant lié principalement au Pneumocoque,

I’amoxicilline est donc I'antibiotique de choix.

- En cas d’allergie, les céphalosporines de 3e génération (C3G) injectables
sont I’alternative.
- En cas d’allergie ou de contre-indications aux béta-lactamines,

I’hospitalisation est indiquée.
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Chez I'enfant de plus de 6 ans, en I’absence de critere de gravité et de
troubles digestifs, la pristinamycine peut éventuellement constituer une

alternative[59].

Dans tous les cas, le recours aux céphalosporines de 1re, 2e et 3e
générations orales, le cotrimoxazole, les tétracyclines n’est pas

recommandé[59].

L’acide clavulanique sera rajouté en cas de vaccination absente ou
incomplete contre ’Haemophilus influenzae de type b ou s’il coexiste une otite

moyenne aigué.

Lorsqu’une bactérie atypique est suspectée aprés 3 ans, un macrolide est

prescrit en premiere intention sans différence entre les molécules disponibles.

Lors d’une hospitalisation, le traitement antibiotique suit le méme
algorithme mais sera préférentiellement administré par voie injectable (voie
orale contre-indiquée ou impossible). Dans les cas séveres, un aminoside est
introduit en bithérapie[15]. Lorsqu’une staphylococcie pleuropulmonaire est

suspectée, un traitement anti staphylococcique est instauré d’emblée.

= Posologie et durée de traitement :

La durée des traitements est de 10 jours dans les pneumonies a
Pneumocoque et de 14 jours en cas de bactéries atypiques[58,59]. Les
posologies des antibiotiques sont résumées dans le tableau 17. Le schéma

thérapeutique est résumé dans la figure 46.[15]
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Tableau 20: Posologies recommandées des antibiotiques dans les pneumopathies

Amaoxicilline

Amoxicilline +
acide clavulanique

Macrolides

Pristinamycine

Céphalosporines
de 3% génération
injectables

Aminosides
Pénicilline M

Vancomycine

bactériennes[14]

Posologie usuelle : 80-100 ma/kg/j PO ou IV en 3 prises
Infections plus sévéres (Pneumocoque de sensibilité diminuée) :
120-150 mg/kg/j PO ou IV en 3 ou 4 prises

Posologie usuelle : 80-100 mg/kg/j PO ou IV (Forme pédiatrique) en 3 prises
(dose d’amoxicilline)

Josamycine : 50 mg/kg/j PO en 2 prises
Roxithromycine : 6 mg/kg/j PO en 2 prises (maximum 10 jours)
Clarithromycine : 15 mg/kg/j PO en 2 prises (maximum 500 mg x 2/j)

50 mg/kg/j PO en 2 ou 3 prises (> 6 ans)

Cefiriaxone : 50 mg/kg/j IV ou IM en 1 injection
Cefotaxime : 100 mg/kg/j IV en 3 ou 4 injections

Gentamicine : 5 mg/kg/j IV en 1 injection
Oxacilline : 100 a 200 mg/kg/j IV en 4 a 6 injections

40 a 60 mg/kg/j IV en 3 ou 4 injections

|

TERRAIN / CLINIQUE / RADIOLOGIE |
I I HAEMOPHILUS
PNEUMOCOOUE Bacreme arvmaue INFLUENZAE
< nes de -
‘!2!!“* AMOXICILLINE
:j‘ IR MACACLANS + AC CLAVULANIQUE
A8H 48 5 96M

v v
REEVALUATION SYSTEMATIQUE = Evolution ?

20 == > 0V =r>»-=-90nwO0z=x

Non amél:?fau’on | | Amelsolrabon |
r e 7
e P POURSUITE TRAITEMENT et SURVEILLANCE
Echec Amox : MACROLIDES monothérapie i e
Echec Macrolides : 48H de surveillance N

Figure 52: Schéma thérapeutique devant une pneumopathie de I'’enfant[14]
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Outre le traitement antibiotique, des mesures symptomatiques doivent
étre associées[15], a savoir un traitement antipyrétique et antalgique, une
hydratation correcte, une bonne kinésithérapie si atélectasie, et une
oxygénothérapie si la SpO2 est inférieure a 92 % ou a 95 % en cas de signes

cliniques de gravité[15].

b. Pneumopathies nosocomiales :

= Traitement empirique :

Les pneumonies nosocomiales sont responsables d’environ la moitié des
infections acquises dans les services de réanimation et représentent I'une des

principales raisons de la prescription d’antibiotiques dans ces unités[60-62] .

L'introduction en urgence d'une antibiothérapie devant un état de choc
septique est hors du cadre de la RFE « Recommandations formalisées
d’expert ». Il est nécessaire toutefois de se référer aux recommandations sur
la prise en charge du choc septique. Le patient immunodéprimé est traité
spécifiguement. Dans la pneumonie associée aux soins, aucune étude
prospective et randomisée n'a comparé une stratégie basée sur une
antibiothérapie probabiliste immeédiate versus une antibiothérapie apres
documentation microbiologique et antibiogramme sur le devenir des patients
avec stratification sur la probabilité diagnostique pré-test et la gravité clinique.
Cependant, plusieurs études observationnelles et une méta-analyse ont
montré qu'une antibiothérapie initiale inadaptée, c'est-a-dire inefficace sur le
pathogene responsable de l'infection, était associée a une aggravation du

pronostic (durée de ventilation mécanique, durée de séjour et mortalité)
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suggérant que l'introduction d'une antibiothérapie probabiliste adaptée est

associée a un meilleur pronostic[63-69].

Le choix du traitement antibiotique est adapté a chaque patient en

fonction des facteurs de risque de BMR (bactéries multirésistantes), tels que :

- Traitements antibiotiques antérieurs (dans les 3 derniers mois)
- Notion d’hospitalisation prolongée (dépassant 5 jours d’hospitalisation)
- Présence de souches endémiques

- Immunodépression

Il prend également en compte le caractere précoce ou tardif de la
pneumopathie nosocomiale, ainsi que la durée prolongée de ventilation

mécanique.

Facteurs intrinséques
Maladie pulmonaire chmniq\ue\
[Immunosuppression A
Broncho-aspiration
Ancienne prieumonie a BMR
Troubles cognitifs

Facteurs extrinséques

Hospitalisation récente
Soins de longue durée
Sonde naso-gastrique

Soins de plaie ; :
Maladies cérébrovasculaires
Thérapi_e intraveineuse Colonisation par SARM |
Hémodialyse i .
Cathéter i d Mauvais état général -
ra demeure Tabac actif
Diabéte /
Ipp
;

Figure 53: Différents facteurs de risque de germes multirésistants dans les
pneumonies nosocomiales[17]
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Suite aux recommandations de la Société Francaise d’Anesthésie et de
Réanimation (SFAR), un protocole de soins a été proposé par des experts en
rapport avec la conduite a tenir en cas de doute sur une pneumonie

nosocomiale (Figue 48).
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Figure 54: Protocole de soins N°3 suggéré par les experts : Procédure diagnostique (AVIS D’EXPERTS)
[68]
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Figure 55: Schéma décisionnel vis—a-vis de |’antibiothérapie en
fonction de I’état clinigue et les résultats de la culture
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il Disease Severi
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Multi-drug Resi=tant /iMN™2\ Pathogens

1
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Figure 56: Stratégie de mise en route de I’antibiothérapie empirique en cas de
pneumopathies acquises a I’hdpital[69]

Mme. BOUZIANE Ouiam 143



Intérét de la PCR dans la prise en charge des pneumopathies en réanimation

pédiatrique

These N°095/25

Tableau 21: Conduite a tenir thérapeutique des pneumonies en fonction du cadre nosologique[68]

« Protocole de soin n°4 suggéré par les experts : Schémas thérapeutiques (AVIS D’EXPERTS) »

Cadre nosologique

Clazues thérapeutiques

Molécules

I"r.s|:|||:|,gin::.J

+

Clindamyzine

Preumonie précooe Béta-lactamine inactive contre amoxicillinefacide clavulanigue | 34 6 g/
< § jours P. peruginasa
En Fabsence de choc sep- ou C3G type Céfotaxime IaGgl
tique ou de factewrs de
risque de BAMA Si allergie aux Béta-lactamines
Lénvoflaxacine S00mgx )
Prieumonie précooe Béta-lactaming inactive contre amoxicillinefacide clavulanigue | 34 6 g/
< § jours
Et choc septigque, P. peruginasa ou C345 type Céfotaxime 356 g lour
en Fabsence de factewns de
risque de BAMA
+ Amanaside " Exemple: Gentamicine B mgfig
o
+ Fluoroquinokane ou 00 mg x 3
Exermple: Ofloxacine
Si allergie aux Béta-lactamines 00 mg x 4]
Lévoflaxacine
+
Gentamicine B mgfig
Prieumonie tardive Béta-lactamine active contre Ceftanidime GBgf)
= 5§ jours P. peruginasa oo
Céfépime 43 Eg
Ow autre foctewr de risque U
de bacille & Gram mnégatif Pipéracilline-tambactam 16 gfj
non fermentant o % portage de BLSE
Imipenem-cilastatine Igh)
U
Méropénéme IaEgl
+ +
Amikacine © 30 mgsSkg )
Aminoside © U
Bu Ciproflomscine 400 mg x 3/j
Flupraquinalone
5i allergie aux Béta-lactamines
Artréonam IaEg

G0 mgx 3 & 4/

Factaurs de risgue de SARM

Ajout d'un antibiatique actif
contre ke SARM

Wancomycine
oo
Linézalide

15 mg'kg puis 30 & 40 mg'kgd)

GO0 mg x 3]

aPosologies données a titre indicatif pour un patient avec fonction rénale normale et poids standard ;

b Privilégier 'usage des aminosides par rapport aux fluoroquinolones pour limiter I’émergence de BMR ;

¢ Selon les critéres de la RFE « Réduire I'utilisation des antibiotiques en réanimation »
d Utiliser en priorité I’amikacine par rapport a la gentamicine en raison de son activité sur les bacilles a Gram négatif non-

fermentant

BMR : bactérie multirésistante ; BLSE : béta-lactamase a spectre étendu
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Selon les recommandations formalisées d’experts :

«R3.2 - Il faut traiter par monothérapie en probabiliste les pneumonies
associées aux soins du patient immunocompétent sous ventilation mécanique,
en dehors de la présence de facteurs de risque de bactéries multirésistantes,
de bacilles a Gram négatif non fermentant, et/ou de facteurs de risque élevé
de mortalité (choc septique, défaillances d'organes). » GRADE 1+, ACCORD
FORT [69]

A savoir que les facteurs de risque de bacille a Gram négatif non fermentant

sont [19,69]:

e Antibiothérapie dans les 90 jours précédant I'épisode de pneumonie

. Hospitalisation de plus de 5 jours précédant I'épisode de pneumonie

. Recours a une séance d'épuration extra-rénale lors du diagnostic de
pneumonie

. Choc septique, syndrome de détresse respiratoire aigu
Quant aux facteurs de risque de SARM, ils se présentent comme suit [19,69]:

e Prévalence locale de SARM élevée
e Colonisation récente du patient a SARM

e Lésion cutanée chronique, dialyse chronique.
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Tableau 22: Antibiothérapies probabilistes recommandées pour les pneumopathies
nosocomiales[58]

Tableau 4.
Antibiothérapie probabiliste recommandée dans les presmopathies noso-

comiales en cas dinfection tardive ou de suspicion dinfection & bactérie
multirésistante (BMRA) (dapris 1),

Tableau 3 Germes suspectes Antibiotherapie recommandée
F-”llbiﬂlhf‘rﬂplﬂ Pfﬂbd biliste recommandée pour les PHL'IJI'HUFJHUIIEB moso- Germes listés dans le Tableau 3 Céphalosporine anti-Psewdormonas
comiales en cas dinfection précoce ou en Pabsence de suspicion et BMR : (céfepime laZg/8al2Zhou
dinfection & bactérie multirésistante (d'a prf:s [o4 ). Preudomornas aeriginosa céftazidime 2 g/8 h) ou
. " . ; i : Klebsiella prewrmoniae BLSE carbapenéme anti-Psewdomornas
Germes suspectes Antibiothérapie recommandée Acinetobacter spp. (imipénéme 500 mg/éhou 1 g8 h
Streptococons prewmoniae Céftriaxone ou lévofloxacine, 5"‘_!”_’“_'{'[-"”“""‘ '“";;'_"'5 . au 11[“""2?111'111-‘“1:-' : J-I'.H hj iL'J
L= s . - . e O A T 2 talacts ] ite T
Haemuophilus influezae moxifloxacine ou ciprofloxacine meniciliine/oxaciiing résismot  beta'actaming-intatienr des
Staphviococous avrenws ou ampicilline-sulbactam ou Lgumeliz premopiie ae! "'l_""“fl':l"""“‘ I s I
Siy emme g . S ad . {pipéracilline-tazobactam 4,5 g/ & h)
meticilline/oxacilline sensible amoxicilline-acide clavulanique 'IF|IJF‘.-LI|LLL!IHI L“ olon - Bt B
_— - . [ ] e
BGIN sensibles aux antibiotiques OU ertapename P 4 N )
Escherichia coli, Klebsiella spp anti-Psevdomonas (ciprofloxacine
-SCHERCeed Cinli EDEN T 3 "
! X | o'd by wyr i
Protews spp., Serfatia marcescens '_H_ b mg/3 I'IU_"[ Il" ofloxacine
Fadmgke' j-'lou
BGM : hactéries i Gram négatif. aminaside {amikacine

20mg kg~' j-!, gentamicine ou
tobramycine 7 mg kg it plus
linézolide 600 mg/12 h ou
vancomycine 15 mg'kg/12 h

BLSE : hétalactamase i spectre étendu.

= Antibiothérapie ciblée, selon le germe en cause :

Deux a trois jours apres le début de I'antibiothérapie probabiliste, et une
fois les résultats de la culture disponibles, il est nécessaire d'ajuster le
traitement en instaurant une antibiothérapie ciblée adaptée aux germes
identifiés. Selon les données de l'antibiogramme, le traitement initial peut étre
maintenu, modifié pour élargir ou restreindre le spectre d'action, ou encore

interrompu si cela s'avere approprié.
i) Acinetobacter baumannii :

Il s’agit d’un bacille a Gram négatif, non fermentaire, a oxydase négative,
naturellement résistante a de nombreux antibiotiques en raison de I’existence
de plusieurs mécanismes intrinseques (Membrane externe peu perméable,

production d’une céphalosporinase a large spectre de type AmpC, production
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d’une oxacillinase de type OXA-51, production du systeme d’efflux actif

AdelJK)[70].
Les antibiotiques habituellement actifs sur A. baumannii sont les suivants [70]:

- PB-lactamines : pipéracilline-tazobactam, ceftazidime, céfépime,
imipenéme et méropéneme

- Aminosides : tobramycine, gentamicine et amikacine

- Fluoroquinolones

- Polymyxines : polymyxine B et colistine

- Tétracyclines et glycylcyclines

- Autres : sulfaméthoxazole-triméthoprime

La multirésistance aux antibiotiques de cette espéce tend a devenir un
probleme de Santé Publique car des souches résistantes a la quasi-totalité des
antibiotiques disponibles sont maintenant isolées[70]. La colistine administrée
par voie intraveineuse semble alors comme une option sdre et efficace pour le

traitement des PAVM causées par des souches résistantes aux carbapénemes.
i) Pseudomonas aeruginosa :

Il s’agit d’un bacille a Gram négatif, non fermentaire, responsable en

grande partie d’infections nosocomiales.

Certaines souches de Pseudomonas aeruginosa peuvent parfois présenter

une résistance a de nombreux agents antimicrobiens disponibles.

En pratique hospitaliere, la majorité des cliniciens privilégient néanmoins

I'association d'une R-lactamine anti-pseudomonas (comme la ceftazidime ou
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la pipéracilline-tazobactam) avec un aminoside anti-pseudomonas (tels que la

tobramycine ou I'amikacine).

Il est recommandé de mettre en place une désescalade de I’antibiothérapie
pour le traitement des infections a P. aeruginosa en épargnant les

carbapénémes (AE) [71].
iii) Entérobactéries (R-Lactamase a spectre élargi) :

Les entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre étendu (EBLSE)
sont responsables d'infections dont le traitement repose principalement sur

les carbapénemes.

Dans les pneumonies documentées a entérobactérie résistante aux C3G, il

est recommandé une monothérapie [71].

Tableau 23: Traitement d’'une pneumonie documentée a entérobactéries[59]

Pneumonie documentée

Infection a EBLSE Infection & entérobactérie résistante aux C3G

En cas de traitement probabiliste | En cas de traitement probabiliste par hyperproduction de céphalosporinase
sans production de BLSE

par un carbapéngme : par pipéracilline-tazobactam :
Relais possible par pipéracilline- Poursuite possible du raitement par
tazobactam si évolution clinique piperacilline-tazobactam si évolution
favorable et souche sensible & la clinique favorable et souche sensible a
pipéraciline-tazobactam (CMI = 4 mgi'L) la pipéraciline-tazobactam [CMI = 4
mgiL)

Relais possible par une fluoroquinolone (ciprofloxacine, lévofloxacine, ofloxacine — Liliser de préference le cefépime & un carbapeneme

par ordre alphabétique) si évolution clinique favorable et souche sensible a toutes
les quinolones

Ltilisation possible de la témocilline et du cotrimoxazole sous réserve d'un avis
spicialisé en antibiothérapic

iv)  Staphylococcus aureus :

Staphylococcus aureus est également une cause majeure de

pneumopathies nosocomiales.
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Pendant de nombreuses années, les glycopeptides, notamment la
vancomycine, ont constitué le traitement de référence des pneumopathies
acquises sous ventilation mécanique (PAVM) en réanimation. Cependant, en
2003, une analyse des résultats de deux essais cliniques prospectifs en double
aveugle a comparé l'efficacité du linézolide et de la vancomycine, chacun
associé a lI'aztréonam, dans le traitement des pneumopathies nosocomiales a
SARM chez 160 patients. Les résultats ont révélé une supériorité du linézolide,
avec des taux de survie (80 % contre 63,5 %) et de guérison clinique (59 %

contre 35,5 %) significativement meilleurs.
= Modification du traitement et principe de désescalade thérapeutique :

La désescalade thérapeutique, ou « désescalade antibiotique » en milieu de
réanimation, est une approche thérapeutique trés répandue. Elle consiste a
initier une antibiothérapie empirique en premier lieu, a large spectre, visant a
couvrir un certain nombre de pathogenes potentiellement incriminés dans la
symptomatologie du patient, et I’ajuster par la suite vers un spectre plus étroit
et ciblé en fonction des résultats des différents tests microbiologiques

effectués et de I’évolution clinique du sujet.

Cette stratégie vise a assurer une couverture initiale adéquate des
pathogenes potentiels tout en réduisant I'exposition aux antibiotiques a large
spectre, minimisant ainsi le risque d'émergence de résistances bactériennes

et les effets indésirables associés.

Mme. BOUZIANE Ouiam 149



Intérét de la PCR dans la prise en charge des pneumopathies en réanimation  These N°095/25
pédiatrique

Principes de la désescalade thérapeutique [72]:

c. Traitement empirique initial a large spectre : En raison de la gravité des
infections en réanimation, une antibiothérapie couvrant un large éventail
de pathogénes est souvent instaurée rapidement.

d. Réévaluation basée sur les données microbiologiques : Apres obtention
des résultats des cultures et des antibiogrammes, l'antibiothérapie est
réajustée pour cibler spécifiqguement les agents pathogéenes identifiés.

e. Réduction du spectre antibiotique : L'objectif est de remplacer les
antibiotiques a large spectre par des agents plus spécifiques, limitant
ainsi la pression de sélection sur la flore bactérienne et réduisant le risque

de développement de résistances.
Objectifs de la désescalade [72]:

« Efficacité clinique : Assurer un traitement efficace de l'infection en cours

tout en évitant une antibiothérapie excessive.

o Prévention des résistances : Limiter |'utilisation inutile d'antibiotiques a

large spectre pour réduire I'émergence de bactéries multirésistantes.

o Réduction des effets indésirables : Minimiser les risques associés a une
utilisation prolongée ou inappropriée d'antibiotiques, tels que les

toxicités médicamenteuses ou les déséquilibres du microbiote.
= Durée de I’antibiothérapie :

La prescription d’antibiotiques dans les pneumopathies nosocomiales sont
associées a une morbi mortalité importante, en particulier en prolongeant la

durée de la ventilation mécanique [60].
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En général, 2 a 3 jours apres le début du traitement empirique, il est
essentiel d'ajuster la thérapie en fonction du spectre de sensibilité des germes
identifiés a I'aide des résultats des cultures, afin d'éviter tout retard dans la

prise en charge ciblée.

La durée optimale du traitement antibiotique que les pneumopathies
nosocomiales nécessitent reste mal documentée. Un traitement antibiotique
trop court fait courir un risque de rechute ou d’échec clinique. A Iinverse, une
antibiothérapie prolongée comporte le risque de favoriser I’émergence de
bactéries multirésistantes, multiplie celui de provoquer des effets secondaires
dus a I'antibiothérapie et n’est pas favorable en termes d’économie de la

santé[60].

D’une part, jusqu’en 1996, et du fait de ’absence d’études prospectives
consacrées a ce probleme, il existait un consensus assez large pour
poursuivre les antibiotiques pendant 14 a 21 jours pour les patients ayant une
atteinte multi lobaire, en cas d’abcés du poumon, quand I’infection survenait
sur un terrain séverement débilité, ou lorsqu’elle était due a des germes
associés a de forts taux d’échecs thérapeutiques et de rechutes, en particulier
Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii[65]. Les seules
circonstances ou un traitement court (de sept a dix jours) était accepté étaient
celles impliquant des germes considérés comme trés sensibles aux
antibiotiques (Staphylococcus aureus sensible a la méthicilline, Haemophilus
influenzae) méme si ce type d’agent pathogene peut se révéler extrémement

virulent et provoquer rapidement des lésions bronchopulmonaires
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séveres[65]. Plusieurs arguments plaident cependant en faveur d’un

traitement plus court, d’environ une semaine.

D’autre part, et selon une étude comparant |’efficacité de deux durées de
traitement antibiotique pour les pneumopathies acquises sous ventilation
mécanique (PAVM) — une durée moyenne de dix jours et une durée courte de
sept jours —, les résultats ont montré des taux similaires d’antibiothérapie
appropriée dans les deux groupes : 94 % pour le groupe de dix jours contre
93 % pour celui de sept jours. De plus, la mortalité globale s’élevait a 50 %

pour le groupe de dix jours et a 42,8 % pour le groupe de sept jours[73].

En ce qui concerne les infections par des bacilles a Gram négatif, plusieurs
stratégies thérapeutiques sont probablement possibles. La premiére consiste
a arréter systématiquement le traitement au bout de huit jours, sauf si une
persistance de l'infection a P. aeruginosa ou Acinetobacter baumannii est
documentée a ce moment-la, arguant du fait qu’a condition d’étre capable de
diagnostiquer tres vite une rechute il n’y aura pas de conséquences néfastes
pour le patient si celle-ci survient. La deuxiéme possibilité consiste a
poursuivre le traitement pendant 14-15 jours, méme s’il s’agit d’une stratégie
probablement maximaliste exposant a un risque accru de sélection de
souches de plus en plus résistantes aux antibiotiques : cette stratégie est celle
actuellement proposée dans le cadre des recommandations de I’ATS-IDSA
[74]. La troisieme solution consiste a fonder sa décision sur I’évolution
clinique et éventuellement celle de marqueurs biologiques comme la

procalcitonine : dans ce cadre, le traitement est arrété au bout de huit jours,
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sauf si I’évolution clinique apparait défavorable ou si le taux de procalcitonine

ne baisse pas [56].
= Aérosolthérapie dans la prise en charge thérapeutique des PAVM :

Certains antibiotiques présentent une mauvaise diffusion pulmonaire
apres administration intraveineuse. L’utilisation de la voie inhalée est alors
une solution séduisante pour contourner ce probleme, en induisant
potentiellement des concentrations thérapeutiques pulmonaires tres élevées,
particulierement dans le contexte actuel d’émergence de nouvelles bactéries
résistantes aux antibiotiques combinée au manque de nouvelles molécules

[75-77].

La nébulisation consiste en la mise en suspension dans un gaz vecteur
de gouttelettes liquides contenant un médicament sous forme dissoute[76].
Elle comporte plusieurs avantages en comparaison avec l’administration
systémique des antibiotiques, a savoir : permet une livraison plus rapide au
site de linfection en assurant des concentrations optimales dans le
parenchyme pulmonaire, réduit I’exposition aux effets systémiques observés
en cas d’administration intraveineuse, épargne la microflore intestinale,
réduisant ainsi ’émergence des souches MDR, et peut raccourcir la durée des

antibiotiques systémiques [78].

Dans ce sens, I’Amikacine, la Colistine, et la Ceftazidime sont les plus
étudiées comme antibiothérapie nébulisée avec des résultats favorables,

prouvées par plusieurs études [78].
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Les indications d’utilisation de I’antibiothérapie inhalée ne peuvent se

discuter en pratique qu’au cas par cas.

Chez des patients fragiles, développant une PAVM a BMR, éventuellement
immunodéprimés, avec un fort risque d’échec thérapeutique source d’une
potentielle morbi-mortalité significative, I’antibiothérapie inhalée peut
s’envisager afin d’augmenter les probabilités de succes thérapeutique, en

particulier apres un premier échec.

Inversement, chez des patients souffrant de trachéobronchite, situation
ou le bénéfice/risque de I’antibiothérapie systémique reste débattu, il pourrait
étre intéressant d’utiliser les antibiotiques inhalés précocement a visée de
décontamination, en exercant une pression de sélection de BMR moindre

gu’avec un traitement intraveineux [76].

Il. Apport de la biologie moléculaire dans le diagnostic

des maladies infectieuses :

Les techniques de biologie moléculaire (BM) ont trés certainement
révolutionné le diagnostic des maladies infectieuses, surtout dans la détection

de pathogenes difficilement cultivables.

Pour simplifier, trois méthodes principales dominent la routine
I’hybridation moléculaire apparue en premier, I’amplification génique ou PCR
et ses variantes, actuellement la plus utilisée, et de plus en plus le séquencage

nucléotidique.
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Ces techniques de biologie moléculaire permettent du fait de leur
sensibilité et rapidité un diagnostic rapide et a large spectre des maladies
infectieuses. Par ailleurs, elles permettent de détecter I'apparition éventuelle
de résistances aux antiviraux ou aux antibiotiques. Elles sont aujourd’hui
largement utilisées en virologie, et ont ainsi changé le diagnostic et la prise en

charge des infections virales [79].

De nos jours, la PCR multiplex s’est imposée comme la méthode de
référence, remplacant les techniques traditionnelles dans des contextes
spécifiques et pour des indications bien définies. Sa prescription doit se faire
de facon rationnelle et ne doit en aucun cas étre banalisée, en prenant en
considération les limites de cette derniere, étant en premier lieu une technique

trés couteuse et non infaillible.

Le diagnostic de laboratoire des maladies infectieuses se base sur deux

approches :

1. Identifier le micro-organisme pathogene en question, soit
directement par microscopie ou apres culture, soit en ciblant lI'une de
ses structures moléculaires, telles que les protéines ou les acides
nucléiques.

2. Evaluer la réponse immunitaire, en détectant les anticorps spécifiques
dans la réponse humorale ou en mesurant la stimulation des

lymphocytes dans la réponse cellulaire.

Le choix de I'approche analytique dépend du questionnement clinique,
du type de pathogene, et de la disponibilité des tests de laboratoire pour le

pathogéne en question.
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Bien que les anticorps et les antigenes soient des structures moléculaires,
le terme « diagnostic moléculaire » fait référence aux méthodes de détection

et d’analyse du génome d’un organisme.

Les premieres techniques d'analyse de I'ADN, telles que le Southern blot,
existaient déja depuis plusieurs années. Cependant, c'est le développement de
la PCR au milieu des années 1980 qui a permis de rendre ces méthodes
largement accessibles [80]. Tres rapidement, la capacité d'amplifier 'ADN et
I'ARN (acide ribonucléique) a été exploitée pour la détection des pathogéenes.
Trente ans plus tard, la PCR est devenue une méthode incontournable dans les

laboratoires de microbiologie [81,82].
1) Etapes d’analyse moléculaire :

L’analyse d’échantillon par la biologie moléculaire se déroule en trois

étapes :

a. Extraction de I'ADN et/ou de I'ARN a partir de I'échantillon d'origine.
b. Amplification par PCR de la séquence cible d'ADN ou d'ARN du
pathogene.

c. Détection des produits de I'amplification.

Au fil des années, les méthodes couvrant ces trois étapes se sont
améliorées. L'une des principales innovations est le développement de la PCR
en temps réel, et principalement la PCR multiplex, qui permet de combiner la
2¢eme et | 3eme étape, réduisant ainsi considérablement le temps d'analyse. Par
conséquent, les résultats sont actuellement disponibles dans les 24 heures, au

lieu de quelques jours [83].
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Hormis leur grande rapidité par rapport a la culture, les méthodes basées
sur la PCR sont tres spécifiques et sensibles, souvent plus que les méthodes
traditionnelles. De plus, le développement de tests moléculaires pour un
pathogene particulier peut étre relativement aisé, pour autant que des

séquences génétiques de référence soient disponibles [84].
2) Utilisation des méthodes de diagnostic moléculaire :
a. Fenétre d’utilisation des méthodes moléculaires :

La détection par PCR est souvent opposée a la détection d’anticorps.
Contrairement a la sérologie, les méthodes moléculaires, tout comme la
détection d’antigénes, permettent un diagnostic des la phase aigué de la
maladie, avant I'apparition des anticorps. En effet, la présence d’anticorps
dans le sérum ne devient mesurable qu’apres plusieurs jours (comme pour la
rubéole ou la varicelle) ou méme plusieurs semaines (par exemple, dans le cas

des virus respiratoires ou de la maladie de Lyme) [85].

Pendant la phase aigué, une PCR positive indique généralement une
infection active, tandis qu’une sérologie négative nécessite d’étre répétée a
intervalles appropriés pour détecter une éventuelle séroconversion [85,86].
Cependant, pour certaines maladies, comme la mononucléose infectieuse, les
anticorps spécifiques sont déja présents des I’apparition des symptomes.
Dans de tels cas, la détection des anticorps suffit a confirmer le diagnostic. Il
convient toutefois de souligner que, pour certaines maladies, comme la
mononucléose infectieuse, les anticorps spécifiques sont déja détectables
des 'apparition des symptomes. Dans ces cas, leur détection suffit a établir

le diagnostic [87].
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Les méthodes moléculaires sont applicables au diagnostic de presque
toutes les infections aigués. Cependant, leur utilisation n'est pas toujours
indispensable. Par exemple, un état fébrile accompagné de symptomes
respiratoires en période de grippe ne nécessite pas systématiquement une
PCR. De méme, un cas de varicelle chez un enfant ne requiert pas
obligatoirement d’analyse de laboratoire. En outre, bien que la PCR puisse ne
pas étre essentielle pour diagnostiquer certaines infections, elle peut se révéler

utile pour leur suivi ou dans des contextes spécifiques.
b. Détection de pathogeénes :
» Virus :

Les méthodes moléculaires ont révolutionné la microbiologie médicale,
notamment pour le diagnostic des maladies virales, en permettant la détection

de pathogenes non cultivables ou difficilement cultivables.

La culture de virus, qui exige I'utilisation de lignées cellulaires humaines
ou animales immortalisées et peut nécessiter plusieurs semaines, est
aujourd’hui de moins en moins employée. Elle a été largement remplacée par
la PCR, qui s’est également substituée a la sérologie dans de nombreuses
indications, comme le diagnostic des infections aigués a Herpes, a Varicella

zoster ou du zona [88].
> Bactéries et champignons :

Contrairement aux virus, les techniques moléculaires n’ont pas remplacé
les cultures pour les bactéries et les champignons. Elles occupent néanmoins

une place essentielle dans la détection de pathogenes spécifiques, comme
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Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (MRSA) ou Clostridium difficile.
En outre, la détection de bactéries a croissance lente ou nécessitant des
conditions de culture particulieres, telles que les mycobactéries ou Chlamydia,
a été considérablement améliorée et simplifiée grace au développement de

PCR spécifiques [89].
> Parasites :

La détection par PCR est désormais disponible pour de nombreuses
infections parasitaires, telles que la toxoplasmose, la leishmaniose, ’'amibiase
(avec distinction entre Entamoeba histolytica et Entamoeba dispar), ou encore
la malaria [90]. Bien que les méthodes traditionnelles, comme la microscopie
et la sérologie, soient encore largement employées, les méthodes moléculaires

commencent a gagner en importance progressivement.
c. Quantification de pathogeénes :

En plus de leur role dans la détection, les méthodes moléculaires
modernes offrent également des informations quantitatives précieuses. Par
exemple, elles permettent de suivre I'évolution de la charge virale du VIH ou
de I'hépatite C chez les patients sous traitement, tout en détectant I'émergence
de souches résistantes. Cette capacité de quantification est également cruciale
pour diagnostiquer les réactivations de virus latents, tels que le polyomavirus

BK ou le cytomégalovirus (CMV), chez les patients immunodéprimés [91].
d. Identification et caractérisation par séquencage :

Bien que le séquencage de I'ADN ait été développé avant la PCR, les

méthodes modernes reposent désormais systématiquement sur cette
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derniere. En microbiologie, I'une de ses applications les plus courantes est
la détection et I'identification des bactéries par le séquencage de I’ADN
ribosomal. La spécificité de la séquence de ce géne pour une espece ou une
famille permet une identification précise, méme en I’absence de culture de
la bactérie. Toutefois, cette méthode de PCR eubactérienne est
principalement indiquée pour des échantillons normalement stériles, tels
que les implants ou le liquide céphalorachidien. Par ailleurs, le séquencage
trouve une autre application importante dans la détection des mutations
de résistances notamment pour la

responsables aux traitements,

caractérisation des virus comme le VIH ou le CMV.

Tableau 24: Exemples de pathogénes respiratoires pour lesquels une PCR peut étre indiquée[82]

Sérologie Matériel optimal pour

la PCR

Détection par PCR Détection d'antigénes

Infections respiratoires aigués

Recommandée Alternative A la PCR Pas d'utilité diagnostique Expectoration, frottis

Influenza (grippe),

RSV, adénovirus

(sensibilité moindre)

nasopharyngé profond,
aspiration nasale

Coqueluche Recommandée dans les Pas d'utilité diagnostique Détection d'anticorps Frotts nasopharyngé
(Bordetella pertussis) = 3 premiéres semaines antitoxine utile dans les phases | profond, aspiration nasale
tardives'

Legionnella Recommandée en complément = Détection d'antigénes urinaire: | Pas d'utilité diagnostique Expectoration, frottis

pneumophila de la détection d'antigénes méthode de choix pour le nasopharyngé profond
dépistage

Chlamydia Recommandée en phase aigué;  Pas d'utilité diagnostique Utile en complément, pour Expectoration, frottis

pneumoniae, sensibilité dépendant du type documenter une nasopharyngé profond

Mycoplasma de prélévement séroconversion'.'4

pneumoniae
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Dans cette étude, nous avons évalué I'intérét de I'utilisation simultanée
de la technologie FilmArray pour détecter les agents pathogenes impliqués
dans le diagnostic étiologique des pneumopathies et évalué son impact sur
leur prise en charge au sein du service de Réanimation Mere-Enfant du CHU
HASSAN 1l de Fes. Cette approche a été comparée aux méthodes

microbiologiques conventionnelles, notamment la culture.

Ce travail a permis d’estimer le bénéfice potentiel qu’une telle innovation
pourrait apporter a I'amélioration de la prise en charge globale de cette

pathologie.

. Apport de la plateforme FilmArray dans le diagnostic des

pneumopathies :

Les pneumopathies de I’enfant, quel que soit leur type, constituent un
enjeu majeur de santé publique. Elles conduisent assez fréquemment a une
hospitalisation, voire a une admission en service de réanimation en raison de
la gravité des symptomes cliniques. De plus, elles peuvent survenir a la suite
d’une hospitalisation pour une autre pathologie, ou elles sont alors qualifiées
de pneumopathies nosocomiales, responsables dans ce cas d’une morbi-
mortalité importante [92]. Un diagnostic rapide et précis s’avere essentiel pour
garantir une prise en charge efficace et ainsi, réduire la durée de séjour en
milieu de réanimation afin d’éviter tout type de complications secondaires qui

peut en découler.

La rapidité du diagnostic repose principalement sur le choix et

I’efficacité des outils utilisés.
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Au cours des dernieres années, des tests d’amplification d’acides
nucléiques (TAAN), tels que la PCR en temps réel, ont été mis au point pour
permettre une détection et une identification rapides des agents infectieux
dans le liquide broncho-alvéolaire (LBA). Cependant, ces tests se concentrent
généralement sur un seul pathogene (ou parfois deux), ce qui oblige les
cliniciens a prescrire plusieurs tests simultanément, en fonction de la
présentation clinique du patient ainsi que des résultats complémentaires

provenant des examens de laboratoire et d’imagerie radiologique [93].

Les tests moléculaires multiplex représentent une avancée significative

pour les laboratoires cliniques.

Le 13 Novembre 2018, le panel BIOFIRE® FILMARRAY® Pneumonia (33
cibles) a recu I'approbation par la Food and Drug Administration (FDA) et sa
version Pneumonia plus (34 cibles incluant MERS-Coronavirus) est marquée

CE-IVD [94].

Plus rapide que les méthodes de microbiologie classique (75 minutes
contre 24 a 48 heures), le BioFire Pneumonia plus Panel repose sur la
technique de la PCR multiplexe nichée, et identifie simultanément vingt-sept
agents pathogenes (bactéries et virus) impliqués dans les infections
respiratoires basses, ainsi que sept marqueurs de résistance aux antibiotiques,
sur des échantillons d'expectoration (aspiration endo trachéale (AET) compris)

ou de lavage broncho-alvéolaire (LBA) (mini-LBA compris) [95].

Selon un des témoignages faits concernant cette nouvelle approche [96]:
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« Bien que les cultures bactériennes et les tests de sensibilité aux antibiotiques
soient essentiels au cours des pneumopathies graves, la technique
FILMARRAY® Pneumonia plus pourrait représenter un outil d’épargne des

antibiotiques dans les services de Réanimation. »
1) Epidémiologie :
a. Sexe:

Dans notre étude, nous avons noté une légere prédominance masculine,
avec un taux arrivant a 52.8% par rapport a la population féminine, inscrivant

un taux a 47.2%, soit un sexe ratio H/Fa 1.12.

Cette prédominance masculine reste mal expliquée, pouvant étre
néanmoins en rapport avec des différences biologiques et immunologiques
entre les sexes, notamment une maturation pulmonaire plus lente chez les
garcons, ainsi qu'une susceptibilité accrue a certaines infections respiratoires.

Elle demeure ainsi fréquente dans plusieurs études.
> En comparaison aux études pédiatriques :
En Afrique :

- Le sexe ratio était égal a 1,2 dans une étude réalisée par Nagoran et al
en 2012 en Cote d'lvoire, et égal a 1,3 au Togo dans une étude plus
ancienne de Bakondé et al [97-99].

- En ce qui concerne les pneumopathies aigués communautaires chez
I’enfant, une étude a été réalisée au Mali dans un service de pédiatrie

sur une sélection de 93 patients, avec une prédominance masculine a
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59.1% et un sexe ratio a 1.44 [22], et une autre étude a été réalisée au
Congo avec un sexe ratio a 1.25 [100].

Au Maroc, une étude menée au centre hospitalier universitaire de Fes
entre janvier 2021 et juin 2024, portant sur un total de 287 cas, s'est
principalement intéressée aux pneumopathies aigués communautaires
[101]. Une autre étude, réalisée au CHU de Marrakech, a porté sur les
pneumopathies nosocomiales, en particulier les PAVM. Les deux études
ont révélé une légere prédominance masculine, avec un sexe ratio H/F
de 1,3 et 1,5, respectivement [102].

Un article établi en Egypte par Sherif et al. concernant 230 patients inclus
dans une étude prospective a démontré des résultats pareils, avec un

sexe rationa 1.4 [103].
Europe :

Dans une étude faite au service de réanimation pédiatrique du CHU
Grenoble Alpes sur 355 patients, 39 (11 %) ont développé une
pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (PAVM). Parmi eux,
28 (72 %) étaient de sexe masculin, suggérant une prédominance
masculine dans l'incidence des PAVM, avec un sexe ratio a 2.5 [104].
Concernant les pneumopathies aigués communautaires, une étude faite
a I’hopital universitaire de Caen en France a révélé un sexe ratioa 1.3
pour un ensemble de 263 patients hospitalisés [105].

A Paris, une étude conduite sur 408 patients admis en une unité
pédiatrique de soins intensifs a enregistré une prédominance masculine

de 56%, avec un sexe ratioa 1.3 [106].
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En Amérique :

- Une étude réalisée a Oakland, Californie, sur un échantillon de 60 jeunes
participants, a mis en évidence une proportion masculine de 56,7 %,
correspondant a un sexe ratio de 1,3 [30].

- De maniere comparable, une étude menée a New York dans un
établissement de soins tertiaire a rapporté un sexe ratio homme/femme

de 1,2 [107]
En Asie :

- En Inde, les résultats vont de soi dans une étude faite dans un hopital
de 3e niveau sur un échantillon de 94 patients, fait de 49 patients de
sexe masculin et 45 de sexe féminin, soit un sexe ratio a 1.09 [108].

- Ainsi qu’une étude faite a Riyadh en Arabie Saoudite concernant 37 cas
de patients ayant développé une pneumopathie acquise sous ventilation

mécanique avec un sexe ratioa 1.8 [109].
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Tableau 25: Sexe ratio selon les différentes études pédiatriques
Série Pays Sexe ratio
Notre série (2024) Fes, Maroc 1.12

Debbagh et al. (2023) Marrakech, Maroc 1.5
Kumar et al (2023) Inde 1.09
Sherif et al. (2023) Caire, Egypte 1.4
Hayotte et al. (2023) Paris, France 1.3

Talbi et al (2021-2024) Fes, Maroc 1.3

Kané et al. (2020) Bamako, Mali 1.44
E. Maisonneuve et al.
Grenoble, France 2.5
(2019)

Subramony et al. (2016) New York, Etats Unis 1.2
Ngombe et al. (2014) Lumbumdashi, RDC 1.25
Nagoran et al. (2012) Abidjan, Cote d’lvoire 1.2

Srinivasan et al. (2009) Oakland, Californie 1.3
Freymuth et al. (2006) Caen, France 1.3
Almuneef et al. (2004) | Riyadh, Arabie Saoudite 1.8
Bakondé et al. (1989-
Lomé, Togo 1.3
1992)

> En comparaison aux études adultes :

La prédominance masculine se remarque également au sein de la
population adulte. En effet, dans une étude prospective réalisée en Egypte en

2021, le sexe ratio était de 1.17 avec un taux d’hommes a 54% contre 46% de

femmes [110].
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Dans I’étude menée par Jit Muang et Puttinad en 2018, le pourcentage de

patients de sexe masculin était de 53 %, soit un sexe ratiode 1.12 [111]

Tableau 26: Sexe ratio selon les différentes études adultes

Série Pays Sexe ratio
Notre série (2024) Fes, Maroc 1.12
Kamal et al. (2021) Caire, Egypte 1.17
Jitmuang et al (2022) Thailande 1.12
b. Age :

Dans notre étude, la moyenne d’age était de 3 ans, et la tranche d’age la

plus concernée par la pathologie était celle comprise entre 1 mois et 1 an.

Dans les études citées précédemment, la tranche d’age était similaire a

notre étude.
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Tableau 27: Répartition selon I’Age (moyen et médian)

Série Pays Age moyen Age médian
Notre série (2024) Fes, Maroc 5.1 ans 3 ans
Debbagh et al.
Marrakech, Maroc 3 ans ND
(2023)
Kumar et al. (2023) Inde ND 1 an et demi
Sherif et al. (2023) Caire, Egypte 3.7 ans ND
Hayotte et al.
Paris, France ND 7 mois
(2023)
Talbi et al. (2021- .
Fes, Maroc 3.2 ans ND
2024)
Kané et al. (2020) Bamako, Mali 3 ans ND
E. Maisonneuve et
Grenoble, France 1 an et demi 3 ans et demi
al. (2019)
Subramony et al. New York, Etats
2 ans 3 ans et demi
(2016) Unis
H. Guin et al.
Lille, Belgique 4ans et demi 2 ans
(2017)
Nagoran et al. Abidjan, Cote
9 mois 12.5 mois
(2012) d’lvoire
Srinivasan et al. Oakland,
6 mois ND
(2009) Californie
Freymuth et al.
Caen, France 5.3 mois ND
(2006)
Almuneef et al. Riyadh, Arabie
3.2 ans ND
(2004) Saoudite

Une étude faite au centre hospitalier régional de Lille sur des patients

These N°095/25

ayant présenté une PAVM au décours de leur séjour en réanimation a trouvé

une médiane d’age a 2 ans, avec un age moyen a 4 ans et demi [30].
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N

Pour les séries de Ngombe et al (2009) faite a la République
démocratique du Congo et Bakondé et al (1989-1992) réalisée au Togo, les
tranches d’age les plus représentées étaientde 0 a 1 an et de 1 mois a 12 ans

respectivement [99,100].
2) Biologie :

Les marqueurs biologiques, en particulier ceux évaluant la réponse
inflammatoire, jouent un role crucial en réanimation. lls contribuent a affiner
le diagnostic et a orienter la prise en charge. De plus, leur analyse peut justifier
la réalisation d'examens complémentaires plus sensibles et spécifiques,
permettant ainsi de renforcer le raisonnement clinique et d’optimiser la

stratégie thérapeutique.

Nous avons ainsi comparé nos résultats concernant les données

biologiques avec d’autres études.

Tableau 28: Comparaison entre les principaux parametres biologiques

Série Pays Hyperleucocytose | Leucopénie | CRP élevée
Notre série
Fes, Maroc 53 (54.6%) 6 (6.2%) 74 (76.3%)
(2024)
Debbagh et Marrakech,
14 (36.8%) 1 (2.6%) 31 (81.6%)
al. (2023) Maroc
Sherif et al.
Caire, Egypte 55 (23.9%) - 141 (61.3%)
(2023)

Dans I’étude réalisée a Marrakech par Debbagh et al., les patients avec
une PCR positive présentaient une CRP élevée dans 86,5 % des cas, une

leucopénie ou une hyperleucocytose dans 40,5 % des
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cas, ainsi qu’une lymphopénie dans 40,5 % des cas. Une bactériémie associée

a été retrouvée chez 32,4 % des patients [102].

Dans notre étude, sur les 83 PCR positives : 63 ont une CRP élevée, soit
un taux de 76% de cas, 59 se sont présentées avec une hyperleucocytose (71%),

6 avec une leucopénie (7.2%), et 60 ont eu une procalcitonine positive (72.3%).

Nous observons donc que, dans plus de 70 % des cas de PCR positives,
le bilan infectieux est généralement altéré, ce qui renforce la pertinence de ce

diagnostic.

3) Apport du FilmArray Pneumonia panel plus dans le diagnostic des

pneumopathies :
a. Taux de positivité total :
> En comparaison avec les études pédiatriques :

Sur les 97 patients inclus dans notre étude, I'infection respiratoire a été
documentée chez 83 patients par PCRm type FilmArray, soit un taux de

positivité total a 85.6%.

En Asie, une étude indienne menée par Kumar et al. en 2023 a révélé un
taux de positivité de 53,19 % sur un échantillon de 94 patients [108]. Au
Taiwan, une étude concernant 60 patients présentant de formes séveres de
pneumopathies aigués communautaires nécessitant un milieu de réanimation

a prouvé un taux de positivité de la PCRm a 87% [112].

Aux Etats-Unis, I’étude conduite par Subramony et al. en 2016 a New

York a rapporté un taux de positivité de 42,4 % [107].
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En Europe et en France, deux études ont été réalisées incluant I'utilisation
de la PCR multiplex. La premiere a été faite a I’hopital universitaire de Caen
gui a montré un taux de positivité de cette derniere atteignant 92 % [105], et
la deuxieme au niveau d’un hopital universitaire a Paris, ou Hayotte et al. ont

constaté un taux de positivité de la PCRm a 70.4% [106].

En Afrique et au Maroc, une étude menée au CHU de Fes de 2021 a 2024
a montré un taux de positivité de la PCR multiplex de 74,8 %, avec 210 cas
positifs sur 287 prélevements [101]. Une autre étude réalisée au CHU de
Marrakech sur 38 patients intubés a révélé un taux de positivité de la PCR
multiplex a 82,2% [102]. En Egypte, deux études ont été conduites dans ce
domaine. La premiere, une étude prospective, a inclus 230 enfants ayant tous
subi une PCR multiplex, et a montré un taux de positivité de 87,4 %, soit 201
patients sur 230 testés [103]. La deuxiéme étude, rétrospective, a inclus des
patients suspectés d’infections nosocomiales (pneumopathies, méningites,
bactériémies, etc.), et EI-Nawawy et al. ont observé un taux de positivité de la

PCR de type FilmArray Pneumonia Panel Plus a 91,7% [113].
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Tableau 29: Taux de positivité total de la PCRm dans différentes études pédiatriques

, . Taux de Total des
Série Pays iie eez p .
positivité échantillons
Not ari
otre serie Fes, Maroc 85.6% 97
(2024)
Talbi et al.
albret 4 Fés, Maroc 74.8% 287
(2024)
Debb . M kech,
ebbagh et al arrakec 82 2% 45
(2023) Maroc
Sherif et al.
Caire, Egypte 87.4% 230
(2023) P
EI N t al. Al drie,
awawy et a exandrie 91.7% 25
(2023) Egypte
H tte et al.
ayotte et a Paris, France 70.4% 544
(2023)
Kumar et al.
Inde 53.19% 94
(2023)
Yen et al. (2023) Taiwan, Chine 87% 60
Sub t al.
ubramony €t a New York, USA 42.4% 2430
(2016)
F h l.
reymuth et a Caen, France 92% 263
(2006)

> En comparaison avec les études adultes :

Dans les études réalisées par Kamel et al. en 2021 en Egypte, ainsi que

par Jitmuang et al. en 2022 en Thailande, le taux de positivité était

respectivement de 72 % et 78 % [110,111].
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Tableau 30: Taux de positivité total de la PCRm dans différentes études adultes

Série Pavs Taux de Total des
v positivité échantillons
Notre série
Fes, Maroc 85.6% 97
(2024) °
Kamel et al. Caire, Egypte 72% 50
ire,
(2021) avp °
itmuang et al.
J (20292) Thailande 78% 40

b. Pathogénes détectés par FilmArray Pneumonia panel plus :

= Bactéries :

v' Acinetobacter baumannii :

Dans notre étude, le taux de positivité de I'Acinetobacter baumannii est
de 19,7%, ce qui est relativement élevé comparé aux autres recherches citées
dans le tableau ci-dessous, ou ce taux varie généralement entre 5 et 10%. Par
contre, Hayotte et al. nont détecté aucun cas d’Acinetobacter baumannii dans

une étude menée a Paris.

En comparaison avec les deux études adultes mentionnées dans le
chapitre « Incidence », le taux de positivité d’Acinetobacter baumannii est

nettement plus élevé, atteignant pres de 40 %.
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Tableau 31: Taux de positivité de I’Acinetobacter baumannii
Taux de positivité de
Série Pays I’Acinetobacter
baumannii

Notre série (2024) Fes, Maroc 19.7%
Debbagh el al. (2023) Marrakech, Maroc 5.7%
Sherif et al. (2023) Caire, Egypte 4.3%

El Nawawy et al. (2023) Alexandrie, Egypte 9.3%

Hayotte et al. (2023) Paris, France 0%
Kamel et al. (2021) Caire, Egypte 36 %
Jitmuang et al. (2022) Thailande 37 %

v Haemophilus influenzae :

Le taux de positivité de Haemophilus influenzae, détecté par le

FilmArray Pneumonia Panel Plus dans notre étude, a atteint 13,3%.

Ce résultat se rapproche de celui observé par Debbagh et al. dans une
étude réalisée a Marrakech, avec un taux de 10,2%, ainsi que de celui trouvé

par Hayotte et al. en 2023 a Alexandrie, qui était de 16,7%.

En revanche, Kumar et al. dans la série d’étude faite en Inde n’a trouvé

aucun cas de Haemophilus influenzae parmi tous les cas testés.

Au Taiwan, le taux de positivité de I’agent Haemophilus influenzae est

de 8.2%.

En ce qui est des études adultes, aucun cas d’Haemophilus influenzae

n’a été détecté.
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Tableau 32: Taux de positivité de Haemophilus influenzae
Taux de positivité de
Série Pays Haemophilus
influenzae
Notre série (2024) Fes, Maroc 13.3%
Talbi et al. (2024) Fes, Maroc 3.2%
Debbagh el al. (2023) Marrakech, Maroc 10.2%
Sherif et al. (2023) Caire, Egypte 0.7%

El Nawawy et al. (2023) Alexandrie, Egypte 16.7%
Hayotte et al. (2023) Paris, France 1.3%
Kumar et al. (2023) Inde 0%

Yen et al. (2023) Taiwan, Chine 8.2%
Kamel et al. (2021) Caire, Egypte 0%
Jitmuang et al. (2022) Thailande 0%

v' Streptococcus pneumoniae :

Dans notre étude, le taux de positivité a Streptococcus pneumoniae est
de 8,5%. Ce résultat est proche de celui observé par Debbagh et al. a
Marrakech, qui est de 9,1%, et de celui de Yen et al. a Taiwan, avec un taux de

9,3%.

En Inde, ce taux est nettement plus élevé, atteignant 18,2% de

I’ensemble des cas.

En revanche, les études réalisées a Paris, Alexandrie et au Caire
rapportent des taux beaucoup plus faibles, respectivement de 3,7%, 0,7% et

0,4%.

Concernant les études menées chez I'adulte, Kamel et al., dans leur
recherche réalisée au Caire, en Egypte, n’ont détecté aucun cas de

Streptococcus pneumoniae par PCRm. En revanche, Jitmuang et al. ont identifié
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la présence de cet agent pathogene, sans toutefois préciser son taux de

positivité.

Tableau 33: Taux de positivité de Streptococcus pneumoniae

. . Taux de positivité de
Série Pays :
Streptococcus pneumoniae
Notre série (2024) Fes, Maroc 8.5%
Talbi et al. (2024) Fes, Maroc 7.8%
Debbagh el al. (2023) Marrakech, Maroc 9.1%
Sherif et al. (2023) Caire, Egypte 0.4%
El Nawawy et al. (2023) Alexandrie, Egypte 0.7%
Hayotte et al. (2023) Paris, France 3.7%
Kumar et al. (2023) Inde 18.2%
Yen et al. (2023) Taiwan, Chine 9.3%
Kamel et al. (2021) Caire, Egypte 0%
Jitmuang et al. (2022) Thailande -

v" Staphylococcus aureus :

Dans notre étude, le taux de positivité enregistré au Staphylococcus
aureus est de 6.9%, légerement rapproché du taux trouvé a Marrakech et qui

est a 4.5%, et de celui observé a Alexandrie a 5.6%.

En Chine, la prédominance de Staphylococcus aureus est assez
remarquée, avec un taux arrivant a 23.7%. En deuxiéme position vient I'Inde,

avec un taux de positivité a cet agent pathogene a 13%.

Pour les études intéressant la population adulte, le taux de positivité de
staphylococcus aureus variait entre 15 et 16% dans les deux séries de Kamel

et al. et Jitmuang et al. respectivement.
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Tableau 34: Taux de positivité du Staphylococcus aureus
. . Taux de positivité de
Série Pays
Staphylococcus aureus
Notre série (2024) Fes, Maroc 6.9%
Debbagh el al. (2023) Marrakech, Maroc 4.5%
Sherif et al. (2023) Caire, Egypte 1.3%
El Nawawy et al. (2023) Alexandrie, Egypte 5.6%
Hayotte et al. (2023) Paris, France 3.4%
Kumar et al. (2023) Inde 13%
Yen et al. (2023) Taiwan, Chine 23.7%
Kamel et al. (2021) Caire, Egypte 15 %
Jitmuang et al. (2022) Thailande 16 %

v Moraxella Catarrhalis :

Dans notre série, le taux de positivité de Moraxella Catarrhalis est de 6.3%.

A Marrakech, un taux de positivité plus important a été observé, arrivant a
11.4%, contrairement a I’Egypte et I'Inde, ou le taux était presque nul a 0.3%
en Caire, et nul soit aucun cas détecté dans une étude faite a Alexandrie et

dans une autre faite en Inde.

Aucun cas de Moraxella catarrhalis n’a été détecté par PCRm dans les

études adultes sélectionnées.
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Tableau 35: Taux de positivité de Moraxella Catarrhalis
Série Pays Taux de positivité de
Moraxella catarrhalis
Notre série (2024) Fes, Maroc 6.3%
Debbagh el al. (2023) Marrakech, Maroc 11.4%
Sherif et al. (2023) Caire, Egypte 0.3%
El Nawawy et al. (2023) Alexandrie, Egypte 0%
Hayotte et al. (2023) Paris, France 2.3%
Kumar et al. (2023) Inde 0%
Kamel et al. (2021) Caire, Egypte 0%
Jitmuang et al. (2022) Thailande 0%

v' Klebsiella pneumoniae :

Dans notre étude, 10 cas de Klebsiella pneumoniae ont été isolés,
représentant un taux de positivité de 5,3 % parmi l'ensemble des isolats

pathogenes.

A titre de comparaison, I'étude réalisée par El Nawawy et al. en 2023 en
Egypte a révélé un taux de positivité nettement plus élevé, atteignant 35,2 %
sur 54 prélevements PCRm positifs. En revanche, en Inde, aucune détection de

cette souche n'a été rapportée.

Trois autres études présentent des résultats plus proches des notres :
celles de Debbagh et al., Sherif et al., et Hayotte et al., avec des taux de

positivité respectifs de 8 %, 4,3 % et 2,1 %.

L’étude portant sur la population adulte et réalisée par Kamel et al. a
révélé le taux de positivité le plus élevé pour K/ebsiella pneumoniae, atteignant

56 %.
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Tableau 36: Taux de positivité de Klebsiella pneumoniae
, . Taux de positivité de
Série Pays . .
Klebsiella pneumoniae
Notre série (2024) Fes, Maroc 5.3%
Debbagh el al. (2023) Marrakech, Maroc 8%
Sherif et al. (2023) Caire, Egypte 4.3%
El Nawawy et al. (2023) Alexandrie, Egypte 35.2%
Hayotte et al. (2023) Paris, France 2.1%
Kumar et al. (2023) Inde 0%
Kamel et al. (2021) Caire, Egypte 56 %
Jitmuang et al. (2022) Thailande 17 %

v" Pseudomonas aeruginosa :

Dans notre étude, le taux de positivité au Pseudomonas aeruginosa des
PCRm réalisées est de 5,9 %. Ce résultat est relativement proche de celui

observé dans I'étude menée par Debbagh et al. a Marrakech, qui s'éléve a 8 %.

Tout comme pour Klebsiella pneumoniae, le taux de positivité le plus
élevé pour Pseudomonas aeruginosa a été enregistré dans |'étude réalisée a
Alexandrie, en Egypte, atteignant 22,2 %, et se rapprochant des taux mis en

évidence dans les deux autres études adultes (24% et 29%).

Chez les adultes, des taux de positivité au Pseudomonas aeruginosa plus

élevés ont été mis en évidence, allant jusqu’a 29% en Thailande.
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Tableau 37: Taux de positivité de Pseudomonas aeruginosa

Taux de positivité de
Série Pays Pseudomonas
aeruginosa
Notre série (2024) Fes, Maroc 5.9%
Debbagh el al. (2023) Marrakech, Maroc 8%
Sherif et al. (2023) Caire, Egypte 0.6%

El Nawawy et al. (2023) Alexandrie, Egypte 22.2%
Hayotte et al. (2023) Paris, France 1.6%
Kumar et al. (2023) Inde 0%
Kamel et al. (2021) Caire, Egypte 24 %

Jitmuang et al. (2022) Thailande 29 %

= Virus :

v Human Rhinovirus/ Entérovirus :

Ce virus affiche le taux de positivité le plus élevé parmi tous les virus

détectés dans notre étude, représentant 15,4 % de I’ensemble. Ce résultat est

comparable a ceux observés dans deux autres études : celle réalisée a Caire,

avec un taux de 16.5 %, et celle menée en Inde, ou le taux atteint 18,2 %.

Parmi les études présentées dans le tableau ci-dessous, celle réalisée a

Paris affiche le taux de positivité le plus élevé, atteignant 56 %, surpassant

ainsi tous les autres résultats, suivie de I’étude faite par Freymuth et al. avec

un taux a 40% et de celle faite par Talbi et al. avec un taux arrivant a 39.7%.

Le rhinovirus/ entérovirus n’est cependant pas tres fréquemment

détecté en population adulte. Un seul cas a été détecté dans I’étude menée en

Thailande, dans le contexte d’une co-infection, représentant alors 1.2% de

I’ensemble des agents pathogenes détectés.
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Tableau 38: Taux de positivité de Human Rhinovirus/ Entérovirus

Taux de positivité de
Série Pays Human Rhinovirus/
Entérovirus
Notre série (2024) Fes, Maroc 15.4%
Talbi et al. (2024) Fes, Maroc 39.7%
Debbagh el al. (2023) Marrakech, Maroc 12.5%
Sherif et al. (2023) Caire, Egypte 16.5%
El Nawawy et al. (2023) Alexandrie, Egypte 29.2%
Hayotte et al. (2023) Paris, France 56%
Kumar et al. (2023) Inde 18.2%
Yen et al. (2023) Taiwan, Chine 30%
Freymuth et al. (2006) Caen, France 40%
Kamel et al. (2021) Caire, Egypte 10%
Jitmuang et al. (2022) Thailande 1.2%

v" Adénovirus :

Apreés le Human Rhinovirus/ Entérovirus, vient I’Adénovirus en

deuxieme position, avec un taux de positivité dans notre série arrivant a 2.7%.

L’étude de Hayotte et al. a rapporté le taux de positivité le plus élevé

pour I’Adénovirus, atteignant 14% a Paris, tandis que Freymuth et al. ont

observé le taux le plus bas parmi toutes les études, a seulement 2%.

Aucun cas d’Adénovirus n’a été détecté au niveau des études adultes.
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Tableau 39: Taux de positivité de Adénovirus

Série Pays Taux de positivité de
Adénovirus
Notre série (2024) Fes, Maroc 2.7%
Talbi et al. (2024) Fes, Maroc 9.4%
Debbagh el al. (2023) Marrakech, Maroc 4.5%
Sherif et al. (2023) Caire, Egypte 7.6%

El Nawawy et al. (2023) Alexandrie, Egypte 9.7%
Hayotte et al. (2023) Paris, France 14%
Kumar et al. (2023) Inde 7.8%

Yen et al. (2023) Taiwan, Chine 5.2%

Freymuth et al. (2006) Caen, France 2%
Kamel et al. (2021) Caire, Egypte 0%

Jitmuang et al. (2022) Thailande 0%

v Coronavirus :

Avec un taux de positivité identique a celui de I’Adénovirus, notre étude

a relevé 2,7 % de cas de Coronavirus parmi I’ensemble des isolats détectés par

FilmArray.

Ce résultat est concordant avec les taux rapportés dans d'autres études,

notamment celle menée a Alexandrie, qui a enregistré un taux équivalent.

L’étude réalisée a Paris se distingue a nouveau par un taux sensiblement

plus élevé par rapport aux autres études, atteignant 14 %.

Parmi les études menées sur la population adulte, le taux de positivité
du coronavirus reste relativement similaire a celui observé dans la population

pédiatrique, variant entre 2 % et 6 %.
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Tableau 40: Taux de positivité de Coronavirus

Taux de positivité de

Serie Pays Coronavirus
Notre série (2024) Fes, Maroc 2.7%
Talbi et al. (2024) Coronavirus 6%
Debbagh el al. (2023) Marrakech, Maroc 3.5%
Sherif et al. (2023) Caire, Egypte 2.3%
El Nawawy et al. (2023) Alexandrie, Egypte 2.7%
Hayotte et al. (2023) Paris, France 14%
Kumar et al. (2023) Inde 2.6%
Yen et al. (2023) Taiwan, Chine 0%
Freymuth et al. (2006) Caen, France 4.5%
Kamel et al. (2021) Caire, Egypte 6 %
Jitmuang et al. (2022) Thailande 2 %

v Virus respiratoire syncytial :

Dans notre étude, le taux de positivité du Virus Respiratoire Syncytial

s’éleve a 1,6 %, représentant le taux le plus bas parmi toutes les études

mentionnées dans le tableau ci-dessous. A I’inverse, I’étude menée a Caen par

Freymuth et al. en 2006 a rapporté un taux nettement supérieur, atteignant

65.2 %.

Chez les adultes, seulement 2% de taux de positivité du VRS a été détecté

en Egypte, tandis qu’un cas n’a été mis en évidence au Thailande.

Mme. BOUZIANE Ouiam

184



pédiatrique

Intérét de la PCR dans la prise en charge des pneumopathies en réanimation

These N°095/25

Tableau 41: Taux de positivité du Virus Respiratoire syncytial

Taux de positivité du

Série Pays VRS
Notre série (2024) Fes, Maroc 1.6%
Talbi et al. (2024) Fes, Maroc 11%
Debbagh el al. (2023) Marrakech, Maroc 5.7%
Sherif et al. (2023) Caire, Egypte 31.7%
El Nawawy et al. (2023) Alexandrie, Egypte 26.4%
Hayotte et al. (2023) Paris, France 28%
Kumar et al. (2023) Inde 6.5%
Yen et al. (2023) Taiwan, Chine 8.2%
Freymuth et al. (2006) Caen, France 65.2%
Kamel et al. (2021) Caire, Egypte 4 %
Jitmuang et al. (2022) Thailande 0%

v Influenza A :

Le taux de positivité de I'/nfluenza A dans notre étude est identique a

celui du Virus Respiratoire Syncytial, soit 1,6 %, un résultat proche de celui

, _ , , ine, qui s’éleve 3 1 %.
rapporté par Yen et al. dans une étude menée en Chine, qui s’éleve a 1 %

En revanche, I’étude réalisée par El Nawawy et al. en 2023 a Paris a

enregistré un taux de positivité plus élevé, atteignant 11,1 %, tandis que

I’étude menée a Marrakech par Debbagh et al. la méme année n’a relevé

aucun cas d’/nfluenza A.
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Tableau 42: Taux de positivité d’'Influenza A

Série Pays Taux de positivité
d’Influenza A
Notre série (2024) Fes, Maroc 1.6%
Talbi et al. (2024) Fes, Maroc 3.5%
Debbagh el al. (2023) Marrakech, Maroc 0%
Sherif et al. (2023) Caire, Egypte 3.5%

El Nawawy et al. (2023) Alexandrie, Egypte 11.1%
Hayotte et al. (2023) Paris, France 7%
Kumar et al. (2023) Inde 14.3%

Yen et al. (2023) Taiwan, Chine 1%

Freymuth et al. (2006) Caen, France 8.2%
Kamel et al. (2021) Caire, Egypte 2 %

Jitmuang et al. (2022) Thailande 1.2 %

These N°095/25

c. Co-détections :

Tout comme dans notre étude, les pneumopathies peuvent résulter
d'une co-infection impliquant plusieurs agents pathogenes simultanément.
La force de la PCR multiplex, en particulier du FilmArray Pneumonia Panel
Plus, réside dans sa capacité a identifier I'ensemble de ces germes en une
seule analyse, offrant ainsi un gain de temps précieux et optimisant la prise

en charge des patients.

Dans notre étude, le FilmArray Pneumonia Panel Plus a permis de mettre
en évidence 50 cas de co-infection. Parmi ceux-ci, 21 cas impliquaient
I'association de deux germes, 14 cas combinaient trois germes, et 15 cas
concernaient l'association de plus de trois germes, soit un taux de 60.2% de

I’ensemble des infections détectées par PCRm.

De manieére comparative aux autres études soulevées durant notre

discussion des résultats :
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—  Talbi et al. ont rapporté un taux de 38 % de co-infections détectées
par PCRm.

- Debbagh et al. ont identifié 23 cas de co-infections, représentant un
taux de 62,2 %.

— Sherif et al., au Caire, ont relevé un taux de co-infections de 35,3 %.

- El Nawawy et al. ont mis en évidence une co-infection bactérienne et
virale dans 37,5 % des cas.

- Hayotte et al. ont différencié les co-infections en 22 % de co-
infections virales et 25 % de co-infections bactériennes parmi les
infections détectées via FilmArray.

- Kumar et al. ont rapporté 30 % de cas impliquant une double
association de germes et 12 % de cas avec une triple association, soit
un total de 42 % de co-infections.

—  Yen et al. ont noté une augmentation du taux de co-détection
atteignant 65 %.

— Enfin, Freymuth et al. ont observé un taux de 21,4 % de détection de
plus de deux virus par échantillon.

— Du point de vue des études adultes, un taux de co-infection de 44% a

été documenté dans I’étude menée en Egypte.
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Tableau 43: Taux de co-détection dans notre série d’étude, comparativement

aux autres études dans le monde

Série Pays Taux de co-détection
Notre série (2024) Fes, Maroc 60.2%
Talbi et al. (2024) Fes, Maroc 38%
Debbagh el al. (2023) Marrakech, Maroc 62.2%
Sherif et al. (2023) Caire, Egypte 35.3%
El Nawawy et al. (2023) Alexandrie, Egypte 37.5%
Hayotte et al. (2023) Paris, France 47%
Kumar et al. (2023) Inde 42%
Yen et al. (2023) Taiwan, Chine 65%
Freymuth et al. (2006) Caen, France 21.4%
Kamel et al. (2021) Caire, Egypte 44 %
Jitmuang et al. (2022) Thailande -

d. Détection des genes de résistance :

Dans notre étude,

Comparativement aux

aucun gene de

autres études, et

pneumopathies nosocomiales, on note :

résistance n’a été détecté.

principalement pour les

> En comparaison avec les études pédiatriques :

— Dans I'étude menée par Debbagh et al. (2023) a Marrakech, Maroc, 15
genes de résistance de type carbapénémases ont été identifiés (65,2 %),
comprenant 7 NDM (30,4 %), 6 OXA-48 (26,1 %), et 2 VIM (8,7 %). De
plus, 8 genes de résistance de type BLSE ont été détectés, tous de type

CTX-M (34,8 %).
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— Dans I'étude réalisée par Sherif et al. (2023) au Caire, Egypte, 45 génes
de résistance ont été détectés, répartis comme suit : 14 de type CTX-M,
14 de type NDM, 10 de type OXA-48 like, 3 de type VIM, 3 de type KPC et
1 de type IMP.

— L’étude conduite par El Nawawy et al. (2023) a Alexandrie, Egypte, a mis
en évidence 12 souches productrices de BLSE, toutes porteuses du gene
blaCTX-M, ainsi que 19 souches productrices de carbapénémases,
comprenant 12 positives pour le gene blaNDM, 4 pour blaOXA-48, 3
pour blaVIM, et 1 pour blaKPC.

> En comparaison avec les études adultes :

— L’étude menée par Kamel et al. 2021 a identifié 52 genes de résistance
aux carbapénemes, répartis comme suit : 24 NDM, 17 OXA-48, 5 KPC,
5 VIM et 1 IMP, ainsi que 31 CTX-M et 5 MecA/C-MREJ.

— En revanche, /’étude de Jit Muang et al. en 2079 a mis en évidence 12
CTX-M et 12 genes de résistance aux carbapénémases, dont 4 NDM, 6

OXA-48, 1 VIM et 1 IMP, ainsi que 3 MecA.

4) Concordance du FilmArray Pneumonia panel plus avec les méthodes

conventionnelles :
a. Germes pathogénes détectés par la culture :

Sur les 76 prélevements réalisés et exploitables dans notre étude, 39 se
sont révélés positifs, ce qui correspond a un taux de positivité des méthodes

conventionnelles de 54.9 %.
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En ce qui concerne I’isolat pathogene le plus fréquemment détecté apres
culture, il s’agit de I’Acinetobacter baumannii, avec un taux de positivité

arrivant a 37.2%

= Ce résultat est alors concordant avec celui de la PCR multiplex (ou
I’Acinetobacter baumannii était le germe le plus fréqguemment mis en évidence

avec un taux de positivité a 19.7%).
> En comparaison avec les études pédiatriques :

Dans I’étude menée a Marrakech par Debbagh et al., Pseudomonas
aeruginosa a été identifié comme le germe prédominant en culture, avec un
taux de 23,5 %, suivi de Klebsiella pneumoniae, représentant 17,6 % des

isolats.

Dans I’étude réalisée en Egypte par Sherif et al., Klebsiella pneumoniae
a été le germe pathogene le plus fréquemment détecté en culture, avec un taux

de 7,6 %, suivi par Acinetobacter baumannii, représentant 4,2 % des isolats.

Dans I’étude menée en Egypte en 2023 par El Nawawy et al., le taux de
positivité des méthodes conventionnelles utilisées (mini-LBA) était de 29,2 %.
Les germes prédominants étaient Klebsiella pneumoniae (9,7 %), suivi de

Pseudomonas aeruginosa (8,3 %) et Acinetobacter baumannii (7 %).

Dans I’étude menée a Caen en France par Freymuth et al. en 2006, le
taux de positivité des méthodes conventionnelles était de 72.3%, avec

prédominance du Rhinovirus/ Entérovirus, suivi du virus Influenza A.
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> En comparaison avec les études adultes :

En Thailande, Acinetobacter baumannii était le pathogene le plus
fréquemment isolé en culture, avec un taux de positivité de 37 %. En revanche,
I’étude menée en Egypte a identifié Klebsiella pneumoniae comme le germe

prédominant, avec un taux de positivité de 46 %.

Tableau 44: Taux de détection des germes les plus fréquemment identifiés par la culture

Série Pays Germe le plus fréquent Taux de détection
Notre série . _ .
Fes, Maroc Acinetobacter baumannii 37.2%
(2024)
Debbagh el Marrakech, _
Pseudomonas aeruginosa 23.5%
al. (2023) Maroc
Sherif et al. Caire, Egypte Klebsiella pneumoniae 7.6%
ire, i u i .
(2023) ayp p 0
El Nawawy et | Alexandrie, _ _
Klebsiella pneumoniae 9.7%
al. (2023) Egypte
Freymuth et . L
Caen, France Rhinovirus/Entérovirus 21.4%
al. (2006)
Kamel et al. Caire, Egypte Klebsiella Pneumoniae 46 %
(2021) , EGQYP 0
itmuang et
J £ Thailande Acinetobacter Baumannii 37%
al. (2022)

b. Comparaison entre le test FilmArray Pneumonia plus et les

méthodes conventionnelles :

Les méthodes moléculaires sont devenues une alternative attrayante aux
méthodes de culture conventionnelles pour détecter différents agents
pathogenes. Ils permettent de surmonter les limites des méthodes
microbiologiques traditionnelles en fournissant des résultats rapides et plus

sensibles, pouvant aider a prendre des décisions cliniques plus précoces,
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améliorer les résultats des patients et, en fin de compte, réduire l'utilisation
inutile d'agents antimicrobiens [114-118]. Elles présentent en gros une
sensibilité et une spécificité globalement supérieures aux méthodes

diagnostiques conventionnelles [39].

Dans ce sens, le FilmArray Pneumonia Panel Plus représente un outil
performant capable d'identifier la quasi-totalité des agents pathogenes
responsables d'infections, contrairement a la culture traditionnelle qui peut ne
pas détecter tous les germes, en particulier lorsque ceux-ci sont associés a

une flore mixte et polymorphe non identifiable.

= Dans notre série d’études, les méthodes de culture conventionnelle ont
permis de détecter 51 bactéries, tandis que la PCRm a permis de détecter
188 especes pathogenes, dont 50 virus, et 138 bactéries.
En ce qui concerne les bactéries les plus fréquemment identifiés par culture
conventionnelle et FilmArray PP plus dans deux échantillons différents (n=
51 en culture et n’= 188 en PCRm) respectivement :
- Acinetobacter baumannii : 37.2% / 19.7%
- Klebsiella pneumoniae : 15.2% / 5.3%
- Haemophilus influenzae : 15.7% / 13.3%
- Pseudomonas aeruginosa : 10.9% / 5.9%
- Staphylococcus aureus : 11.8% / 6.9%

= Dans I’étude de Marrakech, Debbagh et al. ont soulevé une concordance
entre les résultats de la PCR FilmArray PP plus et la culture bactérienne chez
33 patients (73,3 %). Cependant, une discordance a été notée avec la

détection de bactéries uniquement par PCR chez 11 patients (24,4 %). De
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plus, la culture bactérienne a isolé un Streptococcus spp unique, qui n’a pas
été détecté parmi les agents identifiés par la PCR FAPP réalisée sur le méme
échantillon [102].

= Dans I’étude menée par Sherif et al., la comparaison des résultats obtenus
par culture et par le FilmArray Pneumonia Panel Plus met en évidence une
nette différence de détection des pathogenes. En effet, le FilmArray a
identifié 201 agents pathogenes (87,4 %) : 178 (77,4 %) d'origine virale, 22
(9,6 %) d'origine bactérienne et 1 (0,4 %) mixte bactérien/viral, tandis que la
culture a révélé une croissance de la flore normale dans 97 cas (82,2 %) et
une croissance positive dans 21 cas (17,8 %) [103].
Concernant les virus les plus fréquemment détectés par les méthodes
moléculaires, le virus respiratoire syncytial (VRS) arrive en téte avec un taux
de 19,6%, suivi du rhinovirus/entérovirus a 16,5%, du virus parainfluenza a
4,8%, et du virus de la grippe A a 3,5%.
Le taux global d’accord entre les panels FilmArray et la culture bactérienne
conventionnelle dans cette étude était de 100 %, avec une PPA de 100 % et
une NPA de 29,9 %.

= A Alexandrie, dans I’étude menée par El Nawawy et al., il a été observé que
23 prélevements de type mini-LBA sont revenus positifs par culture, tandis
gue 54 mini-LBA ont été détectés positivement par le BioFire FilmArray PP
Plus. Concernant les pathogénes les plus fréquemment isolés par culture et
PCRm, Klebsiella pneumoniae se classe en téte, avec un taux de 15,2%
détecté par culture et 35,2% détecté par PCRm. Vient ensuite Pseudomonas

aeruginosa, avec un taux de 11,1% en culture et 22,2% en PCRm. Enfin,
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Acinetobacter baumannii a été isolé a hauteur de 7% en culture et 9,3% en
PCRm.
BioFire a montré un taux d’accord global de 95,8 %, avec une concordance
positive de 100 % et une concordance négative de 95,6 % par rapport au
méthodes conventionnelles utilisées.
= En ce qui concerne les infections respiratoires d’origine virale, et dans

I’étude menée par Freymuth et al., les méthodes moléculaires, réalisées
directement sur les acides nucléiques extraits des aspirations nasales, ont
permis d'obtenir un plus grand nombre d'échantillons positifs, soit 242 (92
%), par rapport aux méthodes conventionnelles. Elles ont identifié 35 % et
20 % d'infections virales de plus que celles détectées par
immunofluorescence seul ou par IF et culture, respectivement. La répartition
des virus détectés par culture et PCRm respectivement se présentent alors
comme suit :

- Virus respiratoire syncytial : 143 (76%) / 158 (65.2%)

- Rhinovirus/ Entérovirus : 23 (12.2%) / 97 (40%)

- Influenza A : 18 (9.5%) / 20 (8.2%)

= En population adulte, selon Kamel et al. en Egypte, et comme l’illustre la

figure ci-dessous, les bactéries les plus fréquemment détectées par
FilmArray et par les méthodes de culture standard étaient respectivement :
Klebsiella pneumoniae (56 % et 46 %), Acinetobacter baumannii (36 % et 24
%), Pseudomonas aeruginosa (24 % et 14 %) et Escherichia coli (22 % et 4 %).
Concernant les virus, le rhinovirus/entérovirus humain était le plus
freguemment identifié par FilmArray (10 %), suivi du coronavirus (6 %) et du

virus respiratoire syncytial (4 %).

Mme. BOUZIANE Ouiam 194



Intérét de la PCR dans la prise en charge des pneumopathies en réanimation  These N°095/25

pédiatrique
100 =
% ; B3 % detected by BFPP
'g w E53 % detocted by standard culture
3 =
s 4
e =
- ‘,o‘\ ° d"Q &
of":fdi’ f:.‘*a,\‘" >
o‘"\\ ¢’. \'Pb‘ \(9 g Q“,@ ’
\e < “\‘X’ 'Q'# (‘é’.
o‘b Q‘\‘p" f
o‘a,v& f" 9"0‘\
g e
pro"‘

Figure 57: Pourcentage d'agents pathogénes détectés par FilmArray et méthodes de
culture standard (Kamel et al., 2021)

5) Sensibilité et spécificité du FilmArray par rapport a la culture :

Dans notre étude, et en ce qui concerne les pneumopathies d’origine

bactérienne, on note :

Tableau 45 : Interprétation des différents résultats retrouvés a la culture et a la PCRm

Vrai positif VP

Faux positif FP

Vrai négatif

Faux négatif

Total (Culture +/ (Culture - / VN (Culture FN (Culture +
PCRm +) PCRm +) - / PCRm -) / PCRm -)
97 38 10 16 1

Concernant les faux positifs, définis comme les cas avec une culture

négative mais une PCRm positive, nous avons exclu ceux ou la PCRm n’a pas
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été effectuée le méme jour que les prélevements respiratoires. De plus, nous
avons écarté les cas ou la PCRm a mis en évidence une infection virale isolée

vu que la culture ne permet pas de détecter les agents viraux.

Ainsi, nous avons classé parmi les vrais négatifs, définis comme les cas
avec culture négative et PCR négative, les cas ou la PCRm a détecté un agent

viral.

A noter que 21 cas n'ont pas été inclus, a raison d’un prélévement

invalide ou d’un prélévement non fait.

La valeur prédictive positive (VPP) est de 79.2%, tandis que la valeur

prédictive négative est de 94.1%.

La sensibilité et spécificité du FilmArray Pneumonia Panel plus dans la
détection des bactéries dans notre étude sont alors comme suit : Sensibilité =

97.4% et Spécificité = 62%.

En comparaison aux autres études, a savoir les études pédiatriques et

adultes, on note :

Figure 58: Sensibilité et spécificité du FilmArray par rapport a la culture

L. Sensibilité du Spécificité du
Série Pays i i
FilmArray FilmArray
N . .
otre serie Fés, Maroc 97.3% 62%
(2024)
Debbagh l. M kech
ebbagh et a arrakech, 93% 90%
(2023) Maroc
Kamel et al. Caire, Egypte 88 % 90 %
(2021) , EQYP 0 0
Jitmuang et al. .
Thailand 74 % 81 %
(2022) ailande
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Le taux de sensibilité observé dans notre étude est relativement élevé,
contrairement au taux de spécificité, qui s'avere plus faible en comparaison
avec les autres études analysées. Plusieurs facteurs pourraient expliquer cette

différence :

- L’administration précoce d’une antibiothérapie probabiliste avant la
réalisation des prélevements respiratoires, pouvant entrainer une
réduction de la charge bactérienne et aboutir a une culture négative.

- Des conditions contraignantes lors du prélevement et du transport des
échantillons, notamment un retard dans leur acheminement.

- L'utilisation d'un prélevement différent pour la PCR par rapport a celui

envoyé pour la culture.

Il. Avantages de la PCR multiplex type FilmArray :

La PCR multiplex, en particulier le systeme FilmArray®, constitue une
avancée importante dans le diagnostic des infections respiratoires, notamment
en réanimation pédiatrique. Son utilisation présente de nombreux avantages

significatifs :
1) Rapidité et gain de temps (Délai du résultat) :

Contrairement aux méthodes conventionnelles standards, la PCR
multiplex a la capacité de fournir des résultats dans de brefs délais, permettant

ainsi une prise en charge rapide.

Dans notre étude, le délai médian de la réception des résultats de la PCR

multiplex était de 03 heures. En effet, cette rapidité est essentielle en
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réanimation, ou un diagnostic précoce impacte directement la prise en charge

et le pronostic des patients [119].

D'apres une étude menée en 2019 au CHU de Nimes en France, le délai
moyen pour obtenir un diagnostic via le systeme FilmArray® était estimé a 3
heures et 10 minutes, comprenant 2 heures pour le transport de I’échantillon
et 1 heure et 10 minutes pour I'analyse. En comparaison, les méthodes
conventionnelles nécessitaient un délai beaucoup plus long, dépassant 20

heures, concordant alors avec les résultats obtenus dans notre étude.

Pour Debbagh et al., les résultats de la PCR multiplex ont été disponibles
dans 01h30mins a 05 heures [102], contrairement a la culture, qui nécessite

entre 48 et 72 heures, comme I'ont souligné Sherif et al. dans leur étude [103].
2) Large spectre d’identification des pathogénes :

La PCR multiplex est un outil diagnostique a la fois sensible et
spécifique, capable d'isoler simultanément plusieurs types de germes
responsables d'infections a partir d'un seul échantillon. Elle joue ainsi un role
crucial et revét une grande importance dans le diagnostic des pneumopathies,

qui sont souvent causées par des co-infections.

Dans notre étude, le FilmArray a permis de détecter 138 germes

pathogenes bactériens, contrairement a la culture qui n’a détecté que 46.

Comparativement aux autres études, on retrouve approximativement

des résultats qui vont dans le méme sens :

- Debbagh et al. (2023), Marrakech, Maroc : 16 bactéries détectées par

méthodes standards, 46 par PCRm.

Mme. BOUZIANE Ouiam 198



Intérét de la PCR dans la prise en charge des pneumopathies en réanimation  These N°095/25
pédiatrique

- Sherif et al. (2023), Caire, Egypte : 21 bactéries par culture, et 23

bactéries par FilmArray.
3) Rationalisation du traitement anti-microbien :

Dans notre étude, sur les 97 cas analysés, 54 ont recu une
antibiothérapie probabiliste avant I'obtention des résultats de la culture, dont

48 avant méme la réalisation du prélevement et 6 immédiatement apres.

Parmi les 54 cas ayant recu une antibiothérapie probabiliste, 47 ont

obtenu des résultats PCR positifs. Dans cette situation :
- L’antibiothérapie initiale a été maintenue dans 20 cas, soit 42,5 %.
- Une désescalade thérapeutique a été réalisée dans un seul cas (2,1 %).

- Une modification de I'antibiothérapie empirique, correspondant a une
escalade thérapeutique, a été effectuée chez 26 patients, représentant

55,3 %.

Pour les 7 cas restants, dont les résultats de la PCR multiplex étaient
négatifs, I’antibiothérapie probabiliste a été maintenue la méme dans tous les
cas. Cette décision était motivée par diverses raisons, notamment une
amélioration clinique apres l'administration de l'antibiothérapie, la présence
de signes cliniques respiratoires ou la présence de foyers radiologiques

justifiant le maintien du traitement.

Par rapport aux autres séries d’étude réalisées, et concernant les cas
inclus dans I’étude réalisée par Debbagh et al. a Marrakech : « 86.8% des

patients étaient sous antibiothérapie probabiliste au moment du préléevement
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respiratoire. Chez 60,5 % des patients hospitalisés en réanimation, aucun
changement de traitement n’a été effectué apres I'obtention des résultats du
panel PCR FilmArray® Pneumonia plus. L’élargissement du spectre antibiotique
a été réalisé chez 31,6 % des patients, tandis que I'introduction d’un traitement
antiviral ou antibiotique a concerné 7.9 % des patients. Aucune réduction du

spectre antibiotique n’a été observée. » [102]

Sherif et al. en Egypte ont déclaré que « les résultats de BioFire ont
permis un changement dans l'antibiothérapie de 168 patients (73 %), avec
I'introduction d'un traitement antiviral chez 118 patients (51.2%), et l'initiation
d'un agent antibactérien chez 10 patients (4,3 %). De plus, un rétrécissement
du spectre antibiotiqgue a été effectué chez 12 patients (5,2 %) et
I'antibiothérapie a été arrétée chez 28 patients (12,2 %). Le protocole de

traitement antimicrobien n’a pas été modifié chez 62 patients (26,9 %). » [103]

Ces résultats sont concordants avec ceux de El Nawawy et al. dans leur
étude réalisée également en Egypte, qui ont rapporté que « les résultats de
FilmArray avaient un impact sur l'antibiothérapie, ou, dans 12,2 % des cas, un
traitement antiviral a été instauré, et dans 26,5 % des cas, 'antibiothérapie a
été remplacée par des agents a large spectre. Le traitement a été arrété chez
environ 47 patients (48 %). Aucun changement dans les protocoles
antimicrobiens n'a été nécessaire pour 37.8% des patients. A |'exception du
traitement antiviral, ces impacts auraient pu étre réalisés a travers la culture
bactérienne, cependant, BioFire a fourni des résultats précoces permettant

d'intervenir, ce qui a eu un effet déterminant sur l'issue clinique. » [113]
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Chez la population adulte, et concernant la problématique de poursuite
de I’antibiothérapie en cas de résultats moléculaires négatifs, Weiss et al. ont
démontré que : « Chez les patients présentant une imagerie normale associée
a un résultat négatif de PCR multiplexe, le recours a l'initiation d'antibiotiques
était significativement plus faible (44,9 % contre 68,9 %). En revanche, aucune
différence significative n'a été observée chez les patients dont l'imagerie était
évocatrice d'une infection respiratoire (95,4 % contre 89,6 %), ce qui montre
que seule la combinaison d'une imagerie normale et d'un test PCR multiplexe

négatif permettait de réduire le recours aux antibiotiques. »

Tableau 48. Rationalisation du traitement anti-microbien en fonction des résultats de la PCRm

Maintien de
Modification de I’antibiothérapie apres
I’antibiothérapie
Série Pays résultats
empirique apres
résultats PCR | Désescalade Escalade Arrét
Notre série
Fes, Maroc 50% 1.9% 48.1% 0%
(2024)
Debbagh
Marrakech,
et al. 60.5% - 31.6% -
Maroc
(2023)
Sherif et al. Caire,
26.9% 5.2% - 12.2%
(2023) Egypte
El Nawawy
Alexandrie,
et al. 37.8% - 26.5% 48%
Egypte
(2023)
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4) Aspects d’une meilleure prise en charge : Evolution

Dans notre étude, I'antibiothérapie empirique a été modifiée pour 27
patients en fonction des résultats de la PCRm. Parmi eux, 18 ont montré une
évolution favorable, conduisant soit a un retour a domicile, soit a un transfert
vers un service hospitalier ne nécessitant plus de soins en réanimation, soit un

taux de succes de 67 %.

Ce pourcentage se rapproche de celui retrouvé par Debbagh et al. a

Marrakech, et qui était de 73.3%.

Ces taux encouragent alors a réaliser de plus en plus de PCR multiplex
chez les patients chez qui on suspecte une pneumopathie, afin de permettre

une prise en charge optimisée et rationalisée [102].
5) Raccourcissement de la durée d’hospitalisation :

Un diagnostic rapide, permettant une prise en charge précoce et efficace,

contribue indéniablement a raccourcir la durée d’hospitalisation.

Parmi les nombreux avantages des méthodes moléculaires, au-dela de leur
sensibilité et spécificité, une gestion optimale de la durée d’hospitalisation des
patients est également un atout majeur. Réduire d’une journée la durée
d’hospitalisation dans n’importe quel établissement de santé permet de limiter
significativement les complications secondaires, comme le confirment

plusieurs études.

A titre d’exemple, dans la revue de Vos et al., deux études ont mis en

évidence une réduction de la durée d’hospitalisation des patients admis,
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passant de 6,8 a 5,7 jours dans une étude, et de 2,1 a 1,6 jour dans une autre

[120].

De plus, I’étude de Weiss et al. a également observé une diminution de la
durée de séjour chez les patients traités par antibiotiques, avec une moyenne
de 6,2 jours dans le groupe PCR multiplex contre 7,2 jours dans le groupe PCR

conventionnelle.
6) Réduction du colit de la prise en charge :

Il a récemment été suggéré que l'intégration du FilmArray Pneumonia
dans le diagnostic de routine pourrait contribuer a réduire les colts directs liés

a l'utilisation des antimicrobiens ainsi que les dépenses diagnostiques.

Bien que la majorité des études ne comportent pas d’analyse médico-
économique, certains auteurs estiment que le gain de temps technique et les
avantages cliniques d’une méthode rapide pourraient, dans certains cas,
entrainer un surcodt global. Il est particulierement pertinent de souligner que la
diminution des durées d’hospitalisation est généralement associée a un impact
financier positif, bien que cet aspect soit rarement pris en compte dans les

études.

Une analyse médico-économique menée par Poelman et al. a révélé
gu’un diagnostic plus rapide permettait d’éviter 181 mises en isolement,
représentant une économie de 154 806 €, et de réduire les infections
nosocomiales, évaluées a 37 024 €. Si lintroduction de cette nouvelle
technologie a engendré des frais supplémentaires pour le laboratoire (8 905 €

pour I’extension des horaires de service de 8 h a 22 h et 33 830 € de colits
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additionnels liés aux réactifs), le bénéfice financier global pour I’hopital s’élevait
a un minimum de 149 096 €. Ce chiffre reste conservateur, car seuls les gains
liés aux jours d’isolement évités et a la diminution des infections nosocomiales

ont été pris en compte [121].

lll. Limites du FilmArray Pneumonia Panel :

Comme l'ont tres bien mentionné Debbagh et al. dans leur étude
effectuée a Marrakech, il est essentiel que les professionnels de santé et les
biologistes soient conscients des principales limitations de la PCR multiplex

[102], résumées ci-dessous :
1) Colt de la PCRm :

Le rapport colt-bénéfice du FilmArray® reste discutable, d'autant plus

gue son prix est d’environ 1 200 MAD.
2) Germes non inclus dans le panel :

Bien que le FilmArray® Pneumonia Plus (FAPP) permette la détection d’un
grand nombre de cibles pathogenes, il n’inclut pas dans son panel certaines
bactéries d’intérét médical majeur, telles que Morganella spp., Citrobacter
spp., Hafnia alvei, Stenotrophomonas maltophilia ou Pneumocystis jirovecii

[102].

Chez les patients gravement malades hospitalisés en réanimation, dont
certains peuvent étre immunodéprimés, un résultat négatif en PCR multiplex
ne permet pas d’exclure avec certitude une infection évolutive. De plus, la

détection de genes de résistance aux antibiotiques ne permet ni d’établir un
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lien direct avec I’agent pathogene ni de prédire la sensibilité phénotypique

[122].

Il convient également de noter que, malgré la quantification semi-
guantitative des cibles bactériennes fournie par le panel BioFire® FilmArray®
Pneumonia, il reste difficile de faire la distinction entre une simple colonisation
et une véritable infection. Par ailleurs, ce test ne permet pas de surveiller
I'efficacité du traitement, car des genes de résistance aux antibiotiques

peuvent étre détectés malgré une prise en charge adéquate [122,123].

Ainsi, les cliniciens et biologistes doivent considérer le panel FilmArray®
Pneumonia Plus comme un outil microbiologique nécessitant une analyse et
une interprétation rigoureuses, prenant en compte I’ensemble des données
cliniques et biologiques ainsi que les résultats des tests microbiologiques

conventionnels [102].
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CONCLUSION

Mme. BOUZIANE Ouiam 206



Intérét de la PCR dans la prise en charge des pneumopathies en réanimation  These N°095/25
pédiatrique

Malgré tous les progres réalisés en matiere de biologie moléculaire et de
méthodes de diagnostic microbiologique, les pneumopathies représentent
toujours une cause considérable de morbi-mortalité de la population infantile,
en raison de la multiplicité des agents pathogenes incriminés et de la diversité

des tableaux cliniques.

La PCR multiplex a été concue alors dans le but de répondre a ces défis,
en offrant un diagnostic rapide des pneumopathies et en facilitant une prise

en charge précise et standardisée des patients.

Cet outil de diagnostic a surpassé toutes les autres méthodes
conventionnelles et standards telles que le prélevement distal protégé (PDP)
ou ’examen cytobactériologique des crachats (ECBC) en termes de sensibilité
et de spécificité. Il permet ainsi d'identifier simultanément plusieurs agents
pathogenes a partir d'un seul prélevement, ouvrant la voie a une
antibiothérapie adaptée et limitant l'usage inapproprié des antibiotiques,
principal facteur d'émergence des souches multirésistantes. De plus, la PCR
multiplex ne se limite pas a l'identification des bactéries, mais permet aussi la
détection des virus, évitant ainsi une antibiothérapie inutile et favorisant une

prise en charge personnalisée et spécifique.

Notre travail a porté sur 72 enfants suspects de pneumopathies, chez
qui 81 prélevements respiratoires a type de PDP ou d’ECBC et 97 PCR ont été
réalisés, et analysés au service de microbiologie, virologie et biologie
moléculaire du CHU Hassan Il de Fes, sur une période d’un an, de Juin 2023 a
Juin 2024. Cette série d’étude a eu pour but principal d’évaluer I'impact de la

PCR multiplex, via le panel FilmArray® Pneumonia plus, par rapport aux

Mme. BOUZIANE Ouiam 207



Intérét de la PCR dans la prise en charge des pneumopathies en réanimation

pédiatrique

méthodes diagnostiques classiques, dans la prise en charge des

pneumopathies en réanimation pédiatrique.

L’ensemble des résultats de notre travail a permis de mettre en évidence
la panoplie d’avantages détenus par la PCR multiplex et son utilité dans le

diagnostic rapide et précis :

=> Rapidité analytique :
v’ Briéveté du délai de rendu des résultats.
v Instauration rapide d'une antibiothérapie ciblée, limitant ainsi
I'émergence de souches résistantes.
v Amélioration du pronostic des patients hospitalisés, par conséquent.
= Approche syndromique élargie :
v Mise en évidence de co-détections inattendues.
v' Confirmation ou exclusion quasi-certaine d’étiologies.
= Haute performance analytique :
v Sensibilité et spécificité globales élevées.
v' Diagnostic robuste non contraint par |'administration d’une
antibiothérapie préalable.
v' Mise en évidence de certains germes pathogenes non détectés par
I’ensemble des méthodes classiques.
v' Optimisation de la prise en charge.

v Contribution significative au diagnostic étiologique des pneumopathies.
La PCR multiplex présente toutefois certaines limites indéniables :

v' Codt élevé par rapport aux autres méthodes de diagnostic.
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v Non- détection de certains agents pathogenes non inclus dans le panel.

De ce fait, l'utilisation du FilmArray Pneumonia panel ne devrait pas
exclure le recours aux méthodes conventionnelles, mais devrait au contraire
faire office d’outil complémentaire a ces derniers, tout en les réalisant de facon
synergique, afin d’assurer une optimisation du diagnostic et de la prise en

charge des pneumopathies en milieu de réanimation.
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RESUME

Les pneumopathies figurent parmi les principales causes
d'hospitalisation en réanimation pédiatrique. Qu'elles soient d'origine virale ou
bactérienne, elles peuvent avoir un pronostic séveére et sont associées a une
morbi-mortalité élevée. Leur prise en charge nécessite parfois de nombreux
examens complémentaires pour orienter le traitement de maniere optimale.

La PCR (« Polymerase Chain Reaction ») est une technique de laboratoire
permettant d'amplifier et de détecter des molécules présentes dans de faibles
échantillons biologiques. Elle est particulierement utilisée pour identifier les
agents infectieux responsables des pneumopathies en réanimation
pédiatrique. Son utilisation joue un role clé dans I'optimisation du diagnostic,
I'adaptation de [I'antibiothérapie et la prévention de I'émergence des
résistances.

Objectifs : L’objectif de cette étude est d’évaluer I'intérét de la PCR dans
la prise en charge des pneumopathies en unité de soins intensifs pédiatriques
et d’analyser sa corrélation avec la culture conventionnelle (PDP, ECBC...). Il
s’agit également d’examiner les résultats attendus, d’évaluer son impact sur
le choix de I’antibiothérapie appropriée et d’analyser son influence sur
I’évolution clinique des patients traités. Enfin, cette étude vise a identifier les
principaux agents pathogenes en cause et a en discuter les implications.

Matériels et méthodes : Il s’agit d’une étude rétrospective, descriptive et
analytique, non interventionnelle, incluant 97 cas enregistrés de patients avec

diagnostic de pneumopathie ayant bénéficié de PCR, hospitalisés dans le
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service de réanimation pédiatrique du CHU Hassan Il de Fes, durant la période
qui s’étend du mois de Juin 2023 au mois de Juin 2024.

Résultats : Durant la période de I'étude, 97 PCR et 76 prélevements
analysables ont été réalisés pour 72 patients hospitalisés.

v' Une prédominance masculine a été observée, avec un sexe-ratio
H/F de 1,12.

v Le taux de positivité du FilmArray Pneumonia panel était de 85,6
%, avec 188 agents pathogenes détectés. Une étiologie
bactérienne a été identifiée dans 73,3 % des PCR positives, avec
une prédominance d’Acinetobacter baumannii (19,7 %). L’étiologie
virale représentait 26,7 %, dominée par Human
Rhinovirus/Entérovirus avec un taux de positivité de 15,4 %.

v' Concernant la culture conventionnelle, 51 agents pathogénes ont
été détectés dans 39 prélevements positifs, soit un taux de
positivité de 40 %. Acinetobacter baumannii était également le
germe le plus fréquemment isolé (37,2 %), suivi d'Haemophilus
influenzae (15,7 %) et Klebsiella pneumoniae (15,2 %).

v La PCR multiplex (FilmArray Pneumonia panel) a permis de
diagnostiquer 10 pneumopathies nosocomiales dont la culture
conventionnelle s’est révélée négative (dans le cas ou la PCR et le
PDP ont été faits simultanément).

v Le délai médian d’obtention des résultats était de 3 heures, contre
48 heures pour les méthodes conventionnelles.

Conclusion : La PCR s’est révélée plus performante que les méthodes de

diagnostic standard et la culture conventionnelle en termes de sensibilité et de
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spécificité. Elle permet [I'identification simultanée de plusieurs agents
pathogéenes a partir d’un unique prélevement, favorisant ainsi une
antibiothérapie ciblée et réduisant I'usage inapproprié des antibiotiques,
principal facteur de I’émergence des souches multirésistantes. Cette avancée
lui confere un rb6le majeur dans le diagnostic rapide des infections et
I’orientation des stratégies thérapeutiques.

Toutefois, son utilisation ne doit pas se substituer aux méthodes
conventionnelles, mais plutot les compléter dans une approche synergique.
Cette combinaison permet d’optimiser le diagnostic et la prise en charge des
pneumopathies en réanimation, garantissant ainsi une meilleure prise en

charge des patients.
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Abstract

Pneumonia is one of the leading causes of hospitalization in pediatric
intensive care units. Whether of viral or bacterial origin, it can have a severe
prognosis and is associated with high morbidity and mortality. Its management
often requires additional examinations to guide optimal treatment.

Polymerase Chain Reaction (PCR) is a laboratory technique that amplifies
and detects molecules in small biological samples. It is particularly useful for
identifying infectious agents responsible for pneumonia in pediatric intensive
care settings. Its use plays a key role in optimizing diagnosis, adjusting
antibiotic therapy, and preventing the emergence of resistant strains.

Objectives: This study aims to evaluate the role of PCR in the
management of pneumonia in pediatric intensive care units and to analyze its
correlation with conventional culture methods (Distal protected aspirate DPA,
Sputum culture...). It also seeks to examine expected results, assess its impact
on antibiotic selection, and analyze its influence on the clinical outcomes of
treated patients. Finally, this study aims to identify the main pathogens
involved and discuss their implications.

Materials and Methods: This is a retrospective, descriptive, and
analytical non-interventional study, including 97 recorded cases of patients
diagnosed with pneumonia who underwent PCR testing. These patients were
hospitalized in the pediatric intensive care unit of CHU Hassan Il in Fez between
June 2023 and June 2024.

Results: During the study period, 97 PCR tests and 76 analyzable

samples were performed for 72 hospitalized patients.
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A male predominance was observed, with a male-to-female sex ratio of
1.12.

The FilmArray Pneumonia panel had a positivity rate of 85.6%, with 188
detected pathogens. A bacterial etiology was identified in 73.3% of
positive PCR tests, with Acinetobacter baumannii (19.7%) being the most
frequent pathogen. A viral etiology was found in 26.7%, with Human
Rhinovirus/Enterovirus being the most common (15.4% positivity rate).

Regarding conventional culture results, 51 pathogens were detected in
39 positive samples, leading to a 40% positivity rate. Acinetobacter
baumannii was also the most frequently isolated germ (37.2%), followed
by Haemophilus influenzae (15.7%) and Klebsiella pneumoniae (15.2%).

Multiplex PCR (FilmArray Pneumonia panel) identified 10 cases of
nosocomial pneumonia where conventional cultures were negative
(when PCR and PDP were performed simultaneously).

The median turnaround time for results was 3 hours, compared to 48
hours for conventional methods.

Conclusion: PCR proved to be more effective than standard diagnostic

methods and conventional cultures in terms of sensitivity and specificity. It

allows for the simultaneous identification of multiple pathogens from a single

sample, facilitating targeted antibiotic therapy and reducing inappropriate

antibiotic use, a key factor in the emergence of multidrug-resistant strains.

This advancement gives PCR a major role in the rapid diagnosis of infections

and in guiding therapeutic strategies.

However, its use should not replace conventional methods but rather

complement them in a synergistic approach. This combination optimizes the
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diagnosis and management of pneumonia in intensive care, ensuring better

patient care.
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