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f {/ - Serment d'Hippocrate

Y. Aumoment d’étre admis a devenir membre de la profession médicale, je
~ ) \ . . [P
m’engage solennellement a consacrer ma vie au service de ["humanité.

Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont

dus.

Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de mes
malades sera mon premier but.

Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir [ honneur et les
nobles traditions de la profession médicale.

Les médecins seront mes freres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune
considération politique et sociale, ne s'interposera entre mon devoir et
mon patient.

Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine dés sa
conception.

Méme sous la menace, je n'userai pas mes connaissances médicales d une

fagon contraire aux lois de [ humanité. il
i &
o NG
Je m’y engage librement et sur mon honneur. | f} _
Déclaration Genéve, 1948 - £ }/ -
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Toutes les lettres ne sauraient trouver les mots qu’il faut... Tous les mots ne
sauraient exprimer ma gratitude, Mon amour, mon respect, et ma
reconnaissance... Aussi, c’est tout simplement que...

Je dédie cette thése d



A ma douce et trés chére maman:
Amina Mouline :

Je ne pourrais jamais exprimer Lamour que jai pour toi, ni la
gratitude et ma reconnaissance envers les innombrables et
immenses sacrifices que

tu as déployé pour nous.

Aucun mot, aussi exjmfessif qu’i[ soit, ne saurait remercier d sa
justice valeur, [étre qui a consacré sa vie d parfaire notre
éducation et notre bien étre avec un dévouement inégal.

Tu as toujours fait preuve d’amour, d’ affection et de bonté
extréme, tu es et tu resteras d jamais ma source d’inspiration.

Je te dédie d mon tour cette thése qui concrétise ton réve le plus
cher et qui n’est que le fruit de tes conseils qui ont su nous
guider. Je te dédie aujourd hui cette réussite qui est la tienne
car c’est grdce d Allah et d toi que je suis devenue ce que je suis
aujourd’hui. Puisse Allah m’aider d continuer dans le droit
chemin et d te rendre de plus en plus fiére.

Je t'aime tellement ma mamounette .



A mon cher pére :
Abdelhay Ouahhabi

Yous remercier en quelques lignes ne comblerait en rien ma
gratitude envers vous !

En témoignage de toutes ces années de sacrifices, de
sollicitudes, d’encouragement et de priéres.

En ce jour, jespére réaliser ('un de tes réves. Aucune dédicace
ne saurait exprimer mes respects, ma reconnaissance et mon
profond amour.

Jespére que ce modeste travail te rendra fier de ta fille et qu’il
ne seva que le début d’'une série d’accomplissements que je te

dédie d’ores et déja.

Que Dieu te garde pour nous et te procure santé, bonheur, et
prospeérite.

Je t'aime Papa.
A mon adorable frére Mohamed :

Tu es mon meilleur ami, mon petit fréve, la prunelle de mes
yeux . Bien que tu sois un homme maintenant, tu resteras
toujours mon petit fréve chévi qui a comblé ma vie de bonheur
des le jour de sa naissance. Je suis si fiére d’étre ta grande sceur
et je serais toujours ld pour toi, pour te guider, te protéger et
t'aider d réaliser tes réves.

Je t'aime inconditionnellement frérot



A mon petit frére Anas :

Aucune dédicace ne peut exprimer la profondeur des
sentiments fraternels, damour et d’attachement que jéprouve
d ton égard petit frére.

Tu as toujours été d mes cotés, ton amour et ta confiance en
moi m’ont poussé vers Lavant

et jespére étre d la hauteur de tes espérances.
Puisse Dieu te protéger, garder et renforcer notre fraternite.

Je te souhaite tout le bonheur du monde et pleins de succes et
de véussite dans ton avenir.

Je t'aime Anoussa

A mon grand frére Aymane :

Mevrci d’accompagner mes progres, de m'encourager dans les
moments difficiles et de véconforter mes craintes. Vous avez
été un exemple pour moi, par le fait de votre courage et votre
attitude aupres des autres.

Merci cher grand frére !



A ma cheére tante et deuxiéeme maman
Salima EL Bayadi

T avoir dans ma vie est une bénédiction, il est difficile
d’exprimer par des mots la gratitude et Lamour que je ressens
d ton égard. Tu as toujours été bien plus qu'une tante pour moi,
tu as été ma deuxiéme maman. Tu as su me guider avec
bienveillance, m'encourager da réaliser mes réves et m’insuffler
la confiance nécessaire pour surmonter les défis. Tu as été la
pour célébrer mes réussites, consoler mes échecs et partager
mes joies et mes peines .Ta présence chaleureuse et
réconfortante a été une véritable bénédiction dans ma vie.

Aujourd’hui, je veux te dive combien tu es précieuse d mes
yeux. Ta gentillesse, ta bienveillance et ta sagesse ont faconné
la personne que je suis devenue. Tu as été un modéle inspirant

de force, de détermination et d amour inconditionnel.

Je tadore Tati !
A mon acolyte :
Dr Rania Nessassi

A la meilleure amie de tous les temps. Au plus beau cadeau
que la Fmpm m’a offert.

Pour nos années d’études, pour nos tribulations a Chopital, nos
gardes, nos journées infinies de préparation, mais aussi tout un
tas de souvenirs et de

bons moments, pour tout ca et tout le reste je te remercie. Je te
dédie ce travail, en témoignage de tout mon amour et ma
gratitude pour ta

présence et ton soutien, pour ta bonté inégalable, et pour ta

présence fidéle d ce qui nous lie. Tu es une personne unique

Rania, retiens ton souffle, car d’autres chapitres encore plus
passionnants nous attendent !

Je t'adore .



A mon cher ami
Imad Edine Raihani
Ton soutien inconditionnel et ton amitié précieuse ont été ma
force .

Nos conversations sinceres, nos moments de détente et notre
complicité ont été des échappées précieuses dans ce long
parcours .

Tu es bien plus qu'un ami, tu es mon confident, mon roc et ma
boussole . Mevci d’étre toujours ld pour moi, peu importe les
hauts et les bas de la vie .

Rassure -toi you are the coolest !

A mes chéres cousines
Hasna EL Fatini, Wafaa E( Fatihi, Oumaima Ouahib, Xenza
iserhane, Aicha Noureddine
A tous les moments qu'on a passé ensemble, d tous nos
souvenirs !
Merci pour tous les moments formidables qu'on a partages.
Je vous aime fort, et je vous souhaite une vie pleine de bonheur
et de succés

A mes Adorables Tantes
Tati Keltoum Mouline, Tati Nezha Mekouar , Tati Najat
Mouline, Tati Samira Mouline (yaya),
Tati Amal Mouline
Vos encouragements et votre soutien m'ont été d'une grande
aide au cours de mon parcours. Vous avez toujours été d
[écoute et sume donner les bons conseils. En témoignage de
mon amour et mon respect, je vous dédie cette thése. Que ce
travail traduise toute mon affection et mes meilleurs souhaits
de bonheur, de santé et de prospériteé.
Je vous aime



A mes sceurs de coeur
Doha, Douaa et Ghitouta

Votre présence dans ma vie est précieuse. Je vous aime
beaucoup !

A la mémoire de ma grand-mére maternelle
AL Hajja Badia Mekouar

Qui m’a toujours soutenue dans mes projets et qui m'a
encourage a poursuivre mes réves .

Ton amour et ta force resteront d jamais avec moi

En souvenir de mon trés cher oncle

Hbibi Mouline qui m’a toujours encouragé dans mes projets et
qui a cru en moi bien avant que je ne le fasse moi-méme. Cette
these est pour toi, et pour tout ce que tu m’as apporte .

A mon oncle regretté
Bouchaib Boussseni

Je sais que tu es fier de moi, ou que tu sois, et je dédie ce travail
a ta memoire

A mon trés cher oncle
Dr Othmane Ouahib

Je dedie ma thése en reconnaissance de ton soutien, de tes
conseils avisés et de ton inspiration inépuisable.

Ta passion pour la médecine, ta bienveillance et ta générosité
ont été des sources d’inspiration tout au long de mon parcours.
Cette dédicace est un témoignage de ma gratitude éternelle
envers toi.



A mes chers amis :
Ayoub Badie, Riad E( Baroudi

En témoignage de Lamitié qui nous unit, des expériences qu'on
a vécues, des souvenirs de tous les moments que nous avons
passés ensemble, Je vous dédie ce travail en vous souhaitant
une vie pleine de bonheur et de prosperite.

A tous mes amis

Kaoutar EL-Kihal, Soukaina Najdi, Mohamed amine E[
Amghari, Said Moustaid, Salma Nocairi, Ismail Ghanam,
Ilyass Otry, Sara El[ Messoudi, Chadi Morchaid, Simo nadir,
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La pandémie de COVID-19 a eu un impact considérable sur la santé publique a travers
le monde. Les patients atteints de COVID-19 présentent souvent une détresse respiratoire
qui nécessite une hospitalisation en unité de soins intensifs (USI). Bien que le virus SARS-
CoV-2 soit la cause principale de cette détresse respiratoire, des surinfections bactériennes
pulmonaires peuvent survenir chez ces patients, entrainant une aggravation de leur état de

santé et augmentent leur risque de mortalité.

Les surinfections bactériennes pulmonaires chez les patients hospitalisés pour COVID-
19 en USI sont devenues un sujet de préoccupation majeur en raison de leur incidence élevée
et de leur impact sur le pronostic des patients. Les données suggérent que ces surinfections
sont associées a une augmentation de la mortalité, de la durée d'hospitalisation et des colits

de traitement.

L'identification précoce et précise de I'étiologie bactérienne a l'origine des infections
des voies respiratoires inférieures est cruciale pour décider de I'évolution du traitement en
ce qui concerne la sélection d'une thérapie antimicrobienne appropriée, ce qui permet de
réduire la durée du séjour a I'hopital, les colits des soins de santé et les résultats cliniques

défavorables.

La surinfection bactérienne pulmonaire associée au COVID19 est peu décrite et
concerne principalement les patients de soins intensifs. L'objectif de ce travail est d’étudier
le profil bactériologique , d’explorer les différents types de bactéries, leurs sensibilités aux
antibiotiques et de décrire le profil biochimique de ces surinfections, ainsi que d’évaluer
I’apport de la technologie FilmArray dans le diagnostic étiologique précoce des

pneumopathies nosocomiales comparé aux test diagnostiques conventionnels classiques.
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1. MATERIELS :
8. Présentation de I’étude :

Il s’agit d’une étude rétrospective a visée descriptive, réalisée sur 338 prélévements
respiratoires provenant des patients covid 19 hospitalisés pour détresse respiratoire au sein
du service de réanimation de I’hopital militaire Avicenne de Marrakech, ayant bénéficié d’un
examen de biologie moléculaire (FilmArray) et d’une culture bactérienne au sein du

laboratoire de microbiologie- virologie et de biologie moléculaire du méme hopital.

Ce travail s’est étalé sur une période de deux ans, de mars 2020 a mars 2022.

9. Objectifs de I’étude :

9.1. Obijectif principal :

— Décrire le profil bactériologique et biochimique des surinfections pulmonaires
bactériennes chez les patients COVID 19 hospitalisés au service de réanimation

de I'hopital militaire Avicenne de Marrakech.

9.2. Obijectifs secondaires :

— Connaitre I'aspect épidémiologique des surinfections respiratoires nosocomiales

chez les patients covid 19 hospitalisés en réanimation.

— Apport de la biologie moléculaire FilmArray dans le diagnostic étiologique
précoce des surinfections pulmonaires bactériennes chez les patients covid 19

en milieu de réanimation.

10. Critéres d’inclusion :

Les critéres d’inclusion de notre étude sont les suivants :
— Tous les patients covid 19 hospitalisés au sein de la réanimation de I’hopital

Avicenne de Marrakech pour détresse respiratoire durant la période de I’étude et
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ayant bénéficié d’une culture bactérienne et d'un Biofire FilmArray panel

pneumoplus.

11. Critéres d’exclusion :

Les critéres d’exclusion de notre étude sont les suivants :
-Ont été exclus tous les patients hospitalisés pendant une période de moins de 48
heures au service de réanimation de I’hopital militaire Avicenne.

-Tous les patients dont I’dge est inférieur a 18 ans.

12. Recueil des données :

Le recueil des données des 76 patients a été fait a partir des archives du service de

Bactériologie et de Biochimie au sein de I’hdpital militaire Avicenne.

12.1. Données épidémiologiques :

—Identité du patient
% Nom et prénom
<  Age

< Sexe

12.2. Données bactériologiques :

< Résultats de la culture et profil de résistance sur I’antibiogramme
< Résultats de la PCR multiplex (FilmArray) :

e Agents pathogeénes identifiés

e Présence de surinfection

e Présence de génes de résistance

12.3. Données biologiques :

+ Marqueurs inflammatoires : Protéine C-Réactive (CRP)

+ Procalcitonine (PCT)
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13. Outils statistiques :

L’analyse statistique des données a été effectuée a l'aide du logiciel SPSS 23.0. La
saisie des textes et des données a été faite sur le logiciel Microsoft Word et celle des
graphiques sur le logiciel Microsoft Excel. La bibliographie a été réalisée a I'aide du logiciel

Zotero.

14. Considérations éthiques :

L’étude a été réalisée aprés obtention de I'autorisation de la commission pédagogique
de la faculté de médecine et de pharmacie ainsi que le comité des théses. L’équipe de travail

a veillé a I’'anonymat et a la confidentialité des données de nos patients.
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IV. METHODES (diagnostic microbiologique) :
4. Le prélevement:

Constitue I'une des étapes les plus critiques en microbiologie.

La qualité du prélevement conditionne la fiabilité du résultat.

Les prélevements sont effectués et recueillis au niveau du service de réanimation puis
acheminés au laboratoire.

Le choix de la méthode de préléevement des sécrétions broncho pulmonaires est
capital. Elle doit permettre de limiter au maximum des contaminations par des germes
présents au niveau des voies aériennes supérieures et recueillir des sécrétions provenant
bien du foyer infectieux.

Les différents types de prélevements broncho pulmonaires :

4.1. Expectoration : ECBE :
Les précautions pour son recueil sont les suivantes :

oRecueil dans un récipient stérile
oDe préférence le matin a jeun
oApreés un rincage bucco-dentaire a I’eau

oLors d’un effort de toux, aidé si besoin d’une kinésithérapie

L’idéal est de le pratiquer avant toute antibiothérapie.

4.2. Aspiration bronchigue :

L’aspiration endo-trachéale des sécrétions broncho-pulmonaires est une alternative
chez les patients intubés ou trachéotomisés qui n’expectorent pas et chez lesquels des
techniques invasives sont contre-indiquées. Elle est fréquemment réalisée en réanimation
chez le patient intubé-ventilé, a I’aveugle lors d’aspiration des sécrétions broncho-

pulmonaires par la sonde d’intubation.
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4.3. Lavage broncho-alvéolaire (LBA) :

Ce prélevement, réalisé sous fibroscope, consiste a injecter une solution (50 a 250 ml)
de liquide physiologique stérile a 37°C dans une bronche de 3° ou de 4° génération. On
aspire ensuite une fraction de 20 a 60% du liquide injecté. Le LBA permet de récupérer les
germes présents dans les bronchioles distales et les alvéoles pulmonaires.

Ainsi, I’avantage du LBA est d’explorer un plus vaste territoire pulmonaire alvéolaire
avec le recueil d’une plus grande quantité de sécrétions.

Le LBA n’est pas un prélevement protégé. La flore des voies aériennes supérieures le
contamine légérement. L'observation de rares cellules épithéliales pharyngées témoignera de

cette légere contamination.

4.4, Aspiration bronchique distale protégée (PDP) :

Cette méthode s’appelle également, méthode du « cathéter distal protégé » ou
« prélevement distal protégé ».

L’introduction d’un double cathéter protégé par la sonde d’intubation se fait a
I’aveugle. Si le patient n’est pas intubé, le prélevement peut étre guidé par un fibroscope.

Aprés avoir retiré le dispositif, le préleveur essuie le cathéter externe avec une
compresse stérile imbibée d’alcool. Ensuite il fait ressortir de quelques centimetres le
cathéter interne et le coupe avec des ciseaux stériles. Enfin il fait passer dans la lumiere du
cathéter 1 ml de sérum physiologique qu’il recueille dans un tube. Pour terminer, il
sectionne le cathéter et place son extrémité distale dans le tube de recueil. Il agite ensuite le

tube pendant 2 minutes.

45. Ponction pleurale :

Un épanchement pleural est associé a une pneumopathie dans 20 a 40 % des cas. Ce
prélevement est d’une faible sensibilité mais d’une grande spécificité du fait de I’absence de
flore commensale. Il est particulierement adapté a la recherche d’agents infectieux par

biologie moléculaire.
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Tableau I: Les caractéristiques des principaux types de prélévements

Prélevement protégé Fibroscopie Avantages Inconvénients

Expectoration NON Possible mais non Simple et non invasive  |Forte contamination
indispensable

Aspiration bronchique NON NON Simple Contamination
avage broncho-alvéolaire NON oul plore une grande partie | Mal toléré par les
du territoire patients
pulmonaire
rélevement distal protégé Oul Possible mais non bnne qualité méme sans | Faible volume de
indispensable fibroscopie prélévement
Faible colt

as de visualisation du

site prélevé (en
I’absence de
fibroscopie)

Ponction pleurale NON NON Une grande spécificité Invasive

5. La culture :

La culture microbienne ou culture microbiologique est une technique de laboratoire de
développement contr6lé de micro-organismes, croissance in vitro, en principe d'une seule
souche bactérienne. Ces cultures facilitent donc I'étude des souches bactériennes.

Le matériel d’analyse (prélévements broncho pulmonaires) contenant les bactéries
présumées a été prélevé chez le patient. Au laboratoire, les bactéries sont cultivées pendant
la nuit dans un incubateur pour déterminer les germes avec précision, et leur sensibilité aux
antibiotiques a été testée (antibiogramme). Il est ainsi possible d’établir a quels antibiotiques
le germe est sensible ou insensible (résistant). Cela est particulierement important en
présence de germes rares ou d’infections graves, afin de mettre en ceuvre le traitement

antibiotique optimal.
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Pour la culture bactérienne, le matériel a été placé sur un milieu nutritif spécial (boite
de Petri) dans un incubateur a une température de 37 degrés Celsius (température
corporelle). Il s'agit de placer des bactéries a la surface ou a lintérieur d'une gélose.
Les géloses contiennent des éléments nécessaires a la croissance bactérienne, des produits
inhibiteurs qui les rendent sélectifs et des indicateurs (pH et colorants) qui les rendent
différentiels. On a placé les cultures microbiennes a une température favorable (en général
35 °C) pendant minimum une journée (24 heures) dans une atmosphére, soit aérobie,
anaérobie ou microaérophilie (02).

Plusieurs jours sont généralement nécessaires afin qu’une culture bactérienne ait
atteint une croissance suffisante pour étre bien visible. De nombreux germes peuvent déja
étre reconnus au microscope ou par la croissance et I'apparence (couleur) typiques de la
colonie. D’autres sont quant a eux identifiés par des méthodes spéciales d’analyse
biochimique.

Pour I'antibiogramme, de petits disques de feutre imbibés de divers antibiotiques ont
été placés sur la lame sur laquelle la culture bactérienne se développe. Cela permet de
déterminer quel antibiotique inhibe le mieux la croissance bactérienne, puisque la zone
autour du disque de feutre n’est pas colonisée. Plus la zone est importante, plus

I’antibiotique en question est efficace pour inhiber les bactéries .
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I
~Milieu de sabouraud

élose chapman

Gélose au sang

Gélose chocolat
Figurel : Différents milieux de culture en bactériologie
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6. La biologie moléculaire (FilmArray) :

Le FilmArray® panel Pneumonia plus est un test diagnostique in vitro permettant la
détection simultanée et l'identification de bactéries, virus et parasites responsables de
symptomes respiratoires, en 1 heure environ. Il s’agit d’'un systeme fermé et automatisé
réalisant I’extraction des acides nucléiques, les amplifications et la lecture des résultats. Ce
test est a la fois semi quantitatif et qualitatif, cible 27 agents pathogenes et 7 génes de
résistance bactérienne. Il est directement réalisable a partir d’'un prélévement respiratoire
dont I’analyse est réalisée sans intervention manuelle, dans des cassettes spécifiques prétes

a I'emploi, seules les injections dans la cassette, de la solution d’hydratation et de la

solution tampon contenant I’échantillon sont manuelles.

BACTERIES

(Résultats semi-quantitatifs)
Acinetobacter calcoaceticus-
baumannii complexe

Enterobacter cloacae complexe

Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Klebsiella aerogenes
Klebsiella oxytoca

Groupe Klebsiella pneumoniae
Moraxella catarrhalis
Proteus spp.

Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcescens
Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae
Streptacaoccus pneumoniae
Streptococcus pyogenes

BACTERIES ATYPIQUES
(Résultats qualitatifs)
Chlamydia pneumoniae
Legionella pneumophila
Mycoplasma pneumoniae

VIRUS

Adénovirus

Coronavirus
Métapneumovirus humain
Entérovirus/rhinovirus
humains

Virus de la grippe A

Virus de la grippe B
Coronavirus du syndrome
respiratoire du Moyen-Orient
(MERS CaV)

Virus parainfluenza

Virus respiratoire syncytial

GENES DE RESISTANCE
AUX ANTIBIOTIQUES

Résistance a la méticilline
mecA/C et MREJ

Carbapénémases
IMP

KPC

NDM

OXA-48-like

VIM

BLSE
CTX-M

Figure 2: Les pathogénes détectés par le panel pneumonia plus FilmArray
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3.1 Identification du prélévement :

La conformité du prélevement doit contenir les renseignements suivants :

e Nom et prénom du patient
e Date, heure du prélevement
e Indication du prélévement
e Terrain du patient

e Renseignements cliniques

e Antibiothérapie récente

Transport immédiat ou dans les 2 heures pour éviter une multiplication bactérienne
Conservation < 24 heures a 4°C.

Figure3: Prélevement du liquide broncho alvéolaire

3.2 Préparation de la cassette :

La préparation d’une cassette FilmArray® est trés simple, elle nécessite moins de 5
minutes de manipulation en incluant le nettoyage de la zone de travail et ne nécessite pas de
mesure précise de volume. Cette étape consiste a injecter dans la cassette, préalablement
insérée sur la station de chargement, une solution d’hydratation et le tampon de lyse
contenant 200 uL d’échantillon du prélevement respiratoire. Des orifices sont prévus a cet
effet sur la cassette et des codes couleurs indiquent a I'opérateur I'orifice d’injection de
chaque solution. L’aspiration des solutions dans la cassette est réalisée grace a un vide d’air

qui permet de s’affranchir de toute mesure de volume. Cette préparation doit étre effectuée
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dans des conditions d’hygiéne strictes, sous une hotte dédiée aprés nettoyage de la zone de
travail et de la station de chargement.

Avant l'analyse, on prépare la cassette en y injectant la solution d’hydratation et
I’échantillon combiné avec son tampon.

La station de chargement de la cassette a été concue pour éviter les erreurs, en
fournissant des instructions et des indications visuelles sous la forme de fleches de couleur,
afin de garantir le chargement correct de la cassette. Elle contient 2 puits : le bleu ol on

introduit le flacon d’injection d’hydratation et le rouge pour le flacon de I’échantillon.

14
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1. Le tampon d'échantillon est ajouté au flacon d'ipjlection d’échantillon (le puit rouge).

N

2. L'échantillon est ajouté a de transfert.
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3. Le flacon d’échantillon est fermé et retourné 3 fois pour mélanger I'échantillon.
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5. Introduction de la casette dans le bloc de I'automate.
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7. Programmation de la casette dans le logiciel BiofireFilmArray.

S o et o [
2FA05586 2FA05586

Scan ar enter the Sample ID of the pouch in the instrument.
“J 1F a Sample 1D barcode was nat used, you may manually enter the Sample I

wiitten on the label when the pouch was prepared. |-|l.|“ll“

e nototon g > Miecterfa solution N\, AL BT inecix ARyt
chargement d'hydratation et I'échantillon Péchantilion lancer I'analyse

Figure4: Schéma récapitulatif de la préparation d’une cassette filmarray
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|. Caractéristiques de la population étudiée et épidémiologie des
pneumonies hosocomiales en milieu de réanimation :

5. Répartition des pneumonies nosocomiales en réanimation selon I’age:

Sur 338 prélevements recus au laboratoire de microbiologie virologie de I'HMA de
Marrakech ayant bénéficié des deux techniques, la biologie moléculaire (FilmArray) et la
culture bactérienne :

Tableau Il : Analyse descriptive selon I’age

Moyen Min Max Ecart type

62,99 22,00 88,00 12,45

Tableau lll : Répartition des échantillons réalisés selon I’dge durant la période d'étude

Fréquence Pourcentage
Inf a 40 ans 3 3,80%
41 a 55 ans 10 12,66%
56 a 70 ans 53 67,09%
Plus de 70 ans 13 16,46%
Total général 79 100,00%
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Figure n°5 : Répartition des échantillons réalisés selon I’age durant la période d'étude

6. Répartition des surinfections pulmonaires bactériennes en

réanimation selon le sexe :

- 64 échantillons étaient de sexe masculin (81.7%).

- 15 échantillons étaient de sexe féminin (18.3%).

- Le sexe ratio H/F est de 4,2.

Nous notons donc, une prédominance masculine dans notre série.

Tableau IV :Répartition des échantillons réalisés selon le sexe durant la période

d'étude
Fréquence Pourcentage
Féminin 15 18,99%
Masculin 64 81,01%
Total général 79 100,00%
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B Féminin

= Masculin

Figure n°6 : Répartition des échantillons réalisés selon le sexe durant la période d'étude

7. Répartition des pneumonies nosocomiales en réanimation selon le type

de prélévement

Sur les 338 prélevements recus, ayant bénéficié des deux techniques FilmArray et

culture, 194 étaient des lavages broncho alvéolaires représentant 57,4% de tous les

préléevements, 133 étaient des expectorations représentant 39,35% des prélevements, 7

étaient du liquide pleural représentant 2,07% , tandis que les 4 restants étaient 2 aspirations

bronchiques avec un pourcentage de 0,59% et 2 prélevements distaux protégés 0,59% .

Tableau V : Répartition des pneumonies nhosocomiales en fonction du type de préle-

vement
Analyse nombre Pourcentage
Liquide de Lavage broncho-alvéolaire 194 57,40%
Aspiration bronchique 2 0,59%
Crachat/Expectoration 133 39,35%
Prélevement distal protégé: PDP 2 0,59%
Ponction pleurale/Liquide pleural 7 2,07%
TOTAUX 338 100,00%
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M Liquide de Lavage
broncho-alvéolaire

m Aspiration bronchique

m Crachat/Expectoration

Prélévement distal
protégé: PDP

m Ponction pleurale/Liquide
pleural

Figure n°7 : Répartition des pneumonies nosocomiales en fonction du type de prélévement

8. Répartition des pneumonies nosocomiales selon le taux de positivité

8.1 Répartition des pneumonies nosocomiales selon la positivité de la culture :

338 prélevements ont été recus dont 118 étaient positifs

Tableau VI : Répartition des pneumonies hosocomiales selon le taux de positivité

Services Analyse nbre Culture Culture
d'analyses | positive négative
Réanimation Liquide de Lavage broncho-alvéolaire 194 82 112
Réanimation Aspiration bronchique 2 0 2
Réanimation Crachat/Expectoration 133 36 97
Réanimation Prélevement distal protégé: PDP 2 0 2
Réanimation Ponction pleurale/Liquide pleural 7 0 7
TOTAUX 338 118 220
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M Culture positive

M Culture négative

Figure n°8 : Répartition selon le taux de positivité de la culture
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8.2 Répartition des pneumonies nosocomiales selon le délai de positivité

Tableau VII : répartition des pneumonies nosocomiales selon le délai de positivité de

la culture et FilmArray

Culture FilmArray
Etapetechnique 5min S5min
Risque de contamination Présent Minime (circuit fermé)
Délai de rendu des résultats 48-72H 2H

Il. Analyse statistique du profil bactériologique :

1. Répartition des pneumonies nhosocomiales selon la positivité de la

culture :

Tableau VIl : germes détectés par méthode (ECBE)

Crachat/Expectoration Fréquence Pourcentage
Acinetobacter baumannii 6 16,67%
Citrobacter koseri 1 2,78%
Klebsiella aerogenes 1 2,78%
Klebsiella pneumoniae 8 22,22%
Proteus sp 3 8,33%
Pseudomonas aeruginosa 4 11,11%
Serratia marcescens 1 2,78%
Staphylococcus a coagulase négative 4 11,11%
Staphylococcus aureus 7 19,44%
Stenotrophomonas maltophilia 1 2,78%
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Tableau IX :germes détectés par méthode (LBA)

Liquide de Lavage broncho-alvéolaire Fréquence Pourcentage
Acinetobacter baumannii 28 34,15%
Enterobacter cloacae 6 7,32%
Enterococcus faecium 1 1,22%
Escherichia coli 3 3,66%
Klebsiella pneumoniae 14 17,07%
Morganella morganii 1 1,22%
Pseudomonas aeruginosa 13 15,85%
Staphylococcus a coagulase négative 2 2,44%
Staphylococcus aureus 10 12,20%
Stenotrophomonas maltophilia 3 3,66%
Streptococcus pneumoniae 1 1,22%

1.1 Répartition des pneumonies nosocomiales selon la détection des co-infections :

Tableau X : Nombre de germes détectés

Nombre Pourcentage
1 germe 52 65,82%
2 germes 17 21,52%
3 germes 8 10,13%
4 germes 1 1,27%
5 germes 1 1,27%
Total 78 100,00%
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m 2 germes
[ 3 germes

4 germes

B 5 germes

Figure n° 9 : Nombre de germes détectés

2. Répartition des pneumonies nosocomiales en réanimation selon le profil

de résistance :

Dans notre étude, la multi résistance aux antibiotiques a été retrouvé chez 62
patients (52%), surtout pour les souches d’Acinetobacter baumanii isolées, dont la majorité
a manifesté une résistance accrue a I'lmipenem (29/118) 24,8% .

Aussi le taux de pseudomonas aeruginosa résistant a la ceftazidine (PARC) était de
(2/118) 2%, Enterobacteriaceae résistantes aux C3G (24/118)20%, le taux de Staphylococcus
aureus résistant a la méticilline (SARM) était de (7/118) 6%, tandis que la production de

carbapénémase a été trouvée dans (56/118) 47% des cas.
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Figure n° 10 : Pourcentage de bactéries multi résistantes incriminées

3. Répartition des pneumonies nosocomiales selon la positivité de la biologie

moléculaire

Dans notre étude, le FilmArray a éte demandé chez 22 patients objectivant les germes

suivants :

Tableau XI :Répartition selon germes détectés par la biologie moléculaire (FilmArray)

Nombre Pourcentage
Klebsiella pneumoniae 6 20,69%
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii 9 31,03%
Enterobacter cloacae 2 6,90%
Haemophilus influenzae 3 10,34%
Proteus spp. 1 3,45%
Pseudomonas aeruginosa 2 6,90%
Serratia marcescens 1 3,45%
Staphylococcus aureus 3 10,34%
Streptococcus pneumoniae 1 3,45%
Legionella pneumophila 1 3,45%
Total général 29 100,00%
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Legionella pneumophila
Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus aureus
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Pseudomonas aeruginosa

Proteus spp.

Haemophilus influenzae
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Figure n° 11 : Répartition selon les germes détectés par Filmarray

Tableau XII : Concordance entre culture et biologie moléculaire pour la détection d’agents
pathogénes

FA Culture
Acinetobacter baumannii 9 5
Citrobacter koseri 0 !
Enterobacter cloacae 2 4
Enterococcus faecium 0 7
Haemophilus influenzae 3 0
Klebsiella pneumoniae 6 3
Legionella pneumophila ] 0
Proteus sp ] 3
Pseudomonas aeruginosa 2 7
SCN 0 7
Serratia marcescens 7 0
Serratia marcescens 0 /
Staphylococcus aureus 3 !
Streptococcus pneumoniae 7 7
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Figure n° 12 : Nombre d’agents pathogénes détectés par méthodes




Surinfections bactériennes pulmonaires chez les patients covid 19 hospitalisés pour détresse

respiratoire en USI : Profil bactériologique et biochimique

4, co-infection :

Tableau Xlll: Nombre de germes détectés par par BIOFIRE® FILMARRAY® Pneumonia plus Pa-

nel
Nombre Pourcentage
1 germe 17 77,27%
2 germes 2 9,09%
3 germes 3 13,64%
Total 22 100,00%

B 1germe
H 2 germes

1 3 germes

Figure n° 13 : Nombre de germes détectés

5. Répartition des pneumonies nosocomiales en réanimation selon le profil

de résistance

Tableau XIV: nombre de génes de résistance retrouvés

Nombre Pourcentage

CTX-M 12 30,77%
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mecA/C and MREJ 2 5,13%
NDM 19 48,72%
OXA-48-like 5 12,82%
VIM 1 2,56%
60,00%
<0.00% 48,72%
, 0]
40,00%
30,77%
30,00%
20,00%
12,82%
10,00% 5 13% . S
, 0]
0,00% . ] . . — .
CTX-M mecA/C and NDM OXA-48-like VIM
MREJ

Figure n° 14 : nombre de génes de résistance retrouvés

lll. Analyse statistique du profil biochimique :

Tableau XV : Moyenne des taux de CRP et de procalcitonine dans notre série

Bilan Moyenne Interprétation
CRP(mg/L) 214,65+130,81 Elevée : 100% (60 patients)
Procalcitonine 9,47+16 Elevée : 81,48% (44 patients)

Normal : 18,52% (10
patients)

32




Surinfections bactériennes pulmonaires chez les patients covid 19 hospitalisés pour détresse

respiratoire en USI : Profil bactériologique et biochimique

33



Surinfections bactériennes pulmonaires chez les patients covid 19 hospitalisés pour détresse

respiratoire en USI : Profil bactériologique et biochimique

I. Généralités :

1.Histoire :

1.1 _Lasituation épidémiologique mondiale :

A la fin de I'année 2019, le SARS-CoV-2 a causé un groupe de cas de pneumonie a
Wuhan, une ville chinoise, dans la province chinoise de Hubei.

Le 30 janvier, I'épidémie a été déclarée comme urgence de santé publique de portée
internationale (USPPI) par I’Organisation mondiale de la santé (OMS) et plus tard déclarée
comme pandémie mondiale. (1)

La maladie progressivement saisie le monde entier ; I’épicentre de pandémie a changé
plus tard de la ville de Wuhan vers I’Europe et I’'USA, et qui sont les pays les plus durement
touchés par I’épidémie.

En le 8 juin 2022, I’OMS a rapporté que le total mondial des nouveaux cas et des déces
jusqu’a ce jour est de 532 M cas positif et 6 300 000 personnes décédés .

La plupart des cas de COVID-19 et des déces dus a cette maladie surviennent en
Amérique suivi par I’Europe puis I’Asie du Sud-Est.

Aux états unis, le premier cas qui a été identifié en Amérique du Nord
remonte au 22janvier 2020 ; depuis la propagation s’est accélérée.

Le 24 janvier, I’Europe identifie trois premiers cas. Il s’agit de trois Francais ayant
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séjourné a Wuhan ; depuis cela s’est propagé dans une majorité des pays du continent
européen avec plus de 27 282 019 cas confirmés et 596 707 déces, la France est le pays qui
recense le plus de cas et de décés suivi par I’'Espagne et I'ltalie.

Toutefois, I’Afrique représentait un pourcentage de 2.35 % (1).

Daily new confirmed COVID-19 cases per million people o

7-day rolling average. Due to limited testing, the number of confirmed cases is lower than the true number of

infections.

5,000

4,000

3,000

2,000
France

1,000 United States
United Kingdom
Canada
Germany

() = === e India
Mar 1, 2020 May 17,2023
3 WHO COVID-19 Dashboa Y

Figure n°15 :le nombre de cas COVID-19 confirmés, par millions d’habitants,
depuis 1mars 2020 jusqu’au 17 mai 2023 dans le monde selon I’OMS

1.2 Lasituation épidémiologique au Maroc :

Le Maroc a enregistré son premier cas de COVID-19, le 02 mars 2020. Les autorités
marocaines ont décrété I’état d’urgence sanitaire le 20 mars alors que le pays ne comptait

gu’une dizaine de cas. Depuis, la pandémie a suivi une évolution tendancielle maitrisée, avec
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un taux de croissance quotidien moyen de I'ordre de 5,5%, une faible prévalence moins de
1% et un taux de létalité moyen de 4% pendant la période de confinement (2).

Aprés trois mois d’'un confinement strict, les indicateurs épidémiologiques ont
favorisé in déconfinement progressif par zone a partir du10 juin 2020. Selon les données
publiées par le Ministére de Santé, le nombre d’infections s’est établi, a la veille du
déconfinement, a 8508 cas confirmés de coronavirus, dont 732 cas actifs et 211 déces. Le
taux de létalité a atteint 2,48% pour se stabiliser en juin 2022 a 1,4 % et le nombre des
rétablis a poursuivi son amélioration, s’établissant a 89% des cas affectés. Ces tendances ont
été favorisées par une stratégie sanitaire et sécuritaire visant a contraindre I’évolution de
I'épidémie et a maintenir un fonctionnement continu du dispositif sanitaire. Aprés le
déconfinement, la situation pandémique a évolué rapidement avec [|’apparition d’un
ensemble declusters industriels et familiaux, qui ont augmentés le taux d’incidence et induit
une hausse du nombre de cas cumulés avant en baisse en 2021 et stable sur 2022, jusqu’au

8 juin 2022 on compte au Maroc plus d’un million de cas confirmés et 16 000 déces (2).
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2.Caracteéres virologiques :

2.1 Agent pathogéne :

Classification:

Le SARS-CoV-2 est un virus a ARN classé selon le schéma taxonomique suivant :

- Ordre : Nidovirales

Famille : Coronaviridae

Sous-famille : Orthocoronavirinae

- Genre : Betacoronavirus
- Espéce : SARS-CoV-2
A noter que la sous-famille des Orthocoronavirinae se divise en 4 genres

distincts : les Coronavirus- alpha, -beta, —-gamma et -delta.. (3).

Arterivirfdas & Artarhviruis
Koo iv bidolae & Okarivirus
hilavilrales
Slesoniviridlas » G-PMaianivirua
Alpha coronavirus SARS-CoV
Bota coronavirus M ERS-Co\

Coronawvirinas SARS-CoVa
Delta coronavirus

Corvnaviridae Gamma coronavinus

Torovirinas —E:::: it
Torowirus

Figure n°18 : Taxonomie du SARS Cov-2

2.2 Structure du virus :

Le virus du SARS-CoV-2 est un virus a ARN enveloppé avec un diamétre de 65 a 125

nm, il posseéde une capside icosaédrique a symétrie cubique.
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Figure n°19 : Structure du Sars cov-2

2.3 Physiopathologie :
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Figure 20 : Mécanismes physiopathologiques du SARS-COV-2 .

39



Surinfections bactériennes pulmonaires chez les patients covid 19 hospitalisés pour détresse

respiratoire en USI : Profil bactériologique et biochimique

a) Cycle infectieux :
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Figure 21 : Etapes du cycle infectieux du SARS-cov2

b) Cycle de multiplication du SARS-CoV :

Le virus est un pathogeéne intracellulaire obligatoire, et doit pénétrer dans une cellule
hote pour pouvoir se multiplier (on parle de réplication). La premiere étape de ce processus
est donc lI'entrée du matériel viral dans le cytoplasme apres avoir franchi la membrane
cellulaire. L’étape d’entrée débute par I'attachement de la particule virale a la surface de la
cellule. Celle-ci repose sur l'interaction entre les spicules a la surface de la particule virale
(protéine S du SARS- CoV-2) et la glycoprotéine angiotensine-converting enzyme 2 (ACE2)
qui agit en tant que récepteur d’entrée(3).

Le cycle du virus dans la cellule se décompose en trois grandes étapes :

e L’entrée du virus dans la cellule hoéte,
e laréplication du génome,

o La formation et la sécrétion de nouveaux virions.
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c) Réservoir :

L'origine animale du virus ne fait aucun doute, mais quelles especes ont hébergé un
virus parent du SARS-CoV-2 ? La chauve-souris et le pangolin sont au cceur de cette enquéte
génétique. Et si plutot que de choisir entre les deux, ils avaient tous les deux joué un role
dans I'émergence du SARS-CoV-27?

C'est la conclusion d'une étude parue dans Science Advances qui a comparé des
génomes de coronavirus de chauves-souris et de pangolins disponibles sur les bases de
données publiques avec ceux des trois coronavirus : SARS-CoV, SARS-CoV-2 et le MERS-
CoV. selon celle-ci, le virus du SARS-CoV-2 est une mosaique de plusieurs coronavirus de
chauves-souris et de pangolins, et serait issu de plusieurs événements de recombinaison.

Plusieurs études ont suggéré que la chauve-souris pourrait étre le réservoir potentiel
du Sars-CoV-2. Toutefois, jusqu’a présent rien ne prouve que l'origine du (2019 n CoV)
provienne du marché de fruits de mer de Wuhan. Les chauves-souris sont le réservoir

naturel d’'une grandevariété de CoV, y compris les virus de type Sars-CoV et de type Mers-

CoV-
d) Modes de transmission du SARS-CoV- :

La transmission interhumaine du virus SARS-CoV-2 a été démontrée en février 2020
apres qu’une contamination intrafamiliale ait été rapportée (4).

La transmission se fait surtout par voie aérienne (gouttelettes de postillons émises au
cours des efforts de toux mais aussi lors de la parole) et passe par un contact rapproché
(moins d'un metre) et durable (au moins 15 minutes) avec un sujet contagieux.

Des particules de plus petite taille peuvent aussi étre émises sous formes d'aérosols au
cours de la parole, ce qui expliquerait que le virus puisse persister en suspension dans l'air
dans une piece non ventilée (et justifie dans ces circonstances le port du masque) (5) .

Enfin le virus peut conserver une infectiosité pendant quelques heures a plusieurs
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jours sur des surfaces inertes d'ou il peut étre transporté par les mains ce qui justifie une
bonne hygiene des mains, cela dépend notamment du type de surface (par exemple : cuivre,
carton, acier inoxydable, plastique), de la température et de I’humidité ambiante . Des
données expérimentales récentes indiquent que le virus pourrait étre présent jusqu’a :

> 4 heures sur le cuivre;

» 24 heures sur du carton;

> 48 heures (2 jours) sur de I’acier inoxydable;

» 72 heures (3 jours) sur du plastique.

Jusqu’a présent, la transmission verticale n’a pas été confirmée, cependant plusieurs
cas de transmission postnatale ont été rapportés. Par ailleurs, I'isolement d’ARN viral dans le
sang et les selles a évoqué la possibilité d’une contamination sanguine ou oro-fécale qui n’a
toutefois pas été démontrée a ce jour. La contamination par la muqueuse oculaire pourrait
étre possible.

A noter qu’il existe des porteurs asymptomatiques peuvent le transmettre(5).

d.1 Durée d’incubation :

C’est l'intervalle entre la date d’un premier contact potentiel avec un patient suspect
ou confirmé Covid-19 et la date d’apparition des signes cliniques.

Le délai d’incubation de la COVID-19 est de 3 a 5 jours en général, il peut toutefois
s’étendre jusqu’a 14 jours. Pendant cette période, le sujet peut étre contagieux : il peut étre

porteur du virus avant I’apparition des symptémes.

d.2 Contagiosité :

Le potentiel de contagiosité d’un agent infectieux peut s’évaluer par un indicateur
appelé R (ou taux de reproduction ou R effectif), correspondant au nombre moyen
d’infections secondaires pouvant étre générées a partir d’'un cas index, dans une population
entierement susceptible d’étre infectée, c’est-a-dire qui n’a pas été immunisée contre

I’agent infectieux.
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Lors du premier mois de I’épidémie en Chine, 'OMS avait estimé le RO a 2,6 (1,5-3,5).
En mars 2020, une méta-analyse montrait que ce RO était probablement supérieur, estimé a
3,3 (médiane de2,8 avec un intervalle interquartile a 1-2).

La pratique répétée de reverse-transcriptase polymerase-chain-reaction (RT-PCR) sur

prélevements nasopharyngé a montré que la charge virale était plus élevée lors des premiers

jours de symptémes et qu’elle diminuait jusqu’au 11€Me€jour. La durée de positivité de la
RT-PCR pouvait s’étendre jusqu’a 25 jours aprés I'apparition des premiers symptomes et
dépassait 20 jours chez 7/21 patients rapportés dans une étude chinoise. Ces études
suggerent que la contagiosité est probablement plus importante lors des premiers jours de

symptomes et qu’elle pourrait persister plus de trois semaines.

d.3 Taux de létalité :

Le taux de létalité dépend de la stratégie diagnostique. Il sera plus faible dans le cadre
d’un dépistage de masse qui identifie les personnes symptomatiques et asymptomatiques,
alors qu’il sera plus élevé en cas de diagnostic ciblé chez les patients symptomatiques qui
présentent des facteurs de risques de maladie sévére ou des critéres d’hospitalisation .

Une modélisation effectuée au 30 mars 2020, a partir de44 672 cas confirmés a
travers lemonde dont 1023 déceés, estimait un taux de létalité ajusté de 1,4 %, atteignant 6,4
% dans la population dgée de plus de soixante ans.

Dans I’étude italienne de Grasselli et al, le taux de létalité chez les patients admis en
réanimation était de 26 %.

Au Maroc, le taux de létalité est estimé jusqu’a présent a 1.7%, I'un des taux de létalité

le plus faible au monde.
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3.Epidémiologie des infections respiratoires nosocomiales en milieu de

réanimation :

Définition des Infections respiratoires nosocomiales :

La pneumonie nosocomiale est une infection aigué des voies respiratoires basses qui,
par définition, est acquise au moins 48 heures apres lI'admission a I'hopital et qui n'était ni
présente ni en incubation au moment de I'admission (6).

Le terme PN est un terme large qui couvre les pneumopathies acquises en milieu
hospitalier, les pneumopathies acquises sous ventilation mécanique et les pneumopathies
liées aux soins qui se développent chez les patients ayant une exposition a l'environnement
de soins de santé, tels que les patients en dialyse et les patients recevant des soins
infirmiers a domicile. Elle a été incluse en 2005 par I'’American Thoracic Society /
InfectiousDiseases Society of America (ATS / IDSA) dans le cadre de PN, parce que ces
patients peuvent héberger des germes multi résistants.

C’est un probleme de santé publique qui concerne tous les services hospitaliers et en
particulier la réanimation lorsqu’elles se développent chez le malade ventilé. L'infection
nosocomiale est préoccupante par sa fréquence, son incidence éventuelle sur le pronostic de
I'affection initiale et par son codt (6).

Elles sont alors de diagnostic difficile, les agents responsables sont souvent

résistants et leur pronostic est grave (7).
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Il. Données démographiques :

1. Incidence :

Les surinfections bactériennes sont courantes dans les pneumonies virales, en
particulier chez les patients gravement malades .

Le lien entre COVID-19 et la surinfection pourrait étre di{i aux graves lésions
pulmonaires induites par la réplication virale, qui entrainent une tempéte de cytokines et des
processus inflammatoires.

L'incidence de ces surinfections est trés variable d'une étude a l'autre est varie entre
3,6 et 43 % (8).

Une étude rétrospective monocentrique a été menée a I'hopital Bichat, en France,
entre le 26 février et le 22 avril 2020 a révélé que plus de 16 % des patients positifs pour le
CoV-SAR ont développé une surinfection bactérienne (9).

Une autre étude réalisée en Arabie Saoudite a révélé que parmi les 314 patients
hospitalisés en USI pour covid 19, 133 (42,4 %) ont développé des surinfections
bactériennes pulmonaires, I'incidence de ces surinfections secondaires était de 32,5 % (10).

Une autre étude a révélé un taux d'incidence de 72,7 % pour la surinfection
bactérienne chez les patients de l'unité de soins intensifs COVID-19 dans la région sud-
ouest de I'lran (11) .

Dans notre étude allant de Mars 2020 a Mars 2022, 76 patients ont été

hospitalisés en USI a I’hopital militaire Avicenne de Marrakech ,dans cette cohorte 338
prélévements ont été recu dont 118 étaient positifs, soit une incidence de 17,45 % .

Ainsi nos résultats sont proche des données de la littérature.
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2.Age :
La COVID-19 est une infection qui peut toucher la population a tout age.
Dans notre série, sur 76 malades, la moyenne d’age au moment du diagnostic était de
62 ans , avec des extrémes d’age allant de 22 ans a 88 ans . L’dge médian était de 65 ans.
La tranche d’age entre 56 ans et 70 ans était la plus représentée, constituant 67.09 % de la
population étudiée.
Les résultats des séries de Baskaran et al (12) et de garcia vidal et al (13) sont les
plus proches de notre étude concernant I’dge médian, ainsi que les résultats publiés dans
la série de Chaitanya Tellapragada (14).

Tableau XVI : L’age médian au moment du diagnostic dans les différentes séries

Série Taille de I’échantillon Age médian et intervalle

Baskaran et al (Angleterre) 254 59ans [49ans -69ans]
a2

Garcia vidal et al (Espagne) 989 62ans [48ans -74ans]
a3)

Chatanya et al ( Suisse) 83 58ans [47ans -69ans]

(14)

Husain et al (France) 784 69ans [52ans -84ans]
9)

Notre série (Maroc) 76 65ans [22ans —-88ans]
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3. Sexe :

Les résultats de notre étude concordent avec les résultats de la littérature qui

montrent une nette prédominance masculine.

Tableau XVII : Pourcentage des malades de sexe masculin dans les différentes série

Série Pourcentage du sexe masculin
Baskaran et al (Angleterre) 64,9%
(12)
Garcia vidal et al (Espagne) 59,8%
(13)
Chataniya et al(Suisse) 74%
(14)
Husain et al (France) 86,4%
9
Notre série (Maroc) 81,01%

lll. Profil clinigue :

1. Motif d’admission :

Le motif d’admission en réanimation était dans la majorité des cas une aggravation
de la symptomatologie respiratoire d’ou la nécessité d’une prise en charge adéquate dans
une unité de soins intensive.

Une étude réalisée en Espagne par C. Ferrando et al , a objectivée que la détresse
réspiratoire aigué représente 71% de la symptomatologie clinique a I’admission (3).

Dans notre série le motif d’admission était la détresse respiratoire aigué chez 90%

des malades.

2. Symptomatologie clinique :

Les signes cliniques observés chez nos patients étaient dominés par :

%+ La dyspnée avec les signes de lutte respiratoire
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% La désaturation en oxygene
* Fiévre

+ Toux

+ Expectoration purulente

* Altération de I’état général

IV. Profil paraclinigue :

La surinfection microbienne peut étre associée a certaines anomalies biologiques.

1. Agents pathogeénes :

Une grande variété des germes provenant de I'environnement de soins ou de la flore
du patient lui-méme peut causer la PN (7).

Les données du programme de surveillance de SENTRY, une étude multinationale, a
indiqué que les 6 premiers agents étiologiques souvent en cause (Staphylococcus aureus 28
%, Pseudomonas aeruginosa 21,8%, Klebsiellaspp 9,8%, Escherichia coli 6,9%,
Acinetobacterspp 6,8%, et Enterobacterspp 6,3%) ont été a l'origine de 80% de toutes les

infections (15).

1.1. Bacilles a Gram néqgatif

Les BGN sont les premiers germes pathogénes responsables d’infections
nosocomiales Au sein de ce groupe, on distingue les BGN fermentants comme les
entérobactéries et les non fermentants (16) (17).

Le Pseudomonas aeruginosa et |’Acinetobacter baumannii sont les principaux

représentants de cette seconde catégorie (17).

a. Acinetobacter baumannii

Le germe Acinetobacter est caractérisé par des BGN non fermentants, aérobies

strictes, immobiles, de morphologie principalement en diplobacilles ou diplocoques,

48



Surinfections bactériennes pulmonaires chez les patients covid 19 hospitalisés pour détresse

respiratoire en USI : Profil bactériologique et biochimique

catalase-positive et oxydase-négative. Leur culture est facile sur les milieux ordinaires entre
20 et 30 oC(18).

L’Acinetobacter est considéré comme une bactérie ubiquiste, ayant classiquement
I’environnement comme habitat (sol, eau). Chez I'lhomme, on le trouve au sein de la flore
cutanée, dans le tube digestif, le pharynx et plus particulierement des localisations humides
(aine, zone axillaire, zones interdigitales). Il se trouve également dans I’environnement du
patient : sur les cathéters, les appareils de VM et d’aérosol thérapie, les robinets, les

cuvettes, etc (18) (19) .

b. Pseudomonas aeruginosa

Le genre Pseudomonas est fait de bacilles mobiles, aérobies stricts, cultivant
facilement sur les milieux usuels. P. aeruginosa (bacille pyocyanique) est une espece
bactérienne a Gram négatif, ubiquitaire, saprophyte tres répandue dans I'eau et les milieux
humides. Elle peut aussi coloniser I’hnomme. La transmission peut de faire a partir des
sources environnementales, soit directement, soit par I'intermédiaire de matériels lavés ou
rincés a I’eau du réseau. Elle peut étre aussi interhumaine a partir d’un sujet colonisé (15).

L'univers de la réanimation et des soins intensifs est un milieu particulierement
propice a la colonisation par P. aeruginosa. Le transfert manuporté par le personnel et le
transfert entre patients sont les modes de contamination usuels.

P. aeruginosa est la bactérie a Gram négatif la plus impliquée dans les PN(20). Ainsi le
pourcentage des patients colonisés a I'admission varie de 15 a 17% et aprés 14 jours
d’hospitalisation, prés de 60% des patients sont colonisés (20).

Le Pseudomonas est responsable d’environ 20% des broncho-pneumopathies chez
les patients sous VM et la mortalité liée aux PNAVM a Pseudomonas est plus importante (60

a 70%) que celle liée aux autres especes bactériennes (20 a 50%) (7) .
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c. Entérobactéries

Les entérobactéries forment une importante famille de BGN. Elles ont en commun
leur localisation préférentielle au niveau du tube digestif de I'hnomme et des animaux d’ou
leur appellation entérobactérie. On les trouve aussi dans la cavité buccale, au niveau des
voies aériennes supérieures et sur les organes génitaux. Elles peuvent persister en dehors
des organismes vivants, on les rencontre dans le sol, I'eau et dans certaines denrées
alimentaires. La famille des entérobactéries comprend actuellement une centaine d’espéces.

Les entérobactéries d’intérét médical appartiennent a 12 genres : Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella,
Serratia, Shigella, et Yersinia (21).

Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des CGP qui tendent a se regrouper en amas. La bactérie est
tres répandue chez ’homme et environ un tiers des sujets sont des porteurs sains qui
hébergent la bactérie au niveau des muqueuses (principalement les fosses nasales) et des
zones cutanées humides (22).

S. aureus commence a poser un véritable probléme pour la santé humaine au niveau
mondial.

Trois raisons expliquent les nouvelles préoccupations : I'apparition de pandémies
aSARM en milieu hospitalier, I'apparition de souches a sensibilité diminuée aux
glycopeptides et I’émergence de souches de SARM en médecine communautaire. Cependant,
la prévalence des SARM dans le monde est trés hétérogene et variable : elle varie avec les
pays et les régions, avec la période d’étude, les services et les conditions de vie des
populations concernées (22).

La mortalité des PNAVM a S. aureus reste importante malgré une prise en charge
appropriée, et varie entre 30 et 70 %, la mortalité étant plus importante chez les patients

bactériémiques (23).
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2. Diagnostic microbiologique

Il se base avant tout sur l'analyse microbiologique (examen direct et cultures
guantitatives) d’un prélévement respiratoire non invasif ou invasif (PDP ou lavage broncho-
alvéolaire (LBA)) réalisé ou non sous fibroscopie bronchique. Plusieurs outils diagnostiques
microbiologiques de performance variable sont disponibles. Le choix de I'outil dépend du
plateau technique, de I’expérience de I'équipe et du colit. En aucun cas, la réalisation des
préléevements respiratoires ne doit retarder I'initiation de I’antibiothérapie probabiliste, en

particulier en cas d’instabilité hémodynamique et/ou de SDRA (15).

e Prélévement :
Les préléevements doivent étre réalisés par un médecin du service qui juge le type de
préléevement en fonction de I’état de conscience du patient.
Les différents préléevements biologiques réalisés ont été acheminé a bref délai au
laboratoire de I’hopital militaire Avicenne.
Les types de prélevements considérés dans notre étude sont :
v' Le prélevement distal protégé (PDP)
v' Lavage broncho-alvéolaire (LBA)
v" L’Aspiration des sécrétions pulmonaires (ASP)
v' Les Expectorations (ECBE)
v" Le Liquide Pleural (LP)
Pour ces différents prélévements une culture et un examen cytobactériologique sont
réalisés.

e Examen macroscopigue :

Cet examen nous permet de noter ’aspect macroscopique du prélévement (purulent,
mucopurluent, hématique, salivaire, trouble, clair...), donnant une idée sur la qualité du
prélevement, voire méme apporter des premiéres informations sur [|’existence d’une

infection ou non.
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e Examen microscopique :

Consiste a la réalisation de deux examens :
> A état frais : entre lame et lamelle a partir d’une parcelle prélevée de I’endroit le plus
suspect du prélévement (pus, mucus, sang...) puis examiner au microscope a
I'objectif X40 :
e Compter les cellules épithéliales (élément/champs)
e Compter les globules blancs (élément/champs)
e La présence de cellules alvéolaires ou bronchiques
Cet examen nous permet |’évaluation de la qualité du prélevement en s’assurant
d’une part qu’il n'a pas été trop contaminé lors du passage par les voies aériennes
supérieures et d’autre part qu’il provient bien d’un foyer infectieux (présence de
granulocytes neutrophiles).
> Aprés coloration : Confectionner deux frottis puis colorer au :
— MGG : Apprécier les cellules présentes (cellules épithéliales, polynucléaires,
lymphocytes, autre cellules)
— Gram : Apprécier la forme et I’affinité tinctoriale de la flore bactérienne du
préléevement afin d’orienter rapidement le diagnostic et choisir les méthodes

pour le confirmer.

e Culture :

Pour la culture bactérienne, le matériel est placé sur un milieu nutritif spécial (bofite
de Petri) dans un incubateur a une température de 37 degrés Celsius (température
corporelle). Il s'agit de placer des bactéries a la surface ou a l'intérieur d'une gélose.
Les géloses contiennent des éléments nécessaires a la croissance bactérienne, des produits
inhibiteurs qui les rendent sélectifs et des indicateurs (pH et colorants) qui les rendent

différentiels. On place les cultures microbiennes a une température favorable (en général
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35 °C) pendant minimum une journée (24 heures) dans une atmosphere, soit aérobie,
anaérobie ou microaérophilie (02).

Plusieurs jours sont généralement nécessaires afin qu’une culture bactérienne ait
atteint une croissance suffisante pour étre bien visible. De nombreux germes peuvent déja
étre reconnus au microscope ou par la croissance et I’apparence (couleur) typiques de la
colonie. D’autres sont quant a eux identifiés par des méthodes spéciales d’analyse
biochimique.

Pour I'antibiogramme, de petits disques de feutre imbibés de divers antibiotiques
sont placés sur la lame sur laquelle la culture bactérienne se développe. Cela permet de
déterminer quel antibiotique inhibe le mieux la croissance bactérienne, puisque la zone
autour du disque de feutre n’est pas colonisée. Plus la zone est importante, plus
I’antibiotique en question est efficace pour inhiber les bactéries.

T

Figure 22: Milieux de culture

53



Surinfections bactériennes pulmonaires chez les patients covid 19 hospitalisés pour détresse

respiratoire en USI : Profil bactériologique et biochimique

Figure 23 : Méthode de déposition des disques des antibiotiques sur milieu MH (méthode
manuelle) / photo prise au laboratoire central de Bactériologie Sérologie et Hygiéne
La lecture et l'interprétation des antibiogrammes se fait conformément aux normes

définis par le Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM).
4+ Méthode automatisée sur milieu liquide : BD Phoenix ™ 100

Phoenix ™ 100 est automate qui permet a la fois l'identification du germe et

I’établissement de I’ATB par la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

d’une large gamme d’antibiotiques.

©BD

Figure 24 :BD Phoenix™ 100/photos prise au laboratoire central de Bactériologie Sérologie et
Hygiéne
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3. Principales résistances bactériennes au cours des pneumopathies noso-

comiales

Les résultats de la culture avec antibiogramme permettront une désescalade
thérapeutique secondaire, indispensable le plus rapidement possible pour revenir a
I'antibiothérapie efficace la plus simple, c'est-a-dire a une antibiothérapie a spectre plus
étroit, adaptée aux résultats microbiologiques. Si le diagnostic s'aveére erroné, l'arrét du
traitement doit étre envisagé. L'optimisation de I'antibiothérapie des PN nécessite également
l'utilisation de posologies adaptées, administrées initialement par voie intraveineuse jusqu'a
I'obtention d'une amélioration clinique, puis passées a la voie orale dés que I'état digestif le

permet (25).

4, Conséguences de I'antibiorésistance

La résistance aux antibiotiques consiste aujourd’hui une des plus graves menaces
pesant sur la santé mondiale. Un phénomeéne en pleine expansion qui s'accélére depuis les
années 2000. La résistance aux antibiotiques menace notre mode de vie actuel et met en
péril tous les progreés réalisés par la médecine au cours des 70 derniéres années. Elle
pourrait devenir lI'une des principales causes de décés dans le monde, si la consommation
d'antibiotiques n'est pas rationalisée (26).

La résistance bactérienne aux antibiotiques, et donc l'inefficacité des antibiotiques, a
pour conséquences :

e Des risques plus élevés lors des interventions médicales, pour lesquelles les
antibiotiques sont indispensables pour réduire les risques infectieux. Des
pathologies plus longues et plus difficiles a traiter.

e Des visites médicales supplémentaires.
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e L'utilisation de médicaments plus puissants et plus chers pour réaliser le
traitement.
-Une augmentation des complications de la maladie.

-Des décés dus a des infections bactériennes auparavant faciles a traiter (26).

a. Biologie moléculaire :

Le diagnostic moléculaire fait référence a des méthodes de détection et d’analyse du
génome d’un organisme. Les premieres méthodes d'analyse de I'ADN (comme le Southern
blot) existaient dans les années 1970, toutefois le développement de la PCR, vers la fin des
années quatre-vingt, a démocratisé leur application.

Peu de temps aprés, la possibilité d’amplifier ’ADN et ’ARN fut utilisée pour la
détection des agents pathogénes. 30 ans plus tard, la PCR est devenue un pilier des

laboratoires de microbiologies (27).
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Figure 25 : principes de la PCR

L’analyse d’échantillons par la biologie moléculaire passe par trois étapes:

1. Extraction de I'ADN et / ou I'ARN de I'échantillon d'origine
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2. Amplification par PCR de la séquence ADN / ARN cible du pathogéne

Détection des produits de I'amplification.

Echantillon

|

Extraction des acides nucléiques

|

Amplification
* de cible

* de signal

* de sonde

Détection/Analyse du produit amplifié

Résultat

Figure 26 : Principales étapes d’analyse d’un échantillon en biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire évoluent rapidement. Leurs principes et
indications varient selon les applications. Bien que ces nombreuses techniques soient
différentes, elles présentent toutes des avantages et des inconvénients communs.

+ Avantages de la biologie moléculaire :

En plus de leur grande rapidité par rapport a la culture, les méthodes basées sur la PCR
ont également une spécificité et une sensibilité trés élevées par rapport aux méthodes
traditionnelles.

En outre, tant que des séquences génétiques de référence sont disponibles, le
développement de tests moléculaires pour des pathogénes spécifiques est relativement
facile. Ce qui permet d’élaborer des tests moléculaires en quelques semaines et de réagir

rapidement a I'émergence de nouveaux agents pathogénes (28).
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% Inconvénients de la biologie moléculaire :

La haute spécificité des méthodes moléculaires représente également leur faiblesse.
Par conséquent, les nouvelles variantes de virus ou de bactéries peuvent ne pas étre, ou au
moins pas bien, détectées.

Le laboratoire est chargé de vérifier régulierement les caractéristiques de ses tests,
de les comparer aux données génétiques disponibles et de les adapter aux nouvelles
variantes. Enfin, la biologie moléculaire nécessite un ensemble d’appareils et de Kkits

coliteux, un personnel spécialisé et entrainé, et des locaux spécifiques (28).
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V. Résultats microbiologigues :

Surinfections bactériennes :

La fréquence des surinfections bactériennes pulmonaires acquises a I'hdpital est
élevée.

Certains facteurs peuvent fournir une explication a cette observation notamment.

Les surinfections ont été principalement liées au séjour prolongé dans les unités de
soins intensifs,et en particulier a l'utilisation de la ventilation mécanique et des cathéters.
L’épidémiologie attendue est étroitement liée a la flore hospitaliere prédominante.

Dans notre étude les germes les plus incriminés étaient : I’Acinetobacter baumanii
(28,81%),suivi par Klebsiella pneumoniae (18,64%) ,Pseudomonas aeruginosa et le
Staphylococcus aureus (14,41 chacun) .

Tableau XVIII : Comparaison des résultats bactériologiques de la surinfection de notre série
et les séries de la littérature

Série Résultats bactériologiques Nombre
(Germes les plus incriminés) %
Husain et al (France) Pseudomonas aeruginosa 6 (26,%)
9) Staphylococcus aureus 5(21,7%)
Streptococcus pneumoniae 4 (17,4%)
Garcia vidal et al Staphylococcus aureus 4(36,4%)
(Espagne) Pseudomonas aeruginosa 3 (27%)
13) Stenotrophomonas maltophilia 2 (8%)
Klebsiella pneumoniae 1 (9%)
Chong et al Pseudomonas aeruginosa 17,2%
(New York) Klebsiella species 13,5%
(29) Staphylococcus aureus 10,4 %
Escherichia coli 13,1%
Barrasa et al Pseudomonas aeruginosa 50 %
(Espagne) Enterococcus faecium 16 %
12) Haemophilus influenzae 16 %
Staphylococcus aureus 16 %
Mobarak Qamsari et al K. pneumoniae 42,7 %
(Iran) A.baumanii 14,6 %
(30) S. aureus 13%
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Notre série Acinetobacter baumanii 28,81 %
(Maroc) Klebsiella pneumoniae 18,64 %
Pseudomonas aeruginosa 14,41 %

Staphylococcus aureus 14,41 %

1. Le profil de résistance aux antibiotiques :

La résistance bactérienne aux antibiotiques(ATB) est I'une des problemes de santé
publique mondiaux les plus graves.

De nombreux germes (bactéries, parasites et virus) responsables de maladies
infectieuses ne réagissent plus aux antibiotiques courants.

Dans notre série Les résultats des tests de sensibilité aux antimicrobiens ont
montré un haut niveau de résistance.

L’Acinetobacter baumanii d’une part, est naturellement résistant a de nombreux
antibiotiques et d’autre part il est doué d’une grande capacité adaptative lui permettant
d’acquérir facilement et rapidement de nouvelles résistances .La résistance aux
bétalactamines est de plus en plus fréquente.

Dans notre étude la multi résistance aux antibiotiques a été retrouvés chez 62
patients (52%), surtout pour les souches d’Acinetobacter baumanii isolées, dont la
majorité a manifesté une résistance accrue a I'lmipenem (29/118) 24,8% .

Aussi Le taux de pseudomonas aeruginosa résistant a la ceftazidine (PARC) était
de (2/118) 2%, Enterobacteriaceae résistantes aux C3G (24/118)20%, le taux de
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) était de (7/118) 6% ,tandis que la

production de carbapénémase a été trouvée dans (56/118) 47% des cas.
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Figure 27 : Pourcentage de bactéries multirésistantes incriminées

Une étude réalisée dans une unité de soins intensif en Espagne fait état de taux
similaires avec une incidence élevée de bactéries multi résistantes (MDR) soit 31%,
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline SARM étant la principale souche multi
résistante (31).

Une autre étude menéé a Iran a révélé que tous les isolats de Gram positif étaient
résistants a la clindamycine, a la céfoxitine, a I'érythromycine et au linézolide. En outre, plus
de 80 % dentre eux étaient résistants a la ciprofloxacine et au
triméthoprime/sulfaméthoxazole. Cependant, les bactéries a Gram positif présentaient les
taux de sensibilité les plus élevés a la teicoplanine (51,7 %) et a la gentamicine (62,1 %),
respectivement. Les isolats a Gram négatif ont montré les taux de résistance les plus élevés
(plus de 90,0 %) au triméthoprime/sulfaméthoxazole, a la ceftazidime et au céfépime. Les
taux de résistance de la GNB étaient supérieurs a 80 % pour chacun des autres antibiotiques
testés. En outre, 46 (68,7 %) des 67 isolats étaient multirésistants et 13 (28,3 %) des 46

isolats multirésistants étaient simultanément résistants a 13 antibiotiques (30).
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Une autre étude menéé a I’Hopital Razi a Ahvaz, dans le sud-ouest de I'lran a révélé
que les isolats a Gram positif et a Gram négatif ont montré des taux de résistance élevés
(>70,0 %) a la majorité des antibiotiques testés, y compris les fluoroquinolones, les
carbapénemes et les céphalosporines, et 68,7 % (46/67) des isolats étaient multirésistants
(MDR). Cette étude a montré un taux de fréquence élevé de surinfections par des bactéries
MDR chez les patients atteints de COVID-19 dans le sud-ouest de I'lran. La prévention des
conséquences a long terme causées par le COVID-19 exige une surveillance antibiotique

continue, en particulier dans la gestion des surinfections bactériennes (11).

2.Evaluation des performances diagnostiques de la technologie FilmArray :

Bien que les cultures bactériennes et les tests de sensibilité soient essentiels au cours
des pneumopathies nosocomiales, la technique FILMARRAY®Pneumonia Plus représente un
outil de diagnostic précoce et d’épargne d’antibiothérapie exhaustive dans les services de
réanimation.

A travers cette étude, nous avons évalué I'impact qu’apporte la recherche simultanée
d’agents pathogénes par la technologie FilmArray dans le diagnostic précoce des
pneumopathies nosocomiales au sein du Laboratoire de I'Hopital Militaire Avicenne de
Marrakech par rapport aux méthodes microbiologiques conventionnelles particulierement la
culture bactérienne chez 22 patients.

Cette évaluation a permis alors une estimation du gain potentiel que procure cette
innovation dans I’ensemble du diagnostic précoce et la prise en charge des infections
respiratoires nosocomiales en milieu de réanimation. Il a permis également une approche
d’évaluation de I'une des nouvelles techniques disponibles en microbiologie et biologie
moléculaire.

Le panel de pneumonie BioFire FilmArray (BFPP) a récemment été autorisé par la FDA

(novembre 2018) pour la détection et l'identification de multiples agents pathogénes viraux
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et bactériens respiratoires en plus de certains genes de résistance aux antimicrobiens
provenant d'échantillons de type crachat ou lavage alvéolaire bronchique (BAL) provenant
d'individus suspectés infections des voies respiratoires inférieures (LRT). Ce test comprend
des cibles pour 18 bactéries et 8 virus qui causent couramment la pneumonie ainsi que 7
genes de résistance aux antibiotiques. Le test BFPP signale la présence ou l'absence de 3
bactéries atypiques et fournit une abondance semi-quantitative d'organismes pour les 15
autres bactéries, analogue au rapport semi-quantitatif fourni avec les tests traditionnels
basés sur la culture. Bien qu'il s'agisse d'une fonctionnalité nouvelle et potentiellement utile
pour une méthode basée sur la PCR (32).

Plusieurs études ont évalué le test FilmArray pour la détection et l'identification
d’agents pathogenes responsables de pneumopathies nosocomiales chez les patients
hospitalisés en réanimation.

Une étude rétrospective menée par Yoo et al. a évalué 100 échantillons de
prélevements respiratoires, la sensibilité du panel pneumoplus variait de 98.5% a 100% et sa
spécificité variait de83.3% a 99% pour tous les organismes (33).

Aussi I’étude de Buchan et al et Maataoui et al, réalisée respectivement sur 259 et 67
prélevements, ont montré une sensibilité a 96.2% et une spécificité a 98.3% (34) (35).

La croissance des bactéries en culture peut étre entravée par la réponse immunitaire, le
traitement antibiotique préalable, les conditions de transport des échantillons et de
nombreux autres facteurs. Ces facteurs interférent de facon moins significative avec les

méthodes moléculaires (36).
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Figure 28 : Comparaison de la détection bactérienne culture vs biologie moléculaire

Les résultats semi-quantitatifs fournissent des renseignements sur I'abondance
relative de 15 bactéries pouvant étre des agents pathogenes ou faisant partie d’une flore
normale. Résultats sont exprimés en bins, représentant le log le plus proche en copies de

génome/mL.
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Plusieurs types d’échantillons sont validés CE-IVD pour ce panel : Expectoration (AET*

compris) et LBA** (mini-LBA compris).
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Dans notre étude le FilmArray a éte demandé chez 22 patients objectivant les germes

suivants :
Nombre Pourcentage |

Klebsiella pneumoniae 6 20,69%
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii 9 31,03%
Enterobacter cloacae 2 6,90%
Haemophilus influenzae 3 10,34%
Proteus spp. 7 3,45%
Pseudomonas aeruginosa 2 6,90%
Serratia marcescens ] 3,45%
Staphylococcus aureus 3 10,34%
Streptococcus pneumoniae 7 3,45%
Legionella pneumophila / 3,45%
Total général 29 100,00%

On a comparé les résultats de la culture bactérienne et ceux de la biologie moléculaire

chez les mémes patients.
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Streptococcus pneumoniae _ %

Staphylococcus aureus 1 3
Serratia marcescens _ %
SCN h 1

Pseudomonas aeruginosa r 2
Proteus sp L 3
Legionella pneumophila H 1 mFA
m Culture
Klebsiella pneumoniae 3 6
Haemophilus influenzae F 3

Enterococcus faecium h 1

Enterobacter cloacae m 4

Citrobacter koseri h 1

Acinetobacter baumannii m 9

Figure 29 : Comparaison de la détection bactérienne culture vs biologie moléculaire

L’analyse moléculaire des préléevements broncho-pulmonaires permet donc une
augmentation significative du taux de positivité par rapport aux méthodes conventionnelles
(la culture bactérienne) testée dans notre étude, dont le taux est de 67%, grace a sa
sensibilité supérieure et a la variété de pathogénes ciblés par une seule analyse.

Ces taux de positivité s’approchent de I’étude américaine menée par loannis et al
montrant un taux de positivité de 74% pour FilmArray vs 41% pour les techniques

conventionnelles (37).

66



Surinfections bactériennes pulmonaires chez les patients covid 19 hospitalisés pour détresse

respiratoire en USI : Profil bactériologique et biochimique

Mais aussi a ceux obtenus dans d’autres études européennes avec par exemple : un
taux de 81% vs 79% dans I’étude de Rzepecki et al (38) , et 46% vs 39% pour I'étude de
Camelena et al (39) ,76.13% vs56%dans I’étude de Ginocchio et al (36) , 71.2% vs 68% pour
I’étude de Mitton et al (40) et enfin un taux de 73.7% vs 65.7% dans I’étude coréenne de
Yoo et al (41).

Tableau XIX : Taux de positivité comparé aux autres études

Série Année Taux de positivité Taux de positivité
FilmArray Culture
Notre étude (Maroc) 2020-2022 78% 65%
loannis et Al() (USA) 2021 74% 41%
Rzepecki et Al() (France) 2019 81% 79%
Yoo et Al() (Corée du sud) 2021 73 ,7% 65,7%

2. Détection des surinfections

Tableau XX : Nombre de pathogénes détecté par FilmArray vs méthodes standards (Culture )

FA (29/118) Culture 22/118)

Acinetobacter baumannii 9 5

Citrobacter koseri

Enterobacter cloacae

Enterococcus faecium

Haemophilus influenzae

Klebsiella pneumoniae

Legionella pneumophila

Proteus sp

Pseudomonas aeruginosa

SCN

Serratia marcescens

Serratia marcescens

Staphylococcus aureus

~WIQINIQIN [~ [~y |WI|IQ N[
N|IN[(NQ NI~ [WI|IQ|WIQ [N\ [~

Streptococcus pneumoniae
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Ces résultats montrent la part non négligeable des sur-infections dans les
pneumopathies nosocomiales chez les patients covid 19 en milieu de réanimation, elles sont
largement sous-estimées par les méthodes conventionnelles.

Le développement d’analyses moléculaires permettant la quantification des

pathogénes contribue a la mise en place rapide d’un traitement adéquat.

VI. Profil Biochimique :

1. La CRP:

La CRP est un réactif de phase aigué non spécifique induit par I'lL-6

dans le foie. En clinique, elle est utilisée comme biomarqueur pour différents états
inflammatoires et infectieux (42).

Des niveaux élevés de CRP sont directement corrélés au niveau d'inflammation et a la
gravité de la maladie (42).

Il s'agit d'un biomarqueur important pour le diagnostic et I'évaluation de la gravité
des maladies infectieuses (42).

Un nombre élevé d'articles s’est concentré sur les niveaux de CRP circulante chez les
patients atteints de COVID-19, avec de nombreuses sources de données montrant la valeur
pronostique de ce biomarqueur. Les études portant sur l'utilité clinique de la CRP ont pour la
plupart fait état d'une association positive entre la gravité de la maladie et les valeurs de
base. Dans une étude monocentrique rétrospective portant sur 145 patients atteints de
COVID-19, la CRP a été définie comme un détecteur précoce de la gravité de la maladie et un
biomarqueur approprié pour guider le traitement (43).

Yang et al. (2020) a aussi analysé les taux de CRP chez 108 patients atteints de
COVID-19 afin d'évaluer son efficacité en tant que biomarqueur de la gravité de la maladie.

Le taux de CRP avait une valeur pronostique élevée au stade précoce de la maladie. Sur la
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base de ces résultats, les auteurs ont déduit que la CRP avait une capacité a prédire une
évolution sévere du COVID-19 au stade précoce (44).

Une autre étude menée par Ali Nurshad a conclu que les niveaux élevés de CRP
pourraient étre liés a la surproduction de cytokines inflammatoires chez les patients
gravement atteints de COVID-19 (45).

En ce qui concerne les résultats de notre étude, la CRP était positive chez 100% de
nos patients avec une valeur moyenne de 214mg/L, rejoignant ainsi les données retrouvées

dans la littérature (Tableau XXI).

2. La Procalcitonine :

La procalcitonine (PCT) est une protéine composée de 116 acides aminés. C’est le
précurseur peptidique de la calcitonine. Elle est initialement biosynthétisée sous forme de
PCT qui, dans des conditions normales, se trouve a de faibles niveaux dans la circulation (<
0,1 ng/mL) (46).

De par sa cinétique rapide en cas d’infection bactérienne, la PCT semble étre un
excellent marqueur biologique diagnostique. De nombreuses études ont montré sa
supériorité sur d’autres marqueurs d’infection (47).

Dans notre série la PCT était élevée chez 81,48% de la population étudiée avec une
valeur moyenne de 9,47ug/L, rejoignant ainsi les données retrouvées dans la littérature
(Tableau XXI).

La maladie a coronavirus 2019 (COVID-19) causée par le SARS-CoV-2 s'est répandue
dans le monde entier. Il est peut étre difficile de différencier une pneumonie a COVID-19
virale pure d'une infection bactérienne secondaire (47). Chez les patients présentant une CRP
élevée a l'admission, les médecins décident souvent de prescrire une antibiothérapie

probabiliste. Toutefois, il convient d'éviter un recours excessif a la thérapie anti-infectieuse
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dans le cadre de la pandémie afin de prévenir l'augmentation de la résistance aux
antibiotiques (47).

TableauXXI : Profil biochimigue des patients des différentes séries de la littérature

Série
Bilan Notre série Pink et al (China) | Heesom et al (UK) Contou et al
(Maroc) (47) (48) (France) )
(49
214 (30-564) 292.5 (183.5- 232 (156-312) 175 (131-232)
CRP (mg/L) 341.8)
9,47(0,1-60) 2.9 (0.9-15.8) >>> 0,5 0.9
PCT (ug/L) [0.3-2.2]

Cependant l'association de la PCT et de la surinfection pulmonaire bactérienne chez les
patients hospitalisés atteints de COVID 19 a été démontrée dans quelques études (50).

Une étude réalisée en Allemagne montrant qu’en cas de maladie grave du COVID19
avec hyperinflammation, des valeurs élevées de PCT peuvent également apparaitre, mais pas
aussi régulierement que les autres parametres inflammatoires comme la CRP. La PCT peut
donc étre utilisée pour différencier une infection par le SARSCoV2 pur d'une co-infection ou
d'une surinfection bactérienne supplémentaire (51).

Dans ce contexte, la valeur prédictive de la PCT a été étudiée pour les patients en soins
intensifs. Si les valeurs de PCT sont faibles (< 0,25 ug/l), une surinfection bactérienne est
pratiquement exclue. En revanche, la valeur prédictive positive pour une surinfection

bactérienne est de 93% pour une PCT > 1,00 ug/I (51).
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Des problemes tels qu'une formation insuffisante du personnel, une charge de travail
importante, un effectif réduit et une équipe mal organisée peuvent augmenter les risques
d'infections nosocomiales. C'est pourquoi il est fortement recommandé de mettre en ceuvre
des protocoles standardisés en réanimation, qui regroupent plusieurs mesures visant a
prévenir, diagnostiquer et traiter les Pneumopathies associées aux soins. Les sociétés
savantes ont élaboré des recommandations a cet égard, qui sont largement documentées
dans la littérature spécialisée.

1. Le respect des bonnes pratiques de soin en terme d’hygiéne hospitaliére de base
(asepsie, port de gants, lavage des mains) est incontournable. Il doit étre associé a
des précautions additionnelles en fonction du contexte épidémique ou de situations
particuliéres (isolement, port de masque).

2. L'isolement, selon les modalités appropriées, est prescrit pour les patients porteurs
d'infections potentiellement transmissibles et d'infections ou colonisations liées a
des bactéries multirésistantes.

3. Il faut réaliser des prélévements microbiologiques des voies aériennes, quel que soit
le type avant toute introduction ou modification de I’antibiothérapie.

4. Une politique de bon usage des antibiotiques doit favoriser la restriction de leur
utilisation, la désescalade thérapeutique et la limitation des durées de traitement
afin d’empécher les résistances aux antibiotiques.

5. Utilisation d’une approche standardisée multimodale de prévention des PNAVM
pour diminuer la morbidité des patients en réanimation, en privilégiant autant que
possible la ventilation non invasive.

6. Surveiller les infections nosocomiales.
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a) Identifier les patients atteints d'infections nosocomiales.
b) Recueillir des informations épidémiologiques pertinentes.
C) Réponse rapide aux équipes médicales et auxiliaires concernées afin

que des mesures de contrble et de prévention appropriées puissent

étre prises.

7. Un plan de formation spécifique en hygiéne hospitaliere pour l'ensemble des
personnels médicaux, médico-techniques et paramédicaux exercant des
responsabilités dans la politique d'hygiene hospitaliére.

8. Promouvoir la distanciation physique : Encouragez le maintien d'une distance d'au
moins un metre entre les patients et le personnel médical, autant que possible.

9. Assurer une ventilation adéquate : Veillez a ce que les espaces de soins soient bien

ventilés pour réduire la concentration de particules infectieuses dans [l'air.
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L'identification précoce et la gestion adéquate des surinfections bactériennes pulmo-
naires chez les patients covid 19 hospitalisés pour détresse respiratoire revétent une impor-
tance capitale pour le pronostic des patients.

Les bacilles a Gram négatif restent I’espece la plus fréquemment isolée avec prédo-
minance d’Acinetobacter baumannii .

L’augmentation des taux de résistance des germes a la batterie d’antibiotiques qui
est a notre disponibilité, complique la prise en charge des patients.

Bien que les cultures bactériennes et les tests de sensibilité soient essentiels au cours
des pneumopathies nosocomiales, la technique FILMARRAY®Pneumonia Plus représente un
outil de diagnostic précoce et d’épargne d’antibiothérapie exhaustive dans les services de
réanimation.

La procalcitonine et la CRP se sont révélées utiles dans le diagnostic précoce des
surinfections bactériennes pulmonaires et pourraient aider a différencier une infection virale
pure d’une surinfection bactérienne secondaire.

La Covid-19 ne représente plus une urgence sanitaire mondiale, a déclaré
I’Organisation mondiale de la santé (OMS), vendredi 5 mai 2023. L’institution ouvrant
officiellement la voie a la fin d’'une pandémie qui a fait plus de 6,9 millions de décés dans le

monde.
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Résume :

Les surinfections bactériennes pulmonaires chez les patients hospitalisés pour CO-
VID-19 en USI sont devenues un sujet de préoccupation majeur en raison de leur incidence
élevée et de leur impact sur le pronostic des patients. Les données suggérent que ces surin-
fections sont associées a une augmentation de la mortalité, de la durée d'hospitalisation et
des codts de traitement. Une rapide identification des pathogénes en cause est cruciale pour
diminuer le fardeau sanitaire.

Objectif : L’objectif de notre étude est de décrire le profil bactériologique et biochi-
mique des surinfections pulmonaires bactériennes chez les patients COVID 19 hospitalisés
au service de réanimation de I'hopital militaire Avicenne de Marrakech.

Matériels et méthodes : Ce travail est une étude rétrospective a visée descriptive,

réalisée sur 338 préléevements respiratoires provenant des patients covid 19 hospitalisés
pour détresse respiratoire au sein du service de réanimation de I’hdpital militaire Avicenne
de Marrakech, ayant bénéficié d’un examen de biologie moléculaire (FilmArray) et d’une
culture bactérienne au sein du laboratoire de microbiologie- virologie et de biologie
moléculaire du méme hopital.
Ce travail s’est étalé sur une période de deux ans, de mars 2020 a mars 2022.
Résultats: - Durant cette période d’étude, nous avons colligé 76 patients, 338
échantillons ont été testés, dont 118 se sont révélés positifs, une prédominance masculine a
été notée (81,01%) avec un sex-ratio H/F de 4,2.
e Les échantillons documentés durant cette période étaient en grande partie des LBA,
représentant 57,40 % de tous les prélévements.
e Dans notre étude les germes les plus incriminés étaient : I’Acinetobacter baumanii
(28,81%),suivi par Klebsiella pneumoniae (18,64) ,Pseudomonas aeruginosa et le Sta-

phylococcus aureus (14,41 chacun).
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Des bactéries multirésistantes ont été trouvées dans 62 échantillons (52%). La bacté-

rie MDR la plus fréquente était : Acinetobacter baumanii résistant a I'imipenem

(29/118) 24.8% .

e Le délai médian de rendu de résultat était de : 2 heures pour le panel pneumoplus-
FilmArray® contre 48 heures pour les méthodes conventionnelles.

e L’analyse moléculaire des prélevements broncho-pulmonaires permet une augmenta-
tion significative du taux de positivité par rapport aux méthodes conventionnelles .

e Dans notre série La CRP était élevée chez 100% des malades, avec une valeur
moyenne de 214mg/L. Tandis que81,48% de la population étudiée avaient un taux
élevé de la procalcitonine avec une valeur moyenne de 9,47ug/.

Conclusion : Les surinfections bactériennes pulmonaires chez les patients covid 19
sont fréquentes et graves d’ou I'importance du diagnostic étiologique précoce.

Les résultats observés dans cette étude montrent un taux élevé de bactéries multirésistantes
prédominées par I’Acinetobacter Baumanii.

Les résultats trouvés concernant les niveaux de procalcitonine démontrent la fiabilité du test
pour la détection précoce des surinfections bactériennes secondaires.

Les résultats de cette étude montrent que le panel FilmArraypneumoplus est supé-
rieur aux techniques conventionnelles en terme de performances diagnostiques et de rapidi-
té permettant I'instauration d’un traitement, si nécessaire, dans les plus brefs délais. Toute-
fois, compte tenu de I'importance de I'antibiogramme, l'utilisation des tests moléculaires
devrait étre réalisée en complément de la microbiologie conventionnelle. Par ailleurs, les
résultats devraient toujours s’interpréter en fonction du contexte clinique et en association

avec I'ensemble des examens biologiques.
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Abstract:

Pulmonary bacterial superinfections in patients hospitalized with COVID-19 in the ICU
have become a major concern because of their high incidence and impact on patient
prognosis. Data suggest that these superinfections are associated with increased mortality,
length of hospital stay, and treatment costs. Rapid identification of the causative pathogens
is crucial to reduce the health burden.

Objective: The objective of our study is to describe the bacteriological and
biochemical profile of bacterial pulmonary superinfections in COVID 19 patients hospitalized
in the intensive care unit of the Avicenne military hospital in Marrakech.

Materials and methods: This work is a retrospective study with a descriptive aim,

carried out on 338 respiratory samples from covid 19 patients hospitalized for respiratory
distress in the intensive care unit of the Avicenne military hospital in Marrakech, having
benefited from a molecular biology examination (FilmArray) and a bacterial culture in the
microbiology-virology and molecular biology laboratory of the same hospital.
This work was spread over a period of two years, from March 2020 to March 2022.
Results:
During this study period, we collected 76 patients, 338 samples were tested, of which
118 were positive, a male predominance was noted (81.01%) with a M/F sex ratio of 4.2.
e The samples documented during this period were mostly BAL, representing
57.40% of all samples.
e In our study, the most common germs were: Acinetobacter baumanii (28.81%),
followed by Klebsiella pneumoniae (18.64%), Pseudomonas aeruginosa and

Staphylococcus aureus (14.41% each).
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e  Multidrug-resistant bacteria were found in 62 samples (52%). The most
frequent MDR bacteria was: Imipenem-resistant Acinetobacter baumanii
(29/118) 24.8%.

e The median turnaround time for results was : 2 hours for the pneu-
moplusFilmArray® panel versus 48 hours for conventional methods.

e Molecular analysis of bronchopulmonary samples allows a significant increase
in the positivity rate compared to conventional methods.

e In our series, CRP was elevated in 100% of patients, with a mean value of
214mg/L. While 81.48% of the study population had an elevated procalcitonin
level with a mean value of 9.47ug/L.

Conclucion : Pulmonary bacterial superinfections in covid 19 patients are frequent and
severe, hence the importance of early etiological diagnosis.

The results observed in this study show a high rate of multidrug resistant bacteria pre-
dominated by Acinetobacter Baumanii.

The results found regarding procalcitonin levels demonstrate the reliability of the test
for early detection of secondary bacterial superinfections.

The results of this study show that the FilmArraypneumoplus panel is superior to
conventional techniques in terms of diagnostic performance and rapidity of treatment, if
necessary, in the shortest possible time. However, given the importance of the antibiogram,
the use of molecular tests should be performed in addition to conventional microbiology.
Furthermore, the results should always be interpreted according to the clinical context and

in association with all the biological examinations.
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