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Au moment d’étre admis a devenir membre de la

profession médicale, je 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
I’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
deés sa conception.

Méme sous la menace, je n’userai pas mes connaissances
médicales d’une facon contraire aux lois de ’humanité.

Je m’y engage librement et sur mon honneur.

Déclaration Geneve, 1948
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Les pneumonies acquises sur ventilation mécanique (PAVM) sont des infections
respiratoires basses nosocomiales survenant 48 heures ou plus, chez un malade dont la
fonction respiratoire altérée est assistée par un appareil de facon invasive : Intubation endo
trachéale ou trachéotomie ou non invasive (masque facial ).

Les PAVM figurent deuxieme rang des infections acquises aux milieux de réanimation
pédiatrique apres les bactériémies, suivies par les infections liées aux cathéters , qui sont
toutes liées a la qualité des soins d’une part, d’autre part au profil vulnérable des patients
hospitalisés aux unités de soins intensifs (ages extrémes, immunodépression, pathologie
grave ...).

Malgré les mesures préventives mise en ceuvre et les avancées des antibiothérapies, les
multiples résistances des bactéries causales aux antibiotiques représentent toujours un
probléme majeur de la santé publique greffé d’un taux de morbidité et mortalité et d’un co(t
de soins tres élevés.

Des techniques conventionnelles qui permettent le diagnostic sont disponibles mais,
leur spécificité, sensibilité et leur délai de réponse ne sont pas satisfaisants d’ou le besoin des
moyens de diagnostic rapide.

Les tests moléculaires développés dans le cadre du diagnostic syndromique, comme les
PCR multiplex, sont destinés a détecter in vitro, et précocement, ainsi que leurs genes de
résistance, plusieurs acides nucléiques ciblés, des bactéries, virus ou parasites dans les
prélévements respiratoires.

L’objectif de cette étude était d’évaluer 'impact clinique et thérapeutique du diagnostic

moléculaire syndromique dans la prise en charge des PAVM en réanimation pédiatrique.
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|. Présentation de I’étude :

Il s’agit d’une étude prospective a visée descriptive, incluant toutes les PAVM prises en
charge en réanimation pédiatrique chez les patients qui ont bénéficié d’un diagnostic
syndromique par une PCR.

Cette PCR a été réalisée sur des prélevements respiratoires profonds, provenant des
patients cliniqguement présentant une pneumopathie acquise sous ventilation mécanique
depuis 48h ou plus.

Ce diagnostic syndromique a été réalisé au sein du laboratoire de Bactériologie et de
Virologie de I’Hopital Arrazi du CHU Mohammed VI de Marrakech sur une période étalée sur 2

années, de Janvier 2023 a Décembre 2024.

Il. Objectif de I’étude :

Evaluer 'impact clinique et thérapeutique du diagnostic moléculaire syndromique par
PCR dans la prise en charge diagnostique et thérapeutique des pneumonies acquises sous

ventilation mécanique.

lll. Criteres d’inclusion :

Sont éligibles a cette étude tous les patients ayant été hospitalisés au service de
réanimation pédiatrique, présentant cliniquement une PAVM et ayant bénéficié d’'une PCR
respiratoire pneumoniae durant la période de I'étude, apres une aggravation clinique, échec

thérapeutique ou pour une documentation microbiologique.

IV. Criteres d’exclusion :

Sont exclus de I'étude :
- Les PAVM dont le diagnostic microbiologique a été fait uniquement par les techniques

conventionnelles.
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V. Recueil des données :

Les données étaient recueillies sur une fiche d’exploitation réalisée a cet effet sur
Microsoft Word 2016 et Microsoft Excel 2016, et comportant les données suivantes :
e Identité du patient
-IP
- Sexe
- Age
e Année de I'étude du prélevement
e Motif d’hospitalisation
e Bilan infectieux
e Traitement probabiliste
e Indication de la PCR.
e Résultat de la PCR.
e Génes de résistances.
e Conduite a tenir thérapeutique :

Aprés le résultat de la PCR respiratoire pneumoniae, le traitement probabiliste a été
réévalué et adapté en fonction des agents pathogenes détectés, de leur profil de sensibilité et
de I’évolution clinique sous une antibiothérapie probabiliste.

Escalade thérapeutique : L’antibiothérapie probabiliste a été ajustée selon I’état clinique
du patient et le profil des agents pathogénes identifiés a la PCR respiratoire.

Maintien du traitement initial : Lorsque I’antibiothérapie probabiliste couvrait les
pathogenes identifiés a la PCR respiratoire ou si I’évolution sous antibiothérapie probabiliste
était favorable.

Désescalade thérapeutique : Conformément aux définitions proposées dans des études
antérieures, la désescalade thérapeutique a été définie comme [l'interruption de tout
traitement antibiotique associé et/ou la substitution de I’antibiotique principal par un agent a

spectre plus étroit. (2, 3)
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e Traitement ajusté.

VI. Qutils statistiques :

La saisie des textes et des données a été faite sur le logiciel Microsoft Word 2016 et celle

des graphiques sur le logiciel Microsoft Excel 2016.

Méthodes :

. Prélevement respiratoire :

Représente l'une des étapes les plus cruciales en microbiologie qui conditionne la
fiabilité du résultat.

Les prélevements ont été effectués et collectés dans le service de réanimation, puis
transférés au laboratoire.

e Le choix de la méthode de prélevement des sécrétions broncho-pulmonaires est
crucial. Elle doit permettre de minimiser les risques de contamination par des
germes des voies aériennes supérieures et garantir que les sécrétions
proviennent directement du foyer infectieux.

e Les principaux types de prélevements broncho-pulmonaires étaient les suivants

1. Prélevement distal protégé (PDP) a I’aveugle :

Avantage : bonne qualité.

Inconvénient : prélévement faible, a I'aveugle le site du prélévement est non observé (en
I’absence de fibroscopie).

Les sécrétions distales sont recueillies par aspiration a I’aveugle via un double cathéter
dont la lumiére interne est protégée par un bouchon hydrosoluble en polyéthyléne glycol. Le
double cathéter est tout d’abord introduit par la sonde d’intubation, inséré jusqu’en buté, puis
remonté de 2 cm environ. Le cathéter interne est déployé puis on aspire les sécrétions en

créant une dépression au moyen d’une seringue de 20mL (3 aspirations au total). Le cathéter
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interne est rétracté, puis le dispositif en entier est retiré. La bonne qualité du prélevement est
attestée par la présence de sécrétions dans le recueil.

Le contenu de I'aspiration du cathéter interne est expulsé par une injection d’1mL de
sérum physiologique et recueilli dans un pot stérile adressé au laboratoire. L’extrémité du

cathéter interne, découpée de facon stérile, peut également étre déposée dans le pot.

2. Aspiration trachéale a I’aveugle et I’aspiration bronchique :

L’objectif principal est d’assurer une bonne ventilation des patients en éliminant les
secrétions bronchiques.

Avantage : simple.

Inconvénient : contamination.

Via la sonde d’intubation au moyen d’une sonde d’aspiration trachéale « classique »
reliée a un pieége. Le contenu de I'aspiration est adressé dans un pot stérile au laboratoire de

bactériologie.

3. Expectorations :

Avantage : simple et non invasif chez des patients non intubés dont la sévérité de
I’atteinte respiratoire n’autorise pas la réalisation d’un prélévement invasif.

Inconvénient : forte contamination par la salive

Non utilisé dans cette étude.

Nécessite une participation active du patient, apres un effort de toux et aidé si besoin

d’une kinésithérapie, recueil direct d’une expectoration bronchique dans un pot stérile.

4. Lavage broncho-alvéolaire (LBA) :

Non utilisé dans cette étude.

Avantages : Explore une large portion du territoire alvéolaire.

Inconvénients : Non protégé avec un risque de se contaminer.

Le LBA consiste a injecter dans une bronche segmentaire ou sous-segmentaire une

solution de sérum salé isotonique (NaCl 0,9%) par I'intermédiaire d’un fibroscope souple. Le

liquide doit ensuite étre ré-aspiré avec une pression d’aspiration modérée (< 60cmH20) pour
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éviter le collapsus bronchique. Le volume instillé varie entre 50 et 200ml pour étre
représentatif de la cellularité de I’alvéole. Pour I’analyse cytologique, les prélevements doivent
étre adressés dans I’heure au laboratoire afin de garantir I'intégrité et la qualité des éléments

cellulaires.

Il. Diagnostic microbiologique par les techniques conventionnelles
Examen microscopique direct : L’analyse cytologique a évalué la proportion de

polynucléaires, de lymphocytes, de cellules bronchiques, de macrophages ainsi que des
cellules épithéliales. L’examen direct aprés coloration de Gram a permis de rechercher la
présence de bactéries et estimer leur abondance au niveau des sécrétions respiratoires.

Mise en culture : La mise en culture des sécrétions respiratoires profondes a été
effectuée systématiquement en premier temps afin d’éviter tout risque de contamination du
prélevement, en utilisant des milieux enrichis permettant également la croissance des
bactéries exigeantes.

Une culture semi quantitative a été réalisée sur des milieux enrichis et sélectifs par la
méthode de I’anse calibrée pour permettre le dénombrement des germes en UFC/ml.

Le seuil d’interprétation de la culture a été interprété en fonction de la nature du
prélevement selon les recommandations du REMIC 2022 [1I:

e L’aspiration des sécrétions bronchiques par la sonde d’intubation : un dénombrement

des germes banals supérieur a 105 UFC/ml est généralement considéré comme

significatif d’une infection pulmonaire. (4)

e Le PDP: un dénombrement des germes banals supérieur a 103 UFC/ml est
généralement considéré comme significatif d’une infection pulmonaire. (4)
Identification bactérienne et Antibiogramme : Une identification bactérienne et un
antibiogramme ont été réalisé pour toute bactérie présentant un seuil considéré comme
significatif d’une infection pulmonaire.
L’identification bactérienne a été faite au niveau du laboratoire de Microbiologie du CHU

Mohamed VI de Marrakech par La Spectrométrie de masse (Maldi Tof).
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L’étude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques a été réalisée par la
détermination des CMI sur milieu liquide par I’'automate PHOENIX BD M 50.

L’interprétation de la sensibilité aux antibiotiques des bactéries identifiées a été faite
selon les recommandations du Comité Européen de I’Antibiogramme (EUCAST).

La détermination des CMI aux antibiotiques des bactéries exigeantes a été faite sur
milieu gélosé par les bandelettes E-test (Pneumocoque, Méningocoque, Haemophilus
influenzae) selon les recommandations de ’EUCAST - CASFM.

3/ Diagnostic microbiologique par les techniques moléculaires.

Le diagnostic syndromique des PAVM a été réalisée dans cette étude sur des
préléevements respiratoires profonds par la plateforme FilmArray « BioFire » au niveau du
laboratoire de Microbiologie du CHU Mohamed VI de Marrakech. C’est une technique de
biologie moléculaire de diagnostic in vitro permettant la détection simultanée et
I’identification des bactéries, virus et parasites responsables des pneumonies, ainsi que les
marqueurs de résistance en 1 heure environ. (5)

Le systéme Film array est un systéme automatisé de diagnostic in vitro (IVD) qui utilise
une PCR multiplex emboitée (hnmPCR) et une analyse de fusion a haute résolution pour détecter
et identifier des cibles d’acide nucléique multiples contenues dans des échantillons cliniques.
Le systéme FilmArray se compose d’une poche de réactif, de I'automate FilmArray et d’un

ordinateur portable équipé du logiciel FilmArray .

7oy
Y o~

Figure 2. Systeme PCR FilmArray
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Les différentes étapes de réalisation de la PCR multiplex FilmArray®

Préparation de la cassette : La premiére étape consiste a préparer la cassette FilmArray®,
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 cassette FilmArray contient tous
les réactifs sous forme lyophilisée nécessaires pour I'extraction , la PCR et la détection.
L’échantillon est recueilli dans un milieu de transport viral.

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.
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 dans des conditions d’hygiene strictes, sous une

hotte dédiée aprés nettoyage de la zone de travail et de la station de chargement.

Insérer |a cassetie Ajouter le tampon Insérer la cassetie

Injecter la solution

dans la station dPhydratation

de chargement

de I'échantillon et - dans linstrument
I'échantillon SR parmion et lancer Fanalyse

Figure 3. Préparation d’une cassette FilmArray

Chargement de la cassette au niveau de la station de chargement : 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 ou on introduit le flacon d’injection
d’hydratation et le rouge pour le flacon de I’échantillon.

Extraction et purification : Dans un premier temps, FilmArray extrait et purifie tous les

acides nucléiques de I’échantillon.
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L’échantillon se déplace dans la chambre de lyse. Les cellules et les agents pathogenes
sont lysés par broyage avec les billes céramiques, libérant des acides nucléiques. Les acides
nucléiques capturés par les billes magnétiques se déplacent vers la chambre de purification.
Les étapes de lavage permettent d’éliminer les débris cellulaires et viraux. Le tampon d'élution
permet de séparer les acides nucléiques purs des billes magnétiques

Amplification : Aprés I'étape de purification et d’extraction, le FilmArray effectue une
PCR «nichée» (nested PCR). La premiere PCR a pour effet d’enrichir la solution en acides
nucléiques présents dans I’échantillon. La deuxieme PCR est réalisée a I'aide d’un couple
d’amorces spécifiques de chaque cible présente dans un puits défini.

Détection : Chaque puits contient un couple d’amorces pour la deuxiéme PCR
permettant I’'amplification spécifique de I’ADN cible. Un agent intercalant fluorescent permet

la détection de ’ADN double-brin amplifie’ (6)

Reagent Reservoirs

= s Sample
in Fitment Injection Nucleic Water
Port Acid Stage 1 Injection
_  Purification  PCR St;g; 2 Port

120 x 1pl
Assay
Wells

; < i AN 1pL
magnetic | amplicon nfifsite‘:i / piute 100x . (& \(~.._ |k Assay
N . Baads dilution 2MP 8’::a on | - “_—:‘,_ /) \ i \kWeIls
beating multiplex melt curve AR & "') ./
PCR analysis TN N \
sz G )
Multip]ex Singleplex
Amplification Amplification

Figure 4 Représentations (schématique et réelle) d’une cassette FilmArray et des étapes se
déroulant lors de I’analyse.
Interprétation : 3 criteres sont nécessaires pour I'interprétation :

1- Au moins 2 des 3 courbes de fusion positives
2- Point de fusion dans la plage spécifique du test

3- Point de fusion d’au moins 2 des 3 courbes similaires (a1°C)
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Figure 4: Courbes de fusion positives.
Particularités de la PCR multiplex FilmArray® Panel Pneumoniae

Ce panel pneumonaie permet de détecter un ensemble de virus , de bactéries et de génes
de résistance directement sur des prélévements respiratoires. 15 bactéries sont rapportées de
facon semi-quantitative avec des intervalles représentant environ 104, 105, 106 ou = 107
copies génomiques d’acide nucléique bactérien par millilitre (copies/ml) d’échantillon, pour
faciliter I’estimation de I’abondance relative de ces bactéries au sein d’un échantillon.

Les bactéries atypiques, virus et génes de résistance aux antibiotiques sont rapportés
de facon qualitative. (5)

Les bactéries suivantes sont rapportées de fagon semi-quantitative avec des intervalles (« bins ») représentant environ
10”4, 10”5, 10”6, ou = 107 copies génomiques d’acide nucléique bactérien par millilitre (copies/mL) d’échantillon, pour
faciliter I'estimation de I'abondance relative de ces bactéries au sein d'un échantillon :

Bactéries rapportées avec des bins de 10%4, 10*5, 10*6, ou 2 10*7 copies/mL

Complexe Acinetobacter calcoaceticus-baumannii  Klebsiella oxytoca Serratia marcescens
Complexe Enterobacter cloacae Groupe Kiebsiella pneumoniae  Staphylococcus aureus
Escherichia coli Moraxella catarrhalis Streptococcus agalactiae
Haemophilus influenzae Proteus spp. Streptococcus pneumoniae
Klebsiella aerogenes Pseudomonas aeruginosa Streptococcus pyogenes

Les bactéries atypiques, virus et génes de résistance aux antibiotiques suivants sont rapportés de fagon qualitative :

Bactéries atypiques

Chlamydia pneumoniae Legionella pneumophila Mycoplasma pneumoniae
Virus

Coronavirus du syndrome respiratoire
du Moyen-Orient (MVERS-CoV)

Adénovirus Entérovirus/rhinovirus humains

Coronavirus Virus de la grippe A Virus parainfluenza

Meétapneumovirus humain Virus de la grippe B Virus respiratoire syncytial
Geénes de résistance aux agents antibiotiques

CTX-M NDM mecA/C et MREJ

IMP OXA-48-like

KPC VIM

Figure 5 : Les agents pathogénes et les génes de résistance détectés par la PCR
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- Bin ]
Bin 10%4 | 10%5 | 10%6 | 210°7
(coplesimL) T

AV

Figure 6 : Exemple de résultats de la PCR
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|. Caractéristiques épidémiologiques des enfants ayant bénéficié
d’une PCR respiratoire pour une PAVM

1. Prévalence selon les années :

Le nombre des enfants ayant bénéficié d’'une PCR respiratoire dans le cadre d’'une PAVM
a connu une augmentation, allant de 14 patients en 2023 (34%) a 27 patients en 2024 (66%),

soit une hausse d’environ le double.

m 2023
m 2024

Figure 6 : Distribution des enfants ayant bénéficié d’une PCR respiratoire selon les années

n=41

2. Distribution selon I’age.

Sur cette période de 24 mois, 41 patients hospitalisés bénéficiant d’une PCR
respiratoire dans le cadre d’une PAVM ont été inclus dans cette étude. Ces patients étaient
agés de J7 de vie a 15 ans, avec une médiane d’age de 1.3 ans.

La répartition selon I’dge a noté que ce sont les nourrissons qui ont bénéficié le plus
des PCR respiratoires dans le cadre de la prise en charge des PAVM.

» 7 PCR respiratoires ont été réalisés chez des nouveaux nés : 17 %
»> 27 PCR respiratoires ont été réalisés chez des nourrissons : 66 %

> 6 PCR respiratoires ont été réalisés chez des enfants de moins de 5 ans : 15 %

15
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> 1 PCR respiratoire a été réalisé chez les grands enfants : 2 %

30

25

20

15

10

1

Nouveau né [J1-J28] Nourisson[J28-2ans] Enfant[2ans-6ans] Grand enfant [6ans-
15ans]

FIGURE 7 : REPARTITION DES ENFANTS BENEFICIANT D’UNE PCR RESPIRATOIRE SELON L’AGE

3. Distribution selon le sexe

Chez 41 enfants ayant bénéficié d’une PCR respiratoire dans le cadre d’une PAVM :
» 20 enfants étaient de sexe masculin : (48.78%)
» 21 enfants étaient de sexe féminin : (51.12%)

> Le sexe ratio H/F est de : 0.95

W Sexe masculin

W Sexe féminin

Figure 8 : Distribution des enfants ayant bénéficié d’une PCR respiratoire selon le sexe

(n=41).

16



Utilité clinique de la PCR syndromique dans la prise en charge des pneumonies acquises sur ventilation
mécanique en réanimation pédiatrique

4. Distribution selon le motif d’hospitalisation

Chez les 41 enfants ayant bénéficié d’'une PCR respiratoire, la répartition des motifs
d'hospitalisation en réanimation est détaillée ci-dessous :

Tableau | : Distribution des enfants ayant bénéficié d’une PCR respiratoire selon le motif
d’hospitalisation.

Motif d’hospitalisation Nombre de patients Pourcentage
Détresse respiratoire aigue 19 47
Atrésie de I';esophage 7 18
Traumatisme cranien grave 4 10
Arrét cardio respiratoire 4 10
Etat de mal épileptique 3 7
Encéphalomyélite aigué disséminée 1 2
Chirurgie cardio vasculaire 1 2
Invagination intestinale aigué 1 2
Syndrome d’activation macrophagique 1 2

5. Distribution selon le motif clinigue d’indication de la PCR respiratoire

Chez les 41 enfants ayant bénéficié d’une PCR respiratoire, Les trois principaux motifs
d'indication de cette PCR respiratoire incluent la documentation microbiologique de la PAMV,
I'échec thérapeutique et I'aggravation clinique.

La répartition selon ces critéres est détaillée dans le tableau suivant.

Tableau Il : Répartition selon les indications de la PCR.

Indication de la PCR Nombre des patients Pourcentage
Documentation microbiologique de la 7 17
PAVM
Echec thérapeutique 10 24
Aggravation clinique 24 59

La principale indication de la PCR respiratoire en réanimation était I’aggravation

clinique des malades présentant une PAVM.
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Il. Diagnostic syndromique des PAVM par la PCR respiratoire

pneumoniae.
1. Prévalence globale de I’ infection :

Chez 36 enfants, la PCR respiratoire pneumoniae a détecté au moins un agent
pathogene soit un taux de positivité de 88%.

Chez 5 enfants, la PCR respiratoire s’est révélée négative.

M Positif m Négatif

Figure 9 : Taux de positivité des PCR respiratoires réalisées dans le cadre des PAVM.

2. Répartition selon la nature de I’étiologie infectieuse de la PAVM

Chez les enfants pris en charge pour une PAVM en réanimation pédiatrique, une
étiologie uniquement bactérienne a été retrouvée chez 58% des enfants (n=21) soit en mono
infection (n=6) ou en coinfection (n=15).

Une étiologie uniquement virale a été retrouvée chez 14% des patients (n=5), soit en
mono infection (n=2) ou en coinfection (n=3).

Une coinfection bactérie virus a été détectée chez 28% des enfants (n=10).
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W Bactérie
m Virus

Bactérie+Virus

Figure 10 : Répartition selon la nature de I’étiologie infectieuse de la PAVM

La coinfection de plusieurs bactéries a été retrouvée chez 15 enfants, détaillée dans le

tableau suivant :

TABLEAU Il : la répartition du nombre d'enfants ainsi que la fréguence selon le hombre de

bactéries co-infectées.

Nombre de bactéries Co Nombre d’enfants Fréquence
infectés
2 bactéries 5 12.2%
3 bactéries 5 12.2%
4 bactéries 3 7.3%
5 bactéries 1 2.4%
6 bactéries 1 2.4%

3. Distribution des pathogénes détectés par la PCR respiratoire

pheumoniae

La PCR multiplex a détecté un total de 72 bactéries et 15 virus. (TABLEAU 1V) Klebsiella

pneumoniae était le pathogéne le plus détecté (n=13), suivi par I’Acinetobacter baumanii

(n=11). Le Rhinovirus était le virus le plus détecté (n=10).
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Tableau IV : Distribution des pathogénes détectés par PCR respiratoire pneumoniae.

Pathogéne Nombre de fois détecté Pourcentage
Rhinovirus 10 11.5
VRS 3 4
Coronavirus saisonniers

Parainfluenzae virus
E.coli
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Enterobacter cloacae
Staphylocoque aureus
Pseudomonas aeroguinosa
Serratia marcescens
Legionella pneumophila
Haemophilus influenzae
Moraxella cattarhalis
Streptocoque pneumoniae
Mycoplasma pneumoniae
Total

[ —
—
i

— U1 U1 O —= N O N

87 100

Mycoplasma pneumoniae
Streptocoque pneumoniae
Moraxella cattarhalis
Haemophilus influenzae
Legionella pneumophile
Serratia marcescens
Pseudomonas Aeroguinosa
Staphylocoque aureus
Enterobacter cloacae
Acinetobacter baumanii
Klebsiella pneumoniae
E.coli

Parainfluenzae virus
Coronavirus saisonniers
VRS

Rhinovirus

0 2 4 6 8 10 12 14

FIGURE 11 : Distribution des pathogénes détectés par PCR respiratoire pneumoniae
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4. Distribution des génes de résistances détectés par la PCR respiratoire.
Chez 31 patients présentant une PAVM d’origine bactérienne, des génes de résistance

ont été détectés chez 39 % d’ entre eux (n=12, et chez 61% de ces enfants (n=19) aucun
gene de résistance n’a été détecté.

Les génes de résistance retrouvés sont représentés dans le graphique ci-dessous :

45%

40%

35%

30%
25%
20%
15%
10%
5%
o B N
NDM VIM IMP

FIGURE 12 : Distribution des génes de résistance retrouvés (n=22).

CTX-M OXA-48

Les génes de résistance les plus fréquemment retrouvés étaient le gene BLSE de type
CTX-M responsable de la résistance aux C3G et aux C4G, suivi du géne codant pour la

carbapénémase de type NDM.

lll. Impact clinique de la PCR syndromique chez les enfants
présentant une PAVM

Dans cette étude, une antibiothérapie probabiliste a été administrée chez tous les

patients au début de la prise en charge de la PAVM.
Cette antibiothérapie probabiliste a été initiée selon :
» Les recommandations locales
> Les risques infectieux identifiés

> L’état clinique des patients.
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Plusieurs molécules ont été administrées, avec une prédominance des Carbapénemes
et de I’Amoxicilline-Acide clavulanique chez 29 % des patients, suivis des Aminosides et des
C3G chez 27% des patients.

TABLEAU V : Distribution de molécules administrées en antibiothérapie probabiliste

Nombre
Molécules Pourcentage
En En Total
monothérapie association
C3G 5 6 11 27
Amoxicilline-Acide 6 6 12 29
clavulanique
Aminosides 0 11 11 27
(Genta/ Amikacine)
Macrolides 0 5 5 12

Pipéracilline-Tazobactam 2 1 3 7

Carbapénémes 1 11 12 29
(Imipeneme/Meropeneme)

Cotrimoxazole (Bactrim) 0 2 2 5
Fluoroquinolones 1 2 5
(Ciprofloxacine)

Colistine 1 6 7 17

Vancomycine 0 5 5 12
Fluconazole 0 1 1
Imidazolés (Flagyl) 0 1 1

Les associations les plus fréquemment administrées en antibiothérapie probabiliste
étaient en 1¢re place I’association Amoxicilline-Acide clavulanique chez 15% des patients, suivi
en 2&@me place par Amoxicilline-Acide clavulanique + Macrolide chez 13% des patients,

représentées sur la figure suivante :
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B C3G +Aminosides

m AMC : Amoxicilline +Acide
clavulanique

m AMC + Macrolide
m Colistine + Vancomycine
H Colistine +Vancomycine +

Meropeneme

H Colistine+Carbapénémes

W Autres

FIGURE 13 : Répartition de différentes molécules administrées en antibiothérapie

probabiliste
Dans ce travail, la conduite thérapeutique apres les résultats de la PCR respiratoire a

été une escalade thérapeutique chez 51% des enfants (n=21).
Un maintien de I'antibiothérapie probabiliste chez 32 % des enfants (n=13).

Une désescalade thérapeutique a été réalisée chez 18 % des enfants (n=7).

Desescalade

Maintien 31,70%

Escalade 51,229

L A\

Figure 14 : Conduite a tenir thérapeutigue aprés le résultat de la PCR respiratoire.
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Les antibiotiques utilisés apres

I'ajustement thérapeutique étaient représentés

essentiellement par les carbapénemes chez 44% des patients et la Colistine chez 39% des

patients, regroupées ci-dessous :

TABLEAU VI : Différentes molécules administrés en antibiothérapie ajustée.

Nombre de fois utilisée

Molécule En monothérapie | En association Total Pourcentage
Colistine 1 15 16 39
Carbapénémes 1 17 18 44
(Imipeneme/Meropeneme)
Aminosides 0 9 9 22
(Genta/ Amikacine)
Amoxicilline-Acide 2 3 5 12
clavulanique
C3G 4 1 5 12
Macrolides 1 2 3 7
Pipéracilline-Tazobactam 0 2 2 7
Cotrimoxazole (Bactrim) 0 1 1 2
Fluoroquinolones 0 1 1 2
(Ciprofloxacine)
Vancomycine 0 6 6 15
Fluconazole 0 1 1 2

Les associations fréquemment utilisées étaient en 1er lieu I’association Colistine +

Carbapénémes (Imipenéme /Meropeneme) chez 25% de I’ensemble des patients dont la

conduite était soit I’escalade, la désescalade ou le maintien de I'attitude thérapeutique.

En 2éme |ieu on a retrouvé I'association Colistine + Vancomycine chez 10% des patients,

présentées sur la figure suivante :
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B Colistine+Carbapénéme

m Colistine + Vancomycine

m Carbapéneme + Aminosides
m Aclav + Azithromycine

m Carbapénéme +

Vancomycine

m Autres

FIGURE 15 : Associations des antibiotiques utilisées aprés I’ajustement thérapeutique.

Les antibiotiques les plus utilisés dans I’escalade thérapeutique étaient I’association des

Carbapénemes + Colistine chez 40% des patients chez qui I’escalade thérapeutique était la

conduite.

Carbapenemes seuls

Vancomycine + Colistine + Carbapénemes
Tazocilline + Aminosides

Carbapénéemes + Vancomycine
Carbapénémes + Aminosides

C3G

Vancomycine + Colistine

Carbapénemes + colistine 409

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45%

FIGURE 16 : Antibiotiques utilisées dans I’escalade thérapeutique :
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7 patients ont bénéficié d’'une désescalade thérapeutique apreés le résultat de la PCR.

L’arrét de tout traitement antibiotique était la décision thérapeutique chez 44% des

Macrolides H 14%

patients.

Colistine + Vancomycine 14%

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50%

FIGURE 17 : Antibiotiques utilisées dans la désescalade thérapeutique (n : 7)
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. Physiopathologie des pneumonies acquises sur ventilation

mécanique
1. Rappels.

a) Anatomie des voies respiratoires :

Les voies respiratoires sont des canalisations permettant le passage de I'air depuis le
nez et la bouche vers les poumons et les alvéoles pulmonaires au cours de la ventilation. Elles
sont classées en :

Voies respiratoires supérieures ou voies aériennes supérieures (VAS) qui sont
extra thoraciques (Nez et fosses nasales, bouche, Pharynx (carrefour
aérodigestif) et Larynx (la gorge).

Voies respiratoires inférieures ou voies aériennes inférieures (VAI) qui sont intra
thoraciques et reparties en une zone de conduction et de transition (trachée,
bronches) et une zone respiratoire (Conduits et sac alvéolaires, alvéoles)

Les voies aériennes supérieures et inférieures sont étroitement liées d’un point de vue
anatomique, histologique et immunologique. En raison de sa position a I’entrée des voies
respiratoires inférieures par différents moyens et joue un role sentinelle dans les voies
respiratoires, alertant 'individu de la qualité et composition de I'air inspiré méme dans des

conditions pathologiques. (7)
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Figure 18 : Anatomie des voies respiratoires

b) Physiologie :
En raison de sa localisation a I’entrée des voies respiratoires, le nez constitue la

principale voie d’inhalation de I'air vers les voies respiratoires inférieures, facilitant ainsi
I’lhumidification et la régulation de la température de I’air inspiré.

Les muqueuses naso sinusiennes et bronchiques ont de nombreuses caractéristiques
histologiques similaires. En revanche la pseudo stratification de I’épithélium nasal disparait
au fur et a mesure que I’on descend dans I’arbre respiratoire .

En paralléle avec la disparition des structures cartilagineuses et des glandes sous
muqueuses, les voies respiratoires sont caractérisées par la présence de cellules club (ex.
cellules de Clara) qui produisent le surfactant, des anti protéases et expriment le cytochrome

P450, jouant ainsi un role de détoxification.
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Contrairement aux VAS, les voies respiratoires inférieures sont recouvertes de cellules
musculaires lisses de la trachée aux bronchioles, qui sont absentes dans le nez, et qui sont

responsables du phénomene de bronchoconstriction . (7)
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FIGURE 19 : EPITHELIUM RESPIRATOIRE

2. Définition des PAVM .

Les pneumonies nosocomiales (HAP) sont des infections aigués des voies respiratoires
basses qui, par définition, sont acquises au moins 48 heures aprés I'admission a I'h6pital et
qui n'était ni présente ni en incubation au moment de I'admission, chez des patients non
intubés. (8)

Tandis que les pneumonies acquises sur ventilation (MVAP) mécanique font
spécifiqguement référence aux infections pulmonaires nosocomiales, les plus fréquentes et les
plus mortelles en soins intensifs qui surviennent aprés au moins 48 heures de ventilation

mécanique.(8)
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Le terme "pneumonie associée aux soins de santé " (HCAP) a été retiré des
recommandations de 2016. Selon les directives IDSA (Infectious Diseases Society of America)
et ’ATS (American thoracic society) de 2005, la HCAP était définie comme une pneumonie
survenant chez une personne hospitalisée plus de 48 heures au cours des 90 derniers jours,
résidant dans un établissement de soins de longue durée, ou recevant une thérapie
intraveineuse a domicile, des soins des plaies, ou une dialyse chronique. Les patients ayant
des contacts fréquents avec le systéme de santé étaient supposés héberger des organismes
multirésistants, ce qui justifiait un traitement antibiotique empirique similaire a celui
recommandé pour la HAP et la VAP.(8)

La pneumopathie acquise sur ventilation mécanique est suspectée cliniquement et
confirmée microbiologiquement par l'identification définitive d'un micro-organisme isolé a

partir d'échantillons respiratoires.(8)

3. Aspects cliniques.

Le premier pas pour diagnostiquer la PAVM est la suspicion clinique. De nombreux
criteres existent (fievre, hyperleucocytose, baisse de l'indice d’oxygénation, etc.), mais leur
utilité, seule ou en combinaison, n'est pas suffisante pour confirmer le diagnostic. (9)

Des scores ont été proposés pour améliorer la précision diagnostique, le plus utilisé

étant le Clinical Pulmonary Infection Score (CPIS) développé par Pugin et al. : La description

originale de ce score repose sur 6 variables :
- Température,
- Hyperleucocytose a I'NFS,
- Aspect des sécrétions trachéales,
- Oxygénation,
- Infiltrats radiographiques,
- Les cultures semi-quantitatives des aspirations trachéales avec coloration de

Gram).

31



Utilité clinique de la PCR syndromique dans la prise en charge des pneumonies acquises sur ventilation
mécanique en réanimation pédiatrique

Les patients ayant un score supérieur a 6 sont considérés comme étant a risque de

PAVM. (9)
Component Value Points
Temperature °C =36.5 and =384 0
=38.5 and =389 |
=39.0 and =36.0 2
Blood leukocytes =4,000 and =11,000 0
per mm’ <4,000 or >11,000 |
Tracheal secretions Few 0
Moderate I
Large 2
Purulent |
Oxygenation Pao./ >2,400 or presence of ARDS 0
Fio, mmHg =240 and absence of ARDS 2
Chest radiograph No infiltrate 0
Patchy or diffuse infiltrate |
Localized infiltrate 2

Abbreviation: ARDS, acute respiratory distress syndrome.

FIGURE 20 : CLINICAL PULMONARY INFECTION SCORE 'CPIS'

Une étude randomisée a montré que l'utilisation du CPIS pour déterminer le moment
d'arréter les antibiotiques permettait de réduire la consommation d'antibiotiques, comparé a
une stratégie clinique basée sur des durées fixes d'antibiothérapie. Cependant, utiliser le CPIS
pour déterminer quand initier un traitement antibiotique peut entrainer une utilisation
excessive d'antibiotiques en raison de sa faible spécificité, en particulier par rapport a
I'obtention d'échantillons des voies respiratoires inférieures pour cultures.

Ainsi, les guidelines récentes ne recommandent pas l'utilisation du CPIS pour
diagnostiquer la PAVM, elle doit plutot étre suspectée chez les patients présentant des signes
cliniques d'infection, tels qu’au moins deux des critéres suivants : apparition de fiévre,
sécrétions endotrachéales purulentes hyper leucocytose ou leucopénie, augmentation de la
ventilation minute, déclin de l'oxygénation, et/ou besoin accru de vasopresseurs pour

maintenir la pression artérielle.
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Bien que presque toutes les définitions pour suspecter (et diagnostiquer) la PAVM
incluent des critéres radiographiques (infiltrats nouveaux, progressifs ou persistants), il est
bien connu que les radiographies thoraciques ne sont ni sensibles ni spécifiques pour son
diagnostic. La tomodensitométrie (TDM) peut étre une bonne alternative, car elle est plus
sensible, les principaux problémes étant sa faisabilité, la sécurité du patient pendant le
transport, et sa disponibilité.

L'échographie pulmonaire a récemment été proposée comme aide diagnostique pour
la VAP ; cependant, les données sur sa sensibilité et sa spécificité sont encore insuffisantes.

Des biomarqueurs tels que la protéine C-réactive, la procalcitonine ou le récepteur
déclencheur soluble exprimé sur les cellules myéloides (sTREM-1) ont été proposés comme
marqueurs diagnostiques pour la PAVM. Cependant, ces biomarqueurs manquent de
précision, et leur utilisation n'est, a ce jour, pas recommandée pour le diagnostic de la PAVM.

Ainsi, les guidelines récentes ne recommandent pas l'utilisation du CPIS pour
diagnostiquer la VAP. Il est plutdt suggéré de suspecter la PAVM chez les patients présentant

des signes cliniques d'infection.

4, Agents pathogénes et résistances.

Les micro-organismes associés a la VAP varient en fonction de nombreux facteurs,
tels que :
v' la durée de la ventilation mécanique,
v' la durée du séjour a I'hopital et en soins intensifs avant I'apparition de la PAVM,
v le temps et I'exposition cumulative aux antibiotiques,
v' 1'écologie locale,
v/ et la survenue de phénoménes épidémiques potentiels dans une unité de soins

intensifs donnée.
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Les microorganismes gram-négatifs courants impliqués dans les PAVM sont
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et les especes
Acinetobacter. Staphylococcus aureus est le principal microorganisme gram-positif.

Il est généralement reconnu que la PAVM a début précoce (dans les 4 premiers jours
d'hospitalisation) chez les patients auparavant en bonne santé et ne recevant pas
d'antibiotiques, est généralement causée par la flore oro pharyngée normale.

En revanche, la PAVM a début tardif (survenant aprés au moins 5 jours d'hospitalisation)
et la VAP chez les patients présentant des facteurs de risque d'infection par des pathogenes
multirésistants (MDR) sont plus susceptibles d'étre dues a des pathogénes MDR. Cependant,
ces pathogenes peuvent également étre isolés dans la PAVM a début précoce, principalement
en présence de certains facteurs de risque, tels qu'une exposition aux antimicrobiens dans les
90 jours précédents.

Parmi les autres facteurs de risque généralement reconnus, on trouve :

v" I'infection antérieure par des pathogenes MDR,

v" le SDRA (syndrome de détresse respiratoire aigué),

v la transplantation rénale,

v/ ainsi que la présence de choc septique au moment du diagnostic.

Les récentes directives internationales de la *European Respiratory Society*, de la
*European Society of Intensive Care Medicine*, de la *European Society of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases*, et de *I'Asociacién Latinoamericana del Térax* ont suggéré que
d'autres facteurs de risque devraient étre pris en compte, tels que :

v les taux élevés de pathogenes MDR localement,
v un séjour prolongé récent a I'hdpital (plus de 5 jours d'hospitalisation)
v la colonisation antérieure par des pathogénes MDR
La résistance aux céphalosporines de troisieme et quatrieme générations dans les
souches d'Enterobacteriaceae, due a I'expression des B-lactamases a spectre étendu (BLSE)

et/ou des B-lactamases AmpC acquises, constitue une préoccupation majeure.

34



Utilité clinique de la PCR syndromique dans la prise en charge des pneumonies acquises sur ventilation
mécanique en réanimation pédiatrique

La propagation des souches productrices de carbapénémases est également un
probléme croissant. Les isolats multi résistants de Pseudomonas aeruginosa deviennent de
plus en plus fréquents; entre la moitié et les deux tiers des souches de I’Acinetobacter
baumannii responsables de PAVM sont actuellement résistantes aux carbapénemes. La
résistance a la colistine a augmenté en raison de la consommation croissante de colistine pour
traiter les infections dues a des organismes résistants aux antibiotiques de maniere étendue
(XDR).

Les mycoses causent rarement la PAVM, Candlida spp. est la levure la plus couramment
isolée dans les échantillons respiratoires. La colonisation des voies aériennes inférieures par
Candida spp. affecte jusqu'a 27 % des patients ventilés mécaniquement et pourrait étre
associée a un risque accru de VAP bactérienne, notamment causée par **Pseudomonas
aeruginosa**. Cependant, les données disponibles ne soutiennent pas un role direct de
**Candida spp.* en tant que pathogene causant la VAP.

Aspergillus spp. (principalement Aspergillus fumigatus) peut étre impliqué dans
certaines VAP a début tardif, en particulier chez les patients ayant des antécédents récents de
grippe.

Enfin, des virus respiratoires, tels que /’/nfluenzae Virus, le virus respiratoire syncytial
et d'autres, peuvent en étre aussi responsables Les Herpesviridae, notamment le virus Herpés
simplex (HSV) et le cytomégalovirus (CMV), peuvent provoquer une pneumonie par réactivation

virale chez les patients ventilés mécaniquement, qu'ils soient immunodéprimés ou non.

Il. Diagnostic microbiologique des PAVM

Les pneumopathies d'origine bactérienne sont encore grevées d'une mortalité
importante : 33 a 50% pour les PAVM. Les criteres diagnostiques d'une PAVM associent la
présence d'un nouvel infiltrat pulmonaire ou son extension a au moins 2 signes:

température >= 38 °C, hyperleucocy tose ou leucopénie, sécrétions purulentes. (4)
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1. Méthodes conventionnelles du diagnostic :

a) Examen microscopique de I’échantillon :

Il est indispensable en cas de demande d'examens bactériologique des échantillons
broncho-pulmonaires. L'examen microscopique permet:
- d'évaluer le degré de contamination salivaire reflété par la présence de cellules
épithéliales. Les prélevements fortement contaminés doivent étre rejetés ;

- de donner les premiers éléments d'orientation du diagnostic étiologique.

Prélévement distal protégé :

Le préléevement distal protégé doit étre re cueilli dans un volume de 1 ml de milieu de
préservation (liquide de Ringer, par exemple). Si besoin, le volume est ajusté et en cas de
volume supérieur, celui-ci est noté afin d'établir le calcul final exprimant les résultats en mil.
Plusieurs frottis, a l'instar du LBA, sont réalisés par cyto-centrifugation. Seules les colorations
de MGG et de Gram sont conseillées pour cet échantillon.

Expectorations, aspirations bronchiques et endo-trachéales.

La premiére étape de l'examen bactériologique est l'analyse cytologique apres
colorations de May-Griinwald-Giemsa (MGG) et de Gram. |l s'agit de dénombrer au faible
grossissement (x100) les cellules épithéliales et les polynucléaires par champ en réalisant une
moyenne sur 10 champs (apres vérification de leur morphologie a un grossissement plus fort).

Plusieurs criteres de rejet des prélevements ont été établis ( tableau XII) :
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Tableau VII : Interprétation de I’examen microscopigue des expectorations

Nombre de cellules/champ (grossissamant 100) Score (Murray ot Was- Indication de mise on

hington) culture (Bartiett)

Collules épithéliales Leucocytes

10-25 | 2 Non
1025 <10 \ Non précisé | Non
10 - 25 1025 | Non précisé Non
10 - 2¢ » 26 i 4 1 Qui
<10 <10 | NOn précisd i R Non
<10 1025 Non procies | OU‘
<10 » 25 ) £ Oui_

La plupart des auteurs s'accordent pour exclure les prélévements présentant plus de 25
cellules épithéliales par champ. Les préléevements de qualité optimale sont ceux présentant
plus de 25 polynucléaires et moins de 10 cellules épithéliales par champ, correspondant a la
classe 5 selon Bartlett Murray et Washington.

L'étape suivante est I'analyse microbienne a fort grossissement (x 1000) réalisée sur les
portions les plus purulentes du frottis. Une évaluation semi-quantitative des différents
morphotypes bactériens est ensuite réalisée. Les flores mixtes doivent étre distinguées des
flores monomorphes. La présence de bactéries a l'intérieur des polynucléaires doit étre
précisée car elle constitue un critére d'infection.

b) culture et identification

La mise en culture des préléevements respiratoires doit étre aussi rapide que possible
pour éviter la perte de viabilité des pathogénes et la prolifération des commensaux. Les
expectorations et les aspirations bronchiques doivent étre préalablement fluidifiées et
homogénéisées au vortex.

Les prélevements sont ensuite dilués pour permettre le dénombrement des bactéries

présentes dans I'échantillon
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Tableau VIII : Dilutions proposées pour la mise en culture selon le type de préléevement.

Seuils de significativite

i Ditutions ‘ (UFCImL)
Expectoration 10% 10° | 2107 |
A;oaab'on endo-trachéale 10> 10* ’ —;.105 -
Uquide de lavage broncho-alvéolaire e
st aspiration endo-bronchique I l o R __1
Prélévernent distal protégé par

brossage bronchique _ Sl | ki |

" Pur = extrémité de la brosse da;s 1 mL d'eau physiologique. Ne pas rendre plus de 2 espéces

Différents milieux de culture sont ensemencés (gélose au sang, gélose au sang cuit,
gélose supplémentée, par exemple), et incubés pendant 48 h pour les prélevements non
protégés et 5 jours pour les prélevements bronchoscopiques. lls sont incubés a 35 °C = 2 °C
en aérobiose, en présence ou non de C02 a une concentration proche de 5%. Pour les
aspirations bronchiques trop diluées, une centrifugation peut étre réalisée pour colora tions
et mise en culture a partir du culot.

La confrontation des résultats de I'examen microscopique et des résultats quantitatifs
de la culture est primordiale pour l'interprétation correcte de ces prélevements. Certains
micro-organismes responsables de pneumopathies peuvent étre présents a I'état commensal,
notamment S.pneumoniae, H.influenzae, M.catarrhalis et S. aureus.

Chez les patients intubés, on observe une colonisation trachéale fréquente
(entérobactéries, P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii, S. maltophilia, S. aureus) qui rend
les cultures des aspirations endo-trachéales peu spécifiques. A l'inverse, dans ces contextes
et en l'absence d'antibiotiques dans les 72 h, la stérilité des cultures permet d'exclure une
PAVM avec une valeur prédictive négative de 94%. Le biologiste doit donc étre informé d'une

antibiothérapie préalable car elle diminue fortement les chances de cultiver le pathogéne. (4)

2. Avantages des techniques moléculaires :

La recherche systématique de 27 agents pathogénes par une technique moléculaire
tres sensible présente de nombreux avantages :
e Améliorer nettement le nombre de cas de pneumopathies nosocomiales documentés

microbiologiquement.

38



Utilité clinique de la PCR syndromique dans la prise en charge des pneumonies acquises sur ventilation
mécanique en réanimation pédiatrique

e Eviter d’avoir a choisir I'un des tests conventionnels, limitant ainsi le risque de retard
de diagnostic ou de non-documentation.

e Minimiser le risque de contamination (circuit fermé)

e Simplifier le travail du technicien, améliore le flux de travail.

e Détecter les pathogene dont la recherche n’est pas prescrite ou la présence non
suspectée notamment lors de coinfections.

e Obtenir rapidement le résultat (avantage majeur pour la bactériologie et la
parasitologie).

e Garder la performance diagnostique sans qu’elle soit affectée par la prise préalable
d’antibiothérapie probabiliste.

e Rationaliser la prescription d’antimicrobiens.

e Raccourcir les durées d’hospitalisation

e Réduire le colt de la prise en charge

3. Limites des techniques moléculaires :

Il est important que les professionnels de santé et les biologistes soient conscients des
principales limites de la PCR multiplex. Bien que la FAPP permette la détection d’un grand
nombre de cibles pathogénes, elle n’inclut pas dans son panel certaines bactéries d’intérét
médical majeur, telles que Morganella spp., Citrobacter spp., Hafnia alvei, Stenotrophomonas
maltophilia ou Pneumocystis jirovecii. (10)

En présence de patients gravement malades hospitalisés en unités de soins intensifs,
dont certains peuvent étre immunodéprimés, un résultat négatif de PCR multiplex n’exclut pas
nécessairement une infection en cours d’évolution. De plus, la détection de genes de
résistance aux antibiotiques ne permet pas d’établir un lien direct avec le pathogene ni de
prédire la sensibilité phénotypique. (11)

La détection également de bactéries commensales mais aussi potentiellement

pathogénes comme le pneumocoque, Moraxella catarralis, Haemophilus influenzae ou
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Staphylocoque aureus peut rendre difficile I'interprétation des résultats pour faire la part entre
une colonisation ou une véritable infection.

Une étude en France de Peiffer-Smadja et al a identifié 3 especes de bactéries qui ne
sont pas inclus dans la PCR pneumoniae mais ont été impliqués dans 8 pneumonies : Hafnia
alvei (n = 5), Citrobacter koseri (n =2) et Serratia rubidaea (n=1). (12)

Selon I’étude de Lee et al. les échantillons de 18 patients (30,5 %) ont retrouvé des
bactéries qui n'étaient pas incluses dans le panel de la PCR pneumoniae (Burkholderia cepacia
complexe, Citrobacter freundii, Chryseobacterium indologenes, Enterococcus faecium,
Morganella morganii, Raoultella ornithinolytica, Ralstonia manitolilytica, Sphingomonas
paucimobilis et Stenotrophomonas maltophilia).(13)

D’autres bactéries nosocomiales comme [I’Acinetobacter baumannii peut coloniser
également les voies respiratoires des patients hospitalisés en réanimation. Dans ce sens, le
panel pneumoniae offre une interprétation semi-quantitative de certaines bactéries en nombre
de copies génomiques d’acides nucléiques bactérien par millilitre d’échantillon (copies /ml)
pour justement faciliter I’estimation de I’abondance relative de ces bactéries au sein du
prélévement et aider a différencier entre la colonisation et I'infection.

La PCR multiplex est une technique récente de biologie moléculaire, censée offrir une
meilleure sensibilité que la culture conventionnelle. Toutefois, I'utilisation de cette derniere
comme méthode de référence pour évaluer les performances du panel FAPP constitue la
principale limite de ce type d’étude. Cette approche peut conduire a une interprétation

inadéquate de certains résultats significatifs, considérés a tort comme des faux positifs. (13)

Un résultat de PCR peut étre de nature qualitative et signe la présence ou l'absence de
la cible génomique de I'agent recherché. Il doit étre interprété dans le contexte clinique et en
fonction des autres analyses effectuées dans ce contexte.

D'une facon générale, la détection d'un acide nucléique n'est pas synonyme d'une

infection évolutive stricto sensu. Le résultat de l'analyse moléculaire doit toujours étre
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interprété dans le contexte clinique et, si disponible, avec les résultats des autres analyses
diagnostiques réalisées.

Dans le cas de PCR en temps réel, le résultat peut étre exprimé quantitativement : il peut
signer la pathogénicité de I'agent (si des seuils ont été définis en ce sens), avoir une valeur
pronostique, permettre une décision thérapeutique, le suivi de l'efficacité du traitement, ou la
mise en évidence d'un échec thérapeutique en cas de persistance de positivité (résistance
primaire} ou de rebond (résistance secondaire ou échappe ment). (4)

En ce qui concerne les approches de type « multiplex», I'identification qualitative de
plusieurs agents microbiens peut étre d'interprétation difficile dans certains préléevements.
Enfin, pour le séquencage, les protocoles reposant sur la méthode de Sanger ne permettent
actuellement la mise en évidence et l'analyse que de souches représentant environ plus de
25% des souches totales.

L'arrivée de méthodes dites « haut-débit » (high throughput sequencing ou Next-
Generation Sequencing) permet d'atteindre des profondeurs d'analyse plus importantes (de
I'ordre de 1 %, voire moins).(4)

Des facteurs de risques de fausses interprétations des résultats des PCRm ont été
démontrées selon le référentiel en microbiologie médicale :

- Facteurs de risques de faux négatifs.

les facteurs de risque de faux négatifs sont :

la dégradation des acides nucléiques de I'agent infectieux, souvent liée a la qualité du
transport de I'échantillon

le rendement de I'extraction des acides nucléiques de I'agent infectieux qui n'est pas
optimal en raison de la nature du prélevement {biopsies, liquides visqueux, par
exemple)

la faible prise d'essai (quelques centaines de microlitres pour les prélévements

liquides ou quelques mma pour les biopsies)
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la faible concentration de l'agent infectieux ou de I'échantillonnage: les bactéries ou
I'ADN ne sont pas répartis de facon homogene dans I'échantillon
- la mauvaise hybridation des amorces et/ ou des sondes (variabilité génétique des
virus a ARN)
- le caractere inhibiteur de I'échantillon (préléevement de sang sur héparine par
exemple)
- les probléemes liés au manipulateur (lors de la distribution des extraits d'acides
nucléiques). (4)
- Facteurs de risque de faux positifs.
Les facteurs de risque de faux positifs sont :
une contamination inter-échantillons ou a partir d'amplicons (locaux, réactifs,
personnel)
une amplification non spécifique (notamment lors de l'utilisation d'amorces
dégénérées). (4)
- Autres risques.
Il existe d'autres risques d'erreur dans l'interprétation :
- la qualité des séquences des génomes des agents infectieux déposées dans les
banques de données permet de minimiser ce risque d'erreur
- la persistance possible d'acides nucléiques d'agent infectieux au sein des tissus en
I'absence de signes cliniques, ou a l'issue d'un traitement efficace. L'évolution vers
une approche PCR en temps réel a permis de réduire les risques cités et d'accroitre la

sensibilité de la détection d'agents pathogenes au sein d'un échantillon clinique. (4)
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lll. Algorithme d’utilisation de la PCR dans les PAVM

Indications de la PCR multiplex
. Suspicion clinique de PAVM :

- Fievre >38.5°C ou hypothermie < 36°C
- Purulence des secrétions trachéales
- Infiltrat(s) pulmonaire(s) radiographique(s) modifié(s) ou
nouvellement apparu(s).
- Hyperleucocytose ou leucopénie
e Détérioration des échanges gazeux
e Choc septique a point de départ respiratoire probable
e Echec thérapeutique de I'antibiothérapie probabiliste
e Documentation d’une PAVM.

|

Prélévement microbiologique immédiat
Réaliser un prélevement des voies respiratoires inférieures :

> Aspiration bronchique
Prélevement distal protégé

>

> En paralléle, envoyer :

> Culture + antibiogramme
>

PCR multinlex

y

!

Réévaluation apres résultat de la PCR multiplex

|
PCR négative (pas de pathogéne détecté) :

Si culture + :
- Mono microbienne : traitement du germe.

PCR positive :
Un seul pathogéne identifié sans résistance

détectée : Adapter I'antibiothérapie en
ciblant le germe - Désescalade possible

- Poly microbienne : traitement du germe le plus

virulent

Si culture -:

- Arrét des antibiotiques si état clinique stable et
absence d’argument(s) fort(s) en faveur d’une
PAVM

- Rechercher d’autres sites infectieux probables
(bactériémies, infections liées aux cathéters,
infections urinaires._..).

Plusieurs pathogénes détectés : Cibler en
priorité les pathogénes les plus virulents
et/ou les pathogénes retrouvés en culture
avec un seuil significatif.
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DISCUSSION DES RESULTATS.

l. Profil épidémiologique des patients ayant bénéficié d’une
PCR pneumoniae.
1. Age :

Dans cette étude faite sur une population pédiatrique, les nourrissons présentaient la
tranche d’age qui a bénéficié le plus de la PCR syndromique pneumoniae :

Selon une étude faite en France en 2019 I'dge moyen était de 1.8 ans (14), une autre
étude faite a Marrakech en 2020 ou I’'age moyen était de 3 ans (11), et selon une étude faite
en Egypte , ’dge moyen était de 0.75 ans (15)

Tableau IX : Comparaison de I’dge selon la littérature.

Etude Médiane d’age

La présente étude (2023-2024) 1.3 ans

France, 2019 (14) 1.8 ans

Marrakech, 2022 (11) 3 ans

Egypte, 2023 (15) 0.75 ans

Turquie, 2023 (16) 5.5 ans
2. Sexe :

Dans cette étude, la répartition des patients selon le sexe montre une légére
prédominance féminine (52%), cette distribution contraste avec les données rapportées dans
d’autres travaux, oll une majorité masculine est souvent observée. Au Maroc, France et en
Egypte, 60%, 68% et 58.3% (11, 17, 15) des patients respectivement étaient de sexe masculin.

Tableau X : Comparaison du sexe ratio selon la littérature .

Etude Sexe Ratio H/F

La présente étude (2023-2024) 0.92
Marrakech ,2022 1.5
Egypte, 2023 1.39
France,2023 2.125
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3. Motif d’hospitalisation

Dans notre étude, la détresse respiratoire aigue (DRA) était le motif d’hospitalisation le
plus représenté chez les patients (47%), suivie par l'atrésie de I’cesophage (18%), les
traumatismes craniens graves (10%) et I’arrét cardio respiratoire (10%).

Les motifs d'hospitalisation identifiés dans notre étude rejoignent ceux rapportés dans
I’étude de Debbagh et al.(11), notamment les détresses respiratoires aiglies, comme cause
majoritaire a 36.9%, suivi par les traumatismes craniens graves a 18.4%, puis les brillures

graves au 3®me rang a 10.5%, suggérant une cohérence des données.

Tableau XI : comparaison des motifs d’hospitalisations selon la littérature.

Détress  Atrésie  Traumatis  Brulur Arrét Soins Trouble Chirurg Autres
e de me grave es cardio post s ie
respirat ’cesop graves respirat opératoir neurolo cardiov
oire hage oire es giques  asculair
aigue e
Cette 47% 18% 10% - 10% - 7% 2% 6%
étude(2023,2
024)
Debbagh et 36.9% 2.6% 18.4% 10.5% - - 7.9% - 23.7%
al.(11)
Aissaoui et 8% - 28% - - 6% 45% 4% 9%
al.(18)

4. Indication de la PCR respiratoire.

En cas de détérioration de I'état clinique, la PCR peut identifier rapidement des
coinfections ou des pathogenes résistants non détectés par les cultures conventionnelles, ce
qui explique sa place comme principale indication de la PCR dans notre étude (58%).

L'étude d’Enne et al. (19) a évalué I'impact de la recherche de pathogéenes par PCR sur
la gestion des antibiotiques et les résultats cliniques dans les pneumonies nosocomiales et les

PAVM, soulignant I'intérét de la PCR dans l'optimisation du traitement : A 24 heures, 76,5 %
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des patients du groupe intervention recevaient une antibiothérapie appropriée et

proportionnée, contre 55,9 % dans le groupe contrdle. Dans son étude INHALE WP3 (20) , les

indications pour réaliser la PCR étaient pragmatiques et reflétaient la vraie pratique clinique

en soins intensifs :

-La suspicion clinique de pneumonie nosocomiale ou associée a la ventilation(PAVM).

- Décision de débuter une antibiothérapie empirique.

- Absence de documentation microbiologique initiale.

Cette derniere est prouvée également dans I'étude de Tomasello et al. (21) qui a

démontré que la PCR multiplex peut augmenter la sensibilité du prélevement microbien en

terme de :

v

Gain de positivité : La PCRm a permis un gain de positivité de 22,3 % par rapport
aux techniques classiques (22)

Sensibilité : La PCRm a montré une sensibilité de 100 % par rapport a I'examen
direct couplé a la culture, indiquant une absence de faux négatifs. (22)
Corrélation des résultats : Une parfaite corrélation a été observée entre les types
et sous-types viraux identifiés par PCRm et ceux déterminés par culture
cellulaire. (22)

Spécificité : Aucune réaction croisée n'a été détectée en PCRm avec d'autres virus

respiratoires

Soutenant ainsi son utilisation pour améliorer la gestion des antibiotiques en

réanimation lorsque les méthodes classiques sont négatives ou retardées.

En cas de réponse clinique insuffisante au traitement antibiotique empirique, la PCR

permet une identification rapide des pathogenes et de leurs genes de résistance, facilitant

ainsi l'ajustement précoce de I'antibiothérapie, ce qui est démontré dans I’étude de Bay et al.

(23) qui a conclu que la PCR multiplex permet une identification rapide des pathogénes et de

leurs génes de résistance, facilitant ainsi I'ajustement précoce de I'antibiothérapie empirique
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chez les patients porteurs d' Entérobactéries productrices de B-LACTAMASES a spectre étendu

(ESBL-E). (23)

Il. Profil bactériologique des prélévements respiratoires des

patients ayant bénéficié d’une PCR respiratoire.
1. Prévalence globale :

Dans cette étude, 41 enfants ont été prélevés. Chez ces 41 patients, 41 PCR respiratoires
ont été réalisées. Ces enfants ont été pris en charge pour une pneumonie acquise sous
ventilation mécanique au niveau du service de réanimation pédiatrique de I’'h6pital Mére Enfant
du CHU Mohammed VI.

L’infection respiratoire a été documentée microbiologiquement sur 36 prélévements soit
un taux de positivité globale de 88%. Des résultats variés ont été rapporté dans la littérature.

Tableau XIl : Comparaison du taux de positivité des échantillons respiratoires.

Etude Taux de positivité |
Notre étude - 88%
Debbagh et al.(11) 82.2%

Hosni et al. (15) 94.4%

Enne et al. (19) 74.2%

Lee et al. (13) 55.9%

Yugueros-Marcos et al. (24) 89%

2. Agents pathogénes identifiés.

a) Distribution selon I’étiologie.

La distribution des agents pathogénes sur cette période a montré la prédominance de
I’étiologie bactérienne 58% en mono ou en coinfection.
Une étiologie virale a été retrouvée chez 14% des patients, cependant la coinfection

bactérie-virus était le cas chez 28% des patients.

47



Utilité clinique de la PCR syndromique dans la prise en charge des pneumonies acquises sur ventilation
mécanique en réanimation pédiatrique

La prédominance de I’étiologie bactérienne était le cas dans I’étude de Debbagh et al.

(11), et de Enne et al. (19).

Tableau Xlll : Comparaison de la nature de I’étiologie selon les données de la littérature.

Etiologie Bactérienne Coinfection

Etude Bactérie-virus

Cette étude

Debbagh et al. (11)

Enne et al.(19)
Hosni et al.(15)

L’étude de Hosni et al a objectivé la prédominance de I'étiologie virale (48.6%), avec un

taux de coinfection bactérienne représenté sur la tableau suivant : (15)

Tableau XIV : Comparaison des taux de coinfections bactériennes selon la littérature.

Coinfection bactérienne 2bactéries >2bactéries

Etude
Cette étude 12.2% 24.3%
Hosni et al (15) 30.6% 20.8%

b) Distribution selon les pathogénes.

Selon la littérature la PCR FilmArray a permis la détection de principales bactéries
incriminées lors des PAVM, représentées principalement par les BGN (12, 13, 15, 16):
Acinetobacter Baumanii, Pseudomonas Aeroguinosa, Haemophilus Influenzae, les

entérobactéries sont toujours retrouvés a des taux variables. Staphylocoque aureus, et
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Streptocogue Pneumoniae sont les bactéries gram positifs les plus isolés a des pourcentages
élevés pour Chambe et al. Et Enne et al. (17, 19).

Dans cette étude, I’étiologie virale, représentée par le Rhinovirus/Entérovirus, qui sont
les espéces les plus courantes dans notre contexte(25), vient en deuxiéme rang apres les
entérobactéries, ce qui est conforme aux études de Debbagh et al., Bozan et al (11, 16),
tandis que pour I’étude de Hosni et al.(15) elle occupe la 1¢r place.

Tableau XV : comparaison du taux de positivité des pathogénes détectés par PCR
respiratoire selon les études.

Cette étude France  Maroc Egypte Marrakech Turquie Anglettere France VEIZ!]
2023 2025(18) 2024 2022 (11) 2023(16) 2020(19) 2020(12) 20719
a7) (15) (13)

Klebsiella 14.94% 6% 16% 41.7% 8% 43.1% 12.5% 8.6% 16.9%
pneumoniae

Acinetobacter 12.64% - 49% 29.2% 5.7% 31.8% 1.4% 2.9% 10.2%
baumanii

Haemophilus 10.35% 13% 30% 13.9% 10.2% 4.5% 6.5% 2.9% 5.1%
influenzae

Enterobacter 9.2% 3% 10% 5.6% 6.8% 6.8% 3.4% 5.8% 5.1%
cloacae

Pseudomonas 6.9% 9% 17% 18.1% 8% 38.6% 20.7% 31.7% 11.9%
aeroguinosa

Esherichia coli 4.6% 12% 11% 25% - 11.3% 12.2% 14.4% 6.8%

Staphylocoque  8.04% 21% 32% 11.1% 4.5% 9.0% 23.6% 7.7% 8.5%
aureus

Streptocoque - - 10% 5.6% 9.1% - 3.4% 0 1.7%
pneumonia

Moraxella - - 4% 2.8% 11.4% - 0.8% 1.9% -
catarhalis

Serratia - - 4% 1.4% - 15.9% - - 5.1%
marcescens

Rhinovirus/ 11.5% = 3% 51.4% 12.5% 20.4% = = 3.4%
Enterovirus

¢) Place de la coinfection.

Dans cette étude, la coinfection (bactérienne, virale, ou entre bactérie-virus) était
présente chez 68% de patients bénéficiant de la PCR multiple et le plus grand nombre d'agents

pathogenes détectés dans un seul échantillon était de six.
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Ce qui met en lumiére la complexité étiologique des infections respiratoires basses, qui
s'averent souvent étre de nature poly microbienne.

Cette caractéristique souleve des défis diagnostiques et thérapeutiques importants,
partout dans le monde, prouvé par le taux qui avoisine le tiers des cas dans I’étude de Debbagh
et al. et de Bozan et al. (11, 16) représentées ci-dessous :

Tableau XVI : Comparaison des taux de coinfections selon les données de la littérature.

Etude Taux de coinfections

Cette étude 68%
Debbagh et al.(11) 62.2%
Bozan et al.(16) 65.9%
Lee et al.(13) 42.3%
Peiffer-Smadja et al.(12) 31%

d) Distribution des génes de résistances.

Le test PCR Film Array vise a détecter un total de 18 bactéries distinctes, 9 virus distincts
et 7 génes de résistance aux antibiotiques distincts. Les résultats ont révélé un accord positif
(PPA) de 97 %, avec un accord négatif (NPA) de 95 % par rapport aux tests de sensibilité aux
antibiotiques classiques selon Lee et al.(13)

Certaines études ont observé que la détection des génes de résistance par des méthodes
moléculaires a été associée a de meilleurs résultats pour les patients, en termes de durée
d’hospitalisation et de taux de mortalité.(26, 27).

Par ailleurs, de nombreux établissements de santé appliquent des protocoles spécifiques
d’isolement de contact pour les patients porteurs de bactéries résistantes exprimant ces
marqueurs génétiques.(28)

En revanche, la présence de genes de résistance ne confirme pas une résistance

phénotypique, car il se peut qu’ils ne soient pas exprimés. De plus, leur absence ne doit pas
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étre interprétée comme un phénotype sensible, car la résistance aux antibiotiques peut étre
médiée par plusieurs génes qui ne sont pas inclus dans le test (29).

Tableau XVII : Comparaison des taux de génes de résistances.

CTX-M NDM OXA-48 VIM IMP

Cette étude 41% 32% 18% 4.5% 4.5%
Debbagh et 34.8% 30.4% 26.1% 8.7% -
al.(11)
Aissaoui et al. 16% 16% 6% 3% 0.6%
(18)

Lee et al (13) 8.5% 1.7% - 1.7% 1.7%

Hosni et al.(15) 34.8% 26% 13.8% 16.7% 0.7%

Bozan et al.(16) 25% 6.8% 6.8% 0% -

Cette étude a objectivé un taux élevé des BLSE et en augmentation (41%) versus I’étude
de Debbagh et al. (34.8%) , tandis qu’un taux plus élevé également mais en diminution des

Carbapénemases (59% vs 65.2%)

lll. Impact de la PCR respiratoire sur la prise en charge des

patients.
1. Attitude thérapeutique.

100% des patients de cette étude étaient sous antibiothérapie probabiliste au début de
la prise en charge de la PAVM et au moment du prélévement respiratoire.
- Chez 51.22% des patients hospitalisés en réanimation, une escalade
thérapeutique a été notée.
- Aucune modification thérapeutique n’a été la décision chez 31.7% des
patients.
- Une désescalade thérapeutique a été considérée chez 17.08% malades.
La littérature met en lumiere des variations importantes dans les attitudes cliniques
apres les résultats de la PCR. Les chiffres d’escalades thérapeutiques dans notre étude (51.2%)

et I'étude de Bozan et al. (54.5%) (16) sont supérieurs a ceux rapportés dans les autres études.
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Cela pourrait s’expliquer par une utilisation de la PCR principalement pour confirmer une

infection sévere, nécessitant un élargissement du spectre antibiotique.

A l’inverse, certaines études comme celle de Buchan et al. (49.8%), de Monard et al.*
(40%), de Visseaux et al. (40%) ou de Peiffer-Smadja et al.(42%) (10, 12, 14, 28), montrent une
prévalence de la désescalade, suggérant une utilisation de la PCR dans une démarche de
réduction du spectre et conservatrice conforme aux principes de la stewardship antibiotique.

La proportion de désescalade antibiotique anticipée lors de l'utilisation de la PCR
multiplex (m-PCR) était d'environ 40 % selon d’autres études(30, 31)

*A noter que dans I’étude de Monard el al.(10), 16% des résultats n’ont pas été pris en

considération.

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

Peiffer- .
Cette |Bozan et| Debbag |Aissaoui| Buchan ©! e.r EINawa | Monard | Visseau
) Smadja
étude al. hetal. | etal, et al. ot al wyetal.| elal. x et al.
H Escalade 51,2% | 54,5% | 39,5% | 39,5% | 20,9% | 24,0% | 26,5% | 22,0% | 24,0%
B Maintien 31,7% | 39,4% | 60,5% | 42,0% | 29,2% | 34,0% | 37,8% | 22,0% | 29,0%
m Desescalade | 17,1% | 6,1% 0,0% | 11,0% | 49,8% | 42,0% | 35,7% | 40,0% | 40,0%

Figure 21 : Modification de I’antibiothérapie apres les résultats de la PCR selon la littérature.
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2. antibiothérapie probabiliste.

La pneumonie associée a la ventilation mécanique constitue une complication fréquente
et redoutable en réanimation, représentant un véritable défi thérapeutique. Sa prise en charge
repose, dans un premier temps, sur une antibiothérapie probabiliste, initiée avant la
documentation microbiologique. A ce titre, les recommandations internationales préconisent
I'utilisation d’antibiotiques a large spectre dans les formes de PAVM a bacilles a Gram négatif.
Le recours aux carbapénémes est notamment justifié en cas d’antibiothérapie préalable, chez
les patients porteurs de bactéries multi résistantes, ou lorsqu’il s’agit d’une PAVM tardive,
c’est-a-dire survenant plus de cinqg jours aprés le début de la ventilation mécanique. (32) (12)

Plusieurs molécules ont été administrées dans notre étude, avec une prédominance de
I’Amoxicilline-acide clavulanique chez 29.2% des patients.

Selon Debbagh et al.(11), 87% des patients étaient sous antibiothérapie probabiliste au
moment de I'indication de la PCR, et I’'amoxicilline acide clavulanique était I’antibiothérapie la
plus prescrite chez 34.2% des patients.

Selon Peiffer-Smadja et al(12), des antibiotiques avaient été prescrits dans les 7 jours
précédant le diagnostic de pneumonie dans 41 épisodes (43 %). Céfotaxime (12 %),
pipéracilline tazobactam (7 %), amikacine (7 %) et céfépime (6 %) étaient les antibiotiques les
plus prescrits

Le tableau ci-dessous représente une comparaison des antibiothérapies probabilistes

utilisées selon la littérature.

53



Utilité clinique de la PCR syndromique dans la prise en charge des pneumonies acquises sur ventilation
mécanique en réanimation pédiatrique

Tableau XVIII : Antibiothérapie probabiliste selon les données de la littérature.

Antibiothérapie Debbagh Aissaoui Peifffer- Monard et Chambe
etal.(11) et Smadja e al.(10) etal.(17)
al.(18) al.(12)
AMC 29.2% 34.2% 16% 5% - 30%
C3G 26.8% 28.9% 31% 11% 12% 28%
Aminosides 26.8% 7.9% - - 1.6% -
Carbapénémes 18.4% 18.4% 18.2% 17% - 6%
Colistine 17% - 6% - - -
Tazocilline 7.3% - 7% 27% - 48%
C4G - - 0.3% 16% - -

3. antibiothérapie ajustée

L’utilisation de la PCR multiplex (PCRm) a montré son efficacité dans la réduction de la
prescription d’antibiotiques et de la durée d’hospitalisation, notamment aux Etats-Unis et
dans plusieurs pays européens. Toutefois, certaines études mettent en doute ces bénéfices,
suggérant que l'impact réel de la PCRm sur la rationalisation de I’antibiothérapie et la
diminution de la durée de séjour hospitalier demeure sujet a controverse.(33)

Aprés initiation d’une antibiothérapie probabiliste, les résultats des examens
microbiologiques, qu’il s’agisse de cultures conventionnelles ou de tests moléculaires rapides
tels que la PCR multiplex, permettent une réévaluation du traitement.

L'analyse comparative des études met en évidence des variations importantes dans
l'utilisation des antibiotiques entre les différentes cohortes.

Dans notre étude, la prescription de carbapénémes (44%) est notablement élevée, ce qui
peut indiquer une prévalence plus élevée de bactéries multirésistantes ou une prise en charge
initiale plus conservatrice dans un contexte d’infection grave. En revanche, les colistines sont

utilisées a une fréquence relativement plus faible (39%) comparée aux études de Monard et al.
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(10) et Debbagh et al.(11), ou la colistine est souvent privilégiée dans les infections par des
bactéries résistantes.

La tazocilline, quant a elle, montre une utilisation particulierement divergente, passant
de 7,3% dans notre étude a 70% chez Chambe et al(17). Cette différence pourrait refléter des
protocoles thérapeutiques locaux distincts ou une différence dans la résistance bactérienne
entre les régions étudiées. Les aminosides et I’AMC sont également prescrits de maniére
variable, soulignant I'importance d’une adaptation des traitements aux résistances locales et
a la prévalence des pathogeénes.

Enfin, le recours aux quinolones reste limité (2,4%) dans notre étude, ce qui peut étre lié
a une meilleure régulation de leur prescription ou a une perception de risques d'effets
secondaires.

Ces résultats confirment l'importance de I'ajustement de I'antibiothérapie en fonction
des résultats microbiologiques rapides, en particulier via la PCR respiratoire, permettant
d’éviter une sur-prescription d’antibiotiques a large spectre, comme les carbapénémes et la

colistine.

Tableau XIX: Comparaison de I’antibiothérapie ajustée aprés les resultats de la PCR selon la

littérature.
Antibiothérapie Cette étude Debbagh et Aissaoui et Monard et Chambe et
al.(11) al 18) al.(10) al.(17)
Carbapénémes 44% 28.9% 15% 12% 19%
Colistine 39% 15.8% 21.6% - -
Vancomycine 15% - - -
C3G 12.1% - 24% 15% 40%
Aminosides 22% - - 12% -
AMC 12.1% - 10% 16% 32%
Tazocilline 7.3% - 8% 21% 70%
Quinolones 2.4% 15.8% - - -
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4, Diagnostic microbiologique des PAVM

Les pneumopathies d'origine bactérienne sont encore grevées d'une mortalité
importante : 33 a 50% pour les PAVM. Les criteres diagnostiques d'une PAVM associent la
présence d'un nouvel infiltrat pulmonaire ou son extension a au moins 2 signes:
température >= 38 °C, hyperleucocy tose ou leucopénie, sécrétions purulentes. (4)

4.1 Méthodes conventionnelles du diagnostic :

a) Examen microscopique de I’échantillon :

Il est indispensable en cas de demande d'examens bactériologique des échantillons
broncho-pulmonaires. L'examen microscopique permet:

- d'évaluer le degré de contamination salivaire reflété par la présence de cellules
épithéliales. Les prélevements fortement contaminés doivent étre rejetés ;

- de donner les premiers éléments d'orientation du diagnostic étiologique.

Prélevement distal protégé :

Le prélevement distal protégé doit étre re cueilli dans un volume de 1 ml de milieu de
préservation (liquide de Ringer, par exemple). Si besoin, le volume est ajusté et en cas de
volume supérieur, celui-ci est noté afin d'établir le calcul final exprimant les résultats en ml.
Plusieurs frottis, a l'instar du LBA, sont réalisés par cyto-centrifugation. Seules les colorations
de MGG et de Gram sont conseillées pour cet échantillon.

Expectorations, aspirations bronchiques et endo-trachéales.

La premiére étape de l'examen bactériologique est l'analyse cytologique apres
colorations de May-Griinwald-Giemsa (MGG) et de Gram. |l s'agit de dénombrer au faible
grossissement (x100) les cellules épithéliales et les polynucléaires par champ en réalisant une
moyenne sur 10 champs (apres vérification de leur morphologie a un grossissement plus fort).

Plusieurs criteres de rejet des prélevements ont été établis ( tableau XII) :
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Tableau XX : Interprétation de I’examen microscopigue des expectorations

Nombre de cellules/champ (grossissemant 100)

Score (Murray ot Was- Indication de mise on

Callules épithéliales Leucocytes AIGNOR) SENIMW (Rarva)

10-25 | 2 Non

1025 <10 : Non précisé | Non
10 - 28 1025 | Non précisé 1 Non
10~ 2 » 26 | 1 l B Qui
<10 <10 Non précisé l Non

<10 10 - 25 ‘ NOn proois | 00’

<10 » 25 - £ Oui_

La plupart des auteurs s'accordent pour exclure les prélévements présentant plus de 25
cellules épithéliales par champ. Les préléevements de qualité optimale sont ceux présentant
plus de 25 polynucléaires et moins de 10 cellules épithéliales par champ, correspondant a la
classe 5 selon Bartlett Murray et Washington.

L'étape suivante est I'analyse microbienne a fort grossissement (x 1000) réalisée sur les
portions les plus purulentes du frottis. Une évaluation semi-quantitative des différents
morphotypes bactériens est ensuite réalisée. Les flores mixtes doivent étre distinguées des
flores monomorphes. La présence de bactéries a l'intérieur des polynucléaires doit étre

précisée car elle constitue un critére d'infection.

b) culture et identification

La mise en culture des préléevements respiratoires doit étre aussi rapide que possible
pour éviter la perte de viabilité des pathogénes et la prolifération des commensaux. Les
expectorations et les aspirations bronchiques doivent étre préalablement fluidifiées et
homogénéisées au vortex.

Les prélevements sont ensuite dilués pour permettre le dénombrement des bactéries

présentes dans |'échantillon
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Tableau XXI : Dilutions proposées pour la mise en culture selon le type de prélevement.

Seuils de significativite

Ditutions I (UFCimL)
Expectoration 104 107 | 2107 |
A;paration endo-frachéale 10 10° ‘ —}10, - ‘
Liquide de lavage broncho-alvéolaire >
et aspiration endo-bronchique S S ’ ... - S -J
Prélévernent distal protégé par Pur*. 107 i

_brossage bronchique =
" Pur = extrémité de la brosse dans 1 mL d'esu physiologique. Ne pas rendre plus de 2 espéces

Différents milieux de culture sont ensemencés (gélose au sang, gélose au sang cuit,
gélose supplémentée, par exemple), et incubés pendant 48 h pour les prélevements non
protégés et 5 jours pour les prélevements bronchoscopiques. lls sont incubés a 35 °C = 2 °C
en aérobiose, en présence ou non de C02 a une concentration proche de 5%. Pour les
aspirations bronchiques trop diluées, une centrifugation peut étre réalisée pour colora tions
et mise en culture a partir du culot.

La confrontation des résultats de I'examen microscopique et des résultats quantitatifs
de la culture est primordiale pour l'interprétation correcte de ces prélevements. Certains
micro-organismes responsables de pneumopathies peuvent étre présents a I'état commensal,
notamment S.pneumoniae, H.influenzae, M.catarrhalis et S. aureus.

Chez les patients intubés, on observe une colonisation trachéale fréquente
(entérobactéries, P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii, S. maltophilia, S. aureus) qui rend
les cultures des aspirations endo-trachéales peu spécifiques. A l'inverse, dans ces contextes
et en l'absence d'antibiotiques dans les 72 h, la stérilité des cultures permet d'exclure une
PAVM avec une valeur prédictive négative de 94%. Le biologiste doit donc étre informé d'une

antibiothérapie préalable car elle diminue fortement les chances de cultiver le pathogéne. (4)

4.2 Avantages des techniques moléculaires :

La recherche systématique de 27 agents pathogénes par une technique moléculaire tres
sensible présente de nombreux avantages :
- Améliorer nettement le nombre de cas de pneumopathies nosocomiales documentés

microbiologiquement.
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- Eviter d’avoir a choisir I'un des tests conventionnels, limitant ainsi le risque de retard
de diagnostic ou de non-documentation.

- Minimiser le risque de contamination (circuit fermé)

- Simplifier le travail du technicien, améliore le flux de travail.

- Détecter les pathogene dont la recherche n’est pas prescrite ou la présence non
suspectée notamment lors de coinfections.

- Obtenir rapidement le résultat (avantage majeur pour la bactériologie et la
parasitologie).

- Garder la performance diagnostique sans qu’elle soit affectée par la prise préalable
d’antibiothérapie probabiliste.

- Rationaliser la prescription d’antimicrobiens.

- Raccourcir les durées d’hospitalisation

- Réduire le colit de la prise en charge

4.3 Limites des techniques moléculaires :
Il est important que les professionnels de santé et les biologistes soient conscients des

principales limites de la PCR multiplex. Bien que la FAPP permette la détection d’un grand
nombre de cibles pathogénes, elle n’inclut pas dans son panel certaines bactéries d’intérét
médical majeur, telles que Morganella spp., Citrobacter spp., Hafnia alvei, Stenotrophomonas
maltophilia ou Pneumocystis jirovecii. (10)

En présence de patients gravement malades hospitalisés en unités de soins intensifs,
dont certains peuvent étre immunodéprimés, un résultat négatif de PCR multiplex n’exclut pas
nécessairement une infection en cours d’évolution. De plus, la détection de genes de
résistance aux antibiotiques ne permet pas d’établir un lien direct avec le pathogéne ni de
prédire la sensibilité phénotypique. (11)

La détection également de bactéries commensales mais aussi potentiellement

pathogenes comme le pneumocoque, Moraxella catarralis, Haemophilus influenzae ou
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Staphylocoque aureus peut rendre difficile I'interprétation des résultats pour faire la part entre
une colonisation ou une véritable infection.

Une étude en France de Peiffer-Smadja et al a identifié 3 especes de bactéries qui ne
sont pas inclus dans la PCR pneumoniae mais ont été impliqués dans 8 pneumonies : Hafnia
alvei (n = 5), Citrobacter koseri (n =2) et Serratia rubidaea (n=1). (12)

Selon I’étude de Lee et al. les échantillons de 18 patients (30,5 %) ont retrouvé des
bactéries qui n'étaient pas incluses dans le panel de la PCR pneumoniae (Burkholderia cepacia
complexe, Citrobacter freundii, Chryseobacterium indologenes, Enterococcus faecium,
Morganella morganii, Raoultella ornithinolytica, Ralstonia manitolilytica, Sphingomonas
paucimobilis et Stenotrophomonas maltophilia).(13)

D’autres bactéries nosocomiales comme [I’Acinetobacter baumannii peut coloniser
également les voies respiratoires des patients hospitalisés en réanimation. Dans ce sens, le
panel pneumoniae offre une interprétation semi-quantitative de certaines bactéries en nombre
de copies génomiques d’acides nucléiques bactérien par millilitre d’échantillon (copies /ml)
pour justement faciliter I’estimation de I’abondance relative de ces bactéries au sein du
prélévement et aider a différencier entre la colonisation et I'infection.

La PCR multiplex est une technique récente de biologie moléculaire, censée offrir une
meilleure sensibilité que la culture conventionnelle. Toutefois, I'utilisation de cette derniere
comme méthode de référence pour évaluer les performances du panel FAPP constitue la
principale limite de ce type d’étude. Cette approche peut conduire a une interprétation
inadéquate de certains résultats significatifs, considérés a tort comme des faux positifs. (13)

Un résultat de PCR peut étre de nature qualitative et signe la présence ou l'absence de
la cible génomique de I'agent recherché. Il doit étre interprété dans le contexte clinique et en
fonction des autres analyses effectuées dans ce contexte.

D'une facon générale, la détection d'un acide nucléique n'est pas synonyme d'une

infection évolutive stricto sensu. Le résultat de l'analyse moléculaire doit toujours étre
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interprété dans le contexte clinique et, si disponible, avec les résultats des autres analyses
diagnostiques réalisées.

Dans le cas de PCR en temps réel, le résultat peut étre exprimé quantitativement : il peut
signer la pathogénicité de I'agent (si des seuils ont été définis en ce sens), avoir une valeur
pronostique, permettre une décision thérapeutique, le suivi de l'efficacité du traitement, ou la
mise en évidence d'un échec thérapeutique en cas de persistance de positivité (résistance
primaire} ou de rebond (résistance secondaire ou échappe ment). (4)

En ce qui concerne les approches de type « multiplex», I'identification qualitative de
plusieurs agents microbiens peut étre d'interprétation difficile dans certains préléevements.
Enfin, pour le séquencage, les protocoles reposant sur la méthode de Sanger ne permettent
actuellement la mise en évidence et l'analyse que de souches représentant environ plus de
25% des souches totales.

L'arrivée de méthodes dites « haut-débit » (high throughput sequencing ou Next-
Generation Sequencing) permet d'atteindre des profondeurs d'analyse plus importantes (de
I'ordre de 1 %, voire moins).(4)

Des facteurs de risques de fausses interprétations des résultats des PCRm ont été
démontrées selon le référentiel en microbiologie médicale :

- Facteurs de risques de faux négatifs.

les facteurs de risque de faux négatifs sont :

la dégradation des acides nucléiques de l'agent infectieux, souvent liée a la
qualité du transport de I'échantillon

le rendement de l'extraction des acides nucléiques de l'agent infectieux qui
n'est pas optimal en raison de la nature du préléevement {biopsies, liquides
visqueux, par exemple)

la faible prise d'essai (quelques centaines de microlitres pour les prélevements

liquides ou quelques mma pour les biopsies)
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- la faible concentration de l'agent infectieux ou de I'échantillonnage: les
bactéries ou I'ADN ne sont pas répartis de facon homogene dans I'échantillon
- la mauvaise hybridation des amorces et/ ou des sondes (variabilité génétique
des virus a ARN)
- le caractere inhibiteur de I'échantillon (prélevement de sang sur héparine par
exemple)
- les problémes liés au manipulateur (lors de la distribution des extraits d'acides
nucléiques). (4)
- Facteurs de risque de faux positifs.
Les facteurs de risque de faux positifs sont :
- une contamination inter-échantillons ou a partir d'amplicons (locaux, réactifs,
personnel)
- une amplification non spécifique (notamment lors de l'utilisation d'amorces
dégénérées). (4)
- Autres risques.
Il existe d'autres risques d'erreur dans l'interprétation :
- la qualité des séquences des génomes des agents infectieux déposées dans les
banques de données permet de minimiser ce risque d'erreur
- la persistance possible d'acides nucléiques d'agent infectieux au sein des tissus
en l'absence de signes cliniques, ou a l'issue d'un traitement efficace.
L'évolution vers une approche PCR en temps réel a permis de réduire les risques
cités et d'accroitre la sensibilité de la détection d'agents pathogénes au sein

d'un échantillon clinique. (4)
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Les pneumonies acquises sous ventilation mécanique (PAVM) constituent une
complication fréquente et grave en réanimation pédiatrique, grevée d’une morbidité, d’une
mortalité et d’un colt de soins significatifs. Un diagnostic retardé et le retard subséquent dans
I'initiation d'une thérapie appropriée peuvent étre associés a des résultats moins bons, d'autre
part, un diagnostic incorrect peut entrainer un traitement inutile et des complications
ultérieures liées a la thérapie.

Dans ce contexte, l'introduction du diagnostic syndromique par PCR multiplex
représente une avancée majeure. Ce travail a permis de démontrer son apport déterminant
dans l'identification rapide des pathogénes impliqués dans les PAVM, y compris les
coinfections et les genes de résistance. Avec un taux de positivité élevé (88 %) et un impact
clinique tangible sur les décisions thérapeutiques (escalade, désescalade, ou maintien de
I'antibiothérapie), la PCR syndromique s'impose comme un outil complémentaire aux
méthodes classiques.

Bien que certaines limites existent, notamment I'interprétation des résultats et I'absence
de certains pathogénes dans le panel, la PCR syndromique permet de rationaliser les
prescriptions antibiotiques, de limiter '’émergence des résistances, et d’améliorer la qualité
des soins en réanimation pédiatrique.

Ainsi, I'intégration raisonnée de cette technologie dans les protocoles diagnostiques des
PAVM doit étre encouragée, tout en maintenant une corrélation étroite avec les données

cliniques et les résultats conventionnels.
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RESUME

Les pneumonies acquises sous ventilation mécanique (PAVM) constituent une
complication infectieuse fréquente et grave chez les patients en réanimation, en particulier en
pédiatrie. Ces infections nosocomiales apparaissent 48 heures ou plus apres I’initiation de la
ventilation assistée et sont responsables d’un taux significatif de morbidité et de mortalité.
Malgré les progrées thérapeutiques et les mesures de prévention, la résistance croissante des
pathogenes aux antibiotiques complique leur prise en charge.

Cette étude prospective descriptive, menée sur deux ans (2023-2024) au service de
réanimation pédiatrique du CHU Mohammed VI de Marrakech, vise a évaluer I'impact du
diagnostic moléculaire syndromique, basé sur la PCR multiplex FilmArray, dans la prise en
charge des PAVM chez I’enfant.

Les critéres d’inclusion concernaient les patients présentant une suspicion clinique de
PAVM et ayant bénéficié d’un prélévement respiratoire profond pour la réalisation d’une PCR.
Les données cliniques, microbiologiques et thérapeutiques ont été recueillies et analysées afin
de déterminer le profil épidémiologique, bactériologique, et I'impact clinique de la PCR sur
I’antibiothérapie.

L’étude a inclus 41 enfants, principalement des nourrissons (66 %), avec un age médian
de 7 ans. Le motif d’hospitalisation le plus fréquent était la détresse respiratoire aigué (47 %).
L’indication principale de la PCR était I’aggravation clinique (59 %).

La PCR respiratoire a permis d’identifier au moins un agent pathogéne dans 88 % des
cas. L’étiologie était majoritairement bactérienne (58 %), suivie de coinfections bactéries-virus
(28 %) et d’infections purement virales (14 %). Les pathogénes les plus fréquemment retrouvés
étaient Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, et le rhinovirus. Par ailleurs, des
genes de résistance (notamment CTX-M, NDM) ont été détectés chez 39 % des enfants
présentant une infection bactérienne.

Sur le plan thérapeutique, I'antibiothérapie initiale était probabiliste chez tous les

patients, avec une prédominance des carbapénémes et de I'amoxicilline-acide clavulanique.
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Aprés obtention des résultats de la PCR, une escalade thérapeutique a été nécessaire dans 51
% des cas, un maintien du traitement initial dans 32 %, et une désescalade dans 17 %. La PCR
a ainsi permis une adaptation plus ciblée du traitement, réduisant potentiellement I’exposition
aux antibiotiques a large spectre et favorisant une meilleure prise en charge.

Les résultats mettent en évidence I'intérét majeur de la PCR multiplex dans le diagnostic
rapide et précis des PAVM, particulierement en pédiatrie ou les signes cliniques sont souvent
peu spécifiques. Elle permet une détection simultanée de multiples pathogenes et genes de
résistance, contribuant a un ajustement précoce et pertinent de I’antibiothérapie. Toutefois,
ses limites incluent I'interprétation parfois difficile des coinfections et la non détection de
certaines bactéries hors panel.

Le diagnostic syndromique par PCR multiplex représente une avancée notable dans la
gestion des PAVM en réanimation pédiatrique. Il améliore la documentation microbiologique,
optimise les décisions thérapeutiques et peut contribuer a limiter la progression de
I’antibiorésistance. Son intégration dans I’algorithme diagnostique standard, en complément
des méthodes conventionnelles, semble donc pertinente. Des études complémentaires sont

toutefois nécessaires pour évaluer son impact a plus large échelle.
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Abstract

Ventilator-associated pneumonia (VAP) is a common and serious infectious complication
in intensive care patients, particularly in pediatrics. These nosocomial infections occur 48
hours or more after the initiation of mechanical ventilation and are associated with significant
morbidity and mortality. Despite therapeutic advances and preventive measures, the
increasing resistance of pathogens to antibiotics complicates their management.

This prospective descriptive study, conducted over two years (2023-2024) in the
pediatric intensive care unit of Mohammed VI University Hospital in Marrakech, aims to assess
the impact of syndromic molecular diagnosis, based on the FilmArray multiplex PCR system,
in the management of pediatric VAP.

Inclusion criteria involved patients with clinically suspected VAP who underwent deep
respiratory sampling for PCR testing. Clinical, microbiological, and therapeutic data were
collected and analyzed to determine the epidemiological and bacteriological profile, as well as
the clinical impact of PCR on antibiotic therapy.

The study included 41 children, mainly infants (66%), with a median age of 7 years. The
most common reason for hospitalization was acute respiratory distress (47%). The main
indication for PCR testing was clinical deterioration (59%).

Respiratory PCR identified at least one pathogen in 88% of cases. The etiology was
predominantly bacterial (58%), followed by bacterial-viral co-infections (28%) and purely viral
infections (14%). The most frequently identified pathogens were Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, and rhinovirus. Additionally, resistance genes (notably CTX-M,
NDM) were detected in 39% of children with bacterial infections.

Therapeutically, initial antibiotic treatment was empirical for all patients, with a
predominance of carbapenems and amoxicillin-clavulanic acid. After obtaining PCR results,
therapeutic escalation was necessary in 51% of cases, maintenance of initial treatment in 32%,

and de-escalation in 17%. Thus, PCR enabled more targeted treatment adjustments,
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potentially reducing exposure to broad-spectrum antibiotics and improving overall
management.

The results highlight the significant value of multiplex PCR in the rapid and accurate
diagnosis of VAP, especially in pediatrics where clinical signs are often non-specific. It allows
simultaneous detection of multiple pathogens and resistance genes, contributing to earlier
and more appropriate antibiotic adjustments. However, limitations include the sometimes
challenging interpretation of co-infections and the inability to detect bacteria outside the
panel.

Syndromic diagnosis using multiplex PCR represents a notable advancement in the
management of pediatric VAP. It enhances microbiological documentation, optimizes
therapeutic decisions, and may help limit the spread of antibiotic resistance. Its integration
into the standard diagnostic algorithm, as a complement to conventional methods, appears

relevant. Further studies are needed to evaluate its broader impact.
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