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1. Geénéralités sur les infections nosocomiales dans les
services de réanimation en France

Une infection nosocomiale (IN) se définit par I'apparition d'une infection au minimum 48
heures apres le début de I'hospitalisation. Ce délai d'apparition des symptomes de 48 heures
varie en fonction des pays et correspond au temps d‘incubation de I'agent pathogéne présent
initialement dans I'écologie hospitaliere.

Les données de I'enquéte nationale de prévalence des infections nosocomiales effectuée en
France en mai-juin 2017 (« Enquéte nationale de prévalence des infections nosocomiales et
des traitements anti-infectieux en établissements de santé, France, mai-juin 2017 » 2017),
révelent qu’un patient hospitalisé sur vingt développe une infection nosocomiale et prés d’un
patient sur sept regoit un traitement antibiotique. Les patients développant une infection
nosocomiale sont a risque accru de complications infectieuses par rapport a la population
générale, de par leur age (plus de la moitié a plus de 65 ans), de leur comorbidité (un
patient sur dix présente une immunodépression) mais aussi des actes médicaux effectués
(un patient sur six a bénéficié d'une intervention chirurgicale et un patient sur trois est
exposé a au moins un dispositif invasif : cathéter vasculaire, sonde urinaire ou ventilation
mécanique).

Les sites d'infections nosocomiales sont, par ordre de fréquence, les infections urinaires
(environ 25% des IN) suivies des infections sur site opératoire (16% des IN), les

pneumonies (16% des IN) et les bactériémies (10% des IN).

Les services de réanimation sont les plus impactés par les infections nosocomiales puisque
la prévalence d'IN est d’environ 24% pour une prévalence globale d’environ 5% (« Enquéte
nationale de prévalence des infections nosocomiales et des traitements anti-infectieux en
établissements de santé, France, mai-juin 2017 » 2017). En effet, les patients hospitalisés en
réanimation présentent des risques accrus de développer une IN par deux catégories de
facteurs. Les facteurs endogenes sont propres au patient de réanimation
(immunodépression, défaillances viscérales, pathologies chroniques sous-jacentes) qui font
le lit du développement d'une IN. Les facteurs exogénes comme la mise en place de
dispositifs respiratoires, de cathéters vasculaires et des sondes urinaires sont des dispositifs
invasifs.

Les données de la surveillance des infections nosocomiales en réanimation effectuée 2015

par le réseau Réa-Raisin (Raisin 2017), rapportent qu’un patient sur dix a présenté une IN



(hors infection urinaire). Parmi ces IN, les pneumonies sont les sites les plus fréquemment
observés (8%), suivies des bactériémies (3.6%) et des infections/bactériémies liées aux
cathéters veineux centraux (1%). Dans prés de 90% des cas la pneumopathie est associée a

I'intubation.



2. Les pneumonies acquises sous ventilation mécanique
(PAVM)

2.1. Définition et Physiopathologie

2.1.1. Définition

Les pneumonies acquises sous ventilation mécanique (PAVM) correspondent a I'apparition
d’'une infection du parenchyme pulmonaire au minimum 48 heures aprés lintubation
(American Thoracic Society 2005). Elles représentent approximativement 90% des
pneumonies nosocomiales en réanimations. En effet, le risque de pneumopathie est multiplié

par 6 a 20 par cette méme ventilation mécanique (Sandiumenge et al. 2003).

2.1.2. Physiopathologie
a) Physiologie des défenses des voies aériennes contre des agents infectieux

La flore buccale chez les non-fumeurs est constituée a majorité de Streptocoques a-
hémolyitques dont le pneumocoque, d’Haemophilus influenzae, de cocci Gram négatif tels
que Neisseria sp., Branhamella sp. et de bactéries anaérobies constituant la flore de Veillon.

Sous la glotte, les voies aériennes sont normalement stériles (Laurenzi, Potter, et Kass

1961). Ceci est d{i a plusieurs moyens de défense contre les microorganismes (tableau 1).

Moyen de défense contre les microorganismes
Réflexe contre la toux
Mucus
Clairance mucociliaire
Macrophages alvéolaires
Leucocytes
Immunoglobulines
Complément
Lactoferrine
Membrane basale

Tableau 1 : Moyen de défenses des voies respiratoires contre les microorganismes. (Mason et
Nelson 1992; Zhang et al. 2000)



b) Physiopathologie des PAVM

Lorsque qu’un patient est hospitalisé en réanimation, sa flore buccale est rapidement
modifiée au profit de bactéries comme des entérobactéries, ou bien Staphylococcus aureus
(Scannapieco, Stewart, et Mylotte 1992).

Le mode principal de colonisation bactérienne des voies aériennes basses est par un
mécanisme endogéne. En effet, lors de l'intubation, les tuyaux nécessaires a la ventilation du
patient entrainent une irritation de I'épithélium pharyngé ce qui altére la clairance muco-
ciliaire.

Les patients intubés sont sédatés voire curarisés ce qui abolit le réflexe de toux.

De plus, méme si le ballonnet est convenablement pressurisé, il existe une jonction directe
entre les voies aériennes supérieures, non stériles, et les voies aériennes inférieures stériles.
Ces trois parametres rendent possible une colonisation bactérienne, trachéale puis des voies
aériennes distales (de Latorre et al. 1995; Ewig et al. 1999). Un mode de contamination par
aspiration de germes directement en provenance des tubulures par une contamination
exogene demeure rare (figure 1) (Estes et Meduri 1995; Jongerden et al. 2011).

Tous les patients colonisés ne feront pas un épisode de PAVM. Des facteurs liés a I'hote tels
que |'age, le sexe, une immunodépression sous-jacente, un choc ou une chirurgie, altérent

les moyens de controler cette colonisation.

Colonisation
pharyngée

Moyers ce / .
‘ s ( Origine Endogéne

Le plus fréquent

coemisaon ' - Germe de la Flore
buccale/pharyngée voire

cesophagienne.

Figure 1 : Physiopathologie des PAVM



2.2. Epidémiologie et impact des PAVM

Il est estimé que 9 a 27 % des patients intubés développeront une PAVM (D. Koulenti,
Tsigou, et Rello 2017). L'incidence précise est difficile a établir devant I'hétérogénéité des
criteres diagnostiques employés dans les études. Elle est de 18,3 PAVM / 1000 jours de
ventilation mécanique dans la cohorte de Koulenti et al. (D. Koulenti, Tsigou, et Rello 2017),
tandis que le réseau de surveillance des infections nosocomiales en réanimation (REA-
RAISIN) rapporte une incidence de 15,1 pour 1000 jours de ventilation en France en 2015
(Raisin 2017). Durant la période de ventilation mécanique, le risque de développer une PAVM
n‘est pas linéaire. De 3% par jour les cing premiers jours, il diminue puis stagne a 1% par
jour au-dela de la deuxiéme semaine de ventilation (American Thoracic Society 2005).

De nombreux articles rapportent une augmentation de la mortalité liée aux PAVM. Il est
cependant difficile de savoir si cette surmortalité est le fait d'une pneumonie ou si cette
derniere n'est que le reflet de la gravité de la pathologie ainsi que du terrain sous-jacent.
L'’American Thoracic Society (ATS) évalue la mortalité directement attribuable a une PAVM
dans une fourchette de 20 a 30% (American Thoracic Society 2005). Dans I'étude
observationnelle européenne de Koulenti et al., les 465 patients développant une PAVM
présentaient une surmortalité de 12% par rapport aux patients ne présentant pas de PAVM
(D. Koulenti, Tsigou, et Rello 2017). En partant de la base OUTCOMEREA constituée de 4500
patients, Bekaert et al. montrent une mortalité attribuable a la PAVM d’environ 4,4% au
30°™ jour d'intubation et 5,9% au 60°™ jour (Bekaert et al. 2011). Dans une méta-analyse
portant sur 6284 patients, Melsen et al. rapportent une mortalité globale attribuable aux
PAVM de 13%. Ils montrent également une corrélation étroite entre la mortalité attribuable

et la durée de ventilation (Melsen et al. 2013).

La survenue d'une PAVM allonge les durées de ventilation mécanique (21,8 contre 10,3
jours), de séjour en réanimation (20,5 contre 11,6) ainsi que d’'hospitalisation (32.6 contre
19,5 jours, p<0.001) (Kollef, Hamilton, et Ernst 2012). Ces allongements de temps de
ventilation et de séjour aboutissent a un surcolt évalué, a partir d’'une cohorte de plus de
88 000 patients aux Etats-Unis, a prés de 40 000 dollars par patient par rapport a un groupe
controle (p<0,001) (Kollef, Hamilton, et Ernst 2012). Méme si ces chiffres, portant sur des
réanimations nord-américaines, ne peuvent étre transposés tels quels dans les réanimations

frangaises, ils témoignent néanmoins d’un réel impact économique de ces infections.



3. Diagnostic des PAVM

Le diagnostic de référence - I'analyse histopathologique du parenchyme pulmonaire n’est pas
applicable en routine. Le diagnostic des PAVM est donc basé, en pratique clinique, sur un

faisceau de critéres cliniques, radiologiques et biologiques.

3.1. Place des scores de diagnostic

Les signes cliniques sont nombreux bien que peu spécifiques pris isolément. Ils peuvent
comporter : une température élevée, des aspirations trachéales abondantes et purulentes,
une dégradation de I'hématose et/ou de la mécanique ventilatoire, la présence d'un foyer
auscultatoire. L'association a une hyperleucocytose et a une anomalie a la radiographie du
thorax, rend le diagnostic probable.

Au début des années 1990, Pugin et al. ont établi un score diagnostic nommé CPIS (Clinical
Pulmonary Infection Score) (Pugin et al. 1991). Ce score modifié en 2002 en omettant la
culture semi-quantitative des sécrétions trachéales (Luna et al. 2003) (tableau 2), attribue
une pondération aux différents signes cliniques afin d’optimiser le diagnostic des PAVM et de
réserver |'introduction d’une antibiothérapie aux patients ayant un score supérieur a 6. La
performance du (CPIS) dans le diagnostic de la pneumonie dépend du comparateur utilisé.
Ses sensibilité et spécificité varient de 60 a 80 % par comparaison a des prélevements
bactériologiques obtenus par un lavage broncho-alvéolaire (Pugin et al. 1991; Schurink et al.
2004).

La variation du CPIS au cours du temps a montré une certaine utilité dans le suivi de
I'évolution de la pneumonie (Luna et al. 2003) et dans la désescalade antibiotique (Singh et
al. 2000 ; Luyt, Chastre, et Fagon 2004). En revanche, le CPIS initial n'a que peu d'utilité
pour le pronostic du patient en comparaison aux scores de gravité (Larsson, Itenov, et Bestle
2017).

Afin d’'harmoniser la surveillance des PAVM, le Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) associé au National Healthcare Safety Network (NHSN) a développé, en 2013, un
nouvel algorithme de diagnostic rétrospectif, basé sur des critéres plus objectifs,
reproductibles, et potentiellement automatisables. Cependant, les études de validation de

I"algorithme ne permettent pas d’utiliser ce score en pratique courante pour la surveillance et



le diagnostic des PAVM (Boyer et al. 2015; Klein Klouwenberg et al. 2014; Lilly et al. 2014;
Muscedere et al. 2013).

Parametre Valeur Points
> 36.5and < 354 0
Température (°C) > 38.5and < 38.9 1
> 39.0 and < 36.0 2
Leucocytes sanguins par >4 and <11 0
mm? <4or<11 1
Peu abondant 0
o ) Modérément abondant 1
Secretions tracheales
Abondant 2
Purulent +1
o _ > 240 ou présence d'un
Oxygenation Pa0y/FiO,, 0
SDRA
mmHg 1
< 240 et absence de SDRA
Pas d'infiltrat 0
Radiographie thoracique Infiltrat diffus 1
Infiltrat localisé 2

Tableau 2 : Score CPIS modifié.

3.2. Deux approches du diagnostic bactériologique

La documentation bactériologique est un élément essentiel dans le diagnostic et la prise en
charge du patient atteint de PAVM. Deux approches existent concernant le choix de

I"échantillon pour I'analyse bactériologique.



3.2.1. Approche non invasive

La premiére approche est dite « non invasive » puisqu’elle qui repose sur l'association de
critéres cliniques ainsi que d'une culture semi-quantitative d’aspirations trachéales (avec un
seuil de significativité & 10> UFC/ml). Dans la cohorte EU-VAP/CAP, |aspiration trachéale est
le prélevement privilégié dans 52% des 825 cas (D. Koulenti, Tsigou, et Rello 2017;
Despoina Koulenti et al. 2009). L'Infectious diseases society of America (IDSA) recommande
d’employer des méthodes non-invasives avec cultures semi-quantitatives pour le diagnostic
des PAVM (Kalil et al. 2016).

3.2.2. Approche invasive

La deuxieme approche repose sur la réalisation de prélevements distaux ciblés par
fibroscopie. Il s'agit principalement de lavages broncho-alvéolaires (LBA) avec un seuil de
significativité & 10* UFC/ml. Pour augmenter la qualité du prélévement, il est recommandé
d'utiliser un volume de lavage suffisant (environ 120 ml) et de jeter le premier aliquot
récupéré afin d'éviter une contamination du prélévement. Les recommandations européennes
pour la prise en charge des PAVM sont de privilégier les prélevements invasifs (Torres et al.
2017).

3.2.3. Comparaison des deux approches

Les approches invasives et non invasives apportent une sensibilité et une spécificité
comparables (tableau 3). La recherche de germes ainsi que le compte de cellules infectées
par coloration de Gram et la formule leucocytaire par coloration de May-Glinwald-Giemsa
(MGG) permettent aux prélevements invasifs comme les LBA d'apporter une information
supplémentaire augmentant la valeur prédictive positive de I'examen direct (Timsit et al.
2001; Veber et al. 2000; Jaeger et al. 1999).

L'aspiration trachéale, beaucoup plus facile a réaliser et nécessitant moins de matériels que
les méthodes invasives, bénéficie d'une trés bonne sensibilité. L'examen direct de ce
prélevement lui confére une bonne valeur prédictive négative (VPN), peu influencé par un

traitement antibiotique préalable selon Blot et al. (Blot et al. 2012).



Type de préléevement Sensibilité Spécificité

Aspiration trachéale qualitative (57% - 88%) (14% - 33%)
Aspiration trachéale 76 +/- 9% 75 +/-28%
quantitative > 10° UFC/mL
Prélevement distal protégé (63% - 100%) (66% - 96%)
>10° UFC/mL
LBA sous fibroscopie > 10* 73 +/- 18% 82 +/- 19%
UFC/mL

Tableau 3: Sensibilité et spécificité des prélevements a visée diagnostique des PAVM

(American Thoracic Society 2005; Francioli et al. 1997).

Plusieurs études ont tenté de comparer les deux approches. Au début du XXeme siecle,
Fagon et al. ont rapporté une supériorité de I'approche invasive, diminuant la mortalité ainsi
que la consommation d‘antibiotiques (Fagon et al. 2000). A l'inverse, une méta-analyse na
pas permis de trouver une différence significative sur la mortalité et sur la consommation
d’antibiotiques entre les cultures quantitatives et qualitatives, mais aussi entre les stratégies

invasives et non invasives (Berton, Kalil, et Teixeira 2014).
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4. Bactériologie des PAVM

Traditionnellement (Trouillet et al. 1998), les PAVM a début précoce (2 a 4 jours apres la
ventilation) sont associées a une plus grande proportion de germes habituellement
communautaires tels Staphylococcus aureus sensibles a la méticilline, Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae/Moraxella catharralis, et une plus faible fréquence
Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa. Les PAVM tardives (plus de 5 jours
d'intubation) sont associées a une plus grande diversité de germes avec notamment des
bactéries multi-résistantes (BMR) telles que Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
(SARM), Pseudomonas aeruginosa résistant a la ceftazidime et/ou a l'imipénéme et d'autres
bactéries non fermentantes comme Acinetobacter baumanii et Stenotrophomonas
maltophilia. Enfin des entérobactéries multi-résistantes productrices de PB-lactamases a

spectre élargi (BLSE) voire des carbapénemases peuvent étre impliquées dans les PAVM.

Bactéries, % PAVM précoce (<5 PAVM tardive (>5
jours) jours)
Staphylococcus aureus meticillino sensible 27.6 % 11.4 %
Staphylococcus aureus meticillino-résistant 12.4 % 16.1 %
Pseudomonas aeruginosa 17.9 % 26.1 %
Acinetobacter baumanii 11.0 % 26.5 %
Enterobactéries 42.1 % 43.6 %
Haemophilus influenzae / Brannhamella 13.8 % 3.8 %

catarrhalis

Streptococcus pneumoniae 9.0 % 2.4 %
autre 6.9 % 6.2 %
Culture polymicrobienne 34.5 % 30.3 %

Tableau 4: Germes isolés chez des patients atteints de PAVM précoces et PAVM tardive

D'aprés Koulenti et al. (D. Koulenti, Tsigou, et Rello 2017).
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Bactérie n (%)

Cocci a Streptococcus pneumoniae 45 (5,2)
Gram positif Staphylococcus aureus sensible a la méticilline 84 (9,7)
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) 49 (5,6)
Staphylocoque a coagulase négative (SCN) 32 (3,7)
Enterococcus sp. 7 (0,8)
Autre streptocoques 27 (3,1)
Pseudomonas aeruginosa 227 (26,2)
Bacilles a Escherichia coli 66 (7,6)
Gram Haemophilus influenzae 63 (7,3)
négatifs Klebsiella sp. 38 (4,4)
Enterobacter sp. 37 (4,3)
Stenotrophomonas maltophilia 35 (4,0)
Acinetobacter sp. 24 (8,2)
Citrobacter freundii 16 (2,4)
Serratia marcescens 21 (2,4)
Proteus mirabilis 14 (1,6)
Morganella morganii 13 (1,5)
autre 70 (8,1)

Tableau 5: Principaux germes retrouvés au cours des PAVM sur les 868 bactéries isolées lors
de la cohorte Outcomrea (1997-2008). D'apres Bekaert et al. (Bekaert et al. 2011)

Les bactéries les plus fréquemment isolées dans les PAVM en Europe sont les
entérobactéries, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter
baumannii (D. Koulenti, Tsigou, et Rello 2017; Bekaert et al. 2011). (Tableau 4 et 5).
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5. Prise en charge des PAVM

Devant une suspicion de PAVM, l'introduction d'une antibiothérapie probabiliste est capitale,
I"évolution clinique favorable étant liée a la précocité de mise en route du traitement (Kuti,
Patel, et Coleman 2008).

Des études ont montré que l'initiation d’une antibiothérapie probabiliste précoce conditionne
le bon pronostic d’'une PAVM (Iregui et al. 2002). Cependant l'initiation d’'une antibiothérapie
probabiliste est a mettre en balance avec I'utilisation d’antibiotiques a large spectre, ayant
une influence sur I'écologie bactérienne (sélection de bactéries multi-résistantes) (Iregui et
al. 2002).

Il est admis que la désescalade du spectre de I'antibiothérapie est cruciale pour limiter
I'émergence d’agents pathogenes résistants aux antibiotiques (Kollef 2008). Des études ont
montré I'impact positif d’'un rendu de résultat rapide pour les prélevements bactériologiques

sur la désescalade thérapeutique (Jamal et al. 2014; Pailhories et al. 2014).

Le choix de I'antibiothérapie probabiliste, initiale se fait en tenant compte de 3 critéres clés :
les facteurs de risque de BMR liés au patient, la gravité du tableau clinique et I'épidémiologie

bactérienne locale. Il existe plusieurs recommandations en fonctions des pays (tableau 6,8 et

figure 2).
Antibiothérapie couvrant le Antibiothérapie anti Antibiothérapie anti
SARM pseudomonas : B-lactamines pseudomonas : autre classe
d’antibiotique
Vancomycine Piperacilline - tazobactam Ciprofloxacine
Ou Ou Levofloxacine
Linézolide Cefepime Ou
Ceftazidime Amikacine
Ou Gentamicine
Imipénéme Tobramycine
Meropéneme Ou
Ou Colistine
Aztréonam

Tableau 6: Antibiothérapie probabiliste adapté des recommandations de I'IDSA (Kalil et al.
2016).
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Les recommandations américaines encouragent |‘utilisation systématique d'une
antibiothérapie active contre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et d’autre
bacille a Gram négatifs par une monothérapie avec une B-lactamine ou une fluoroquinolone
(tableau 6). L'utilisation d’'un antibiotique actif contre le SARM sera réservée uniquement
chez des patients hospitalisés dans des services de réanimation dont leur taux de SARM est
supérieur a 10% des S.aureus isolés. L'utilisation d’une bithérapie (une B-lactamine associée
a une fluoroguinolone ou a un aminoside) contre Pseudomonas sp. n'est recommandée que
pour les patients présentant au moins un facteur de risque de BMR (tableau 7) ou lorsque le
pourcentage de résistance des bacilles a Gram négatif isolés dans le service aux antibiotiques

couramment utilisés en monothérapie est supérieur a 10%.

Facteurs de risques de BMR
Antibiothérapie IV dans les 90 jours avant I'épisode
Choc septique
SDRA avant |'épisode
Plus de 5 jours d’hospitalisation

Prise en charge d’une insuffisance rénale aiglie

Tableau 7 : Facteurs de risque de BMR d'apres les recommandations de I'IDSA

Pour le choix de I'antibiothérapie probabiliste, les recommandations européennes (Torres et
al. 2017) considerent qu'il est nécessaire, dans un premier temps, d'évaluer les facteurs de
risque de BMR. Ces facteurs de risques sont définis par : une hospitalisation dans un service
avec un taux de BMR élevé (>25%), une antibiothérapie récente, une hospitalisation
prolongée récente (>5 jours d’hospitalisation) et/ou une colonisation par une BMR. Elles
recommandent aussi |'évaluation du risque de mortalité. En effet un risque de mortalité
<15% est associé a de meilleurs résultats cliniques, en utilisant une monothérapie pour le

traitement d'une infection grave (Kumar et al. 2010).

Enfin, la société francaise d'anesthésie et de réanimation (SFAR) a adapté les

recommandations européennes en 2018 (tableau 8) (Leone et al. 2018).
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Les recommandations ameéricaines, européennes et francaises different dans leur

présentation mais fournissent des orientations similaires avec un accent mis sur |'utilisation

d'une monothérapie en absence de facteurs de risques.

Evaluer les facteurs
de risque de BMR et
de mortalité

Facteur de risque de
BMR et de mortalité

Risque élevé de
BMR et/ou risque

faible de mortalité > 15%

monothérapie:
ertapéneme, Absence de choc
ceftriaxone, septique
cefotaxime,
moxifloxacine ou
levofloxacine.

Monothérapie contre les
bactéries a Gram négatif
(ie acitf sur plus de 90%
des Gram négatifs du
service). +
antibiothérapie anti
SARM

Par exemple: Imipéneme,
céfépime,
piperacilline/tazobactam,
levofloxacine ou
ceftazidime.  Linézolide

Oou vancomycine.

Présence d'un choc
septique

Bithérapie anti
pseudomonas
antibiothérapie anti
SARM

Par exemple: Une béta-
lactamine comme Céfépime,
piperacilline/tazobactam ou
ceftazidime + Une quinolone

(levofloxacine, ciprofloxacine)
ou un aminoside (amikacine,
gentamicine)

Figure 2 : Algorithme d'antibiothérapie probabiliste, adapté des recommandations

européenne (Torres et al. 2017).
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Cadre nosologique

Pneumonie précoce < 5 jours
En absence de choc septique ou de
facteurs de risque de BMR

Pneumonie précoce < 5 jours
Et choc septique en absence de
facteurs de risque de BMR

Pneumonie tardive 2 5 jours
Ou autre facteur de risque de BMR
ou de bacilles Gram négatif non
fermentants

Facteurs de risque de SARM

Classe thérapeutique

Béta-lactamine inactive contre
Pseudomonas aeruginosa

Béta-lactamine inactive contre
Pseudomonas aeruginosa
+
Aminoside
Ou
Fluoroquinolone

Béta-lactamine active contre
Pseudomonas aeruginosa
+
Aminoside
Ou
Fluoroquinolone

Ajout d’un antibiotique actif contre

le SARM

Antibiotique

Amoxicilline/Acide clavulanique
Ou
Cefotaxime
Ou
Levofloxacine
Amoxicilline/Acide clavulanique
Ou
Cefotaxime
+
Gentamicine ou Amikacine ou
Tobramycine
Ou
Levofloxacine ou ofloxacine

Ceftazidime
Ou
Céfépime
Ou
Pipéracilline-tazobactam
Ou
Méropéneme
+
Amikacine
Ou
Ciprofloxacine
Vancomycine
Ou
Linézolide

Tableau 8: antibiothérapie probabiliste des PAVM, d'aprés les recommandations de la SFAR

(Leone et al. 2018).

L'antibiothérapie devra ensuite étre réévaluée apres les résultats des cultures et des

antibiogrammes des prélévements respiratoires (Kalil et al. 2016; Torres et al. 2017; Leone

et al. 2018). La durée totale de I'antibiothérapie recommandée est de 7 jours (Leone et al.

2018; Torres et al. 2017; Kalil et al. 2016).
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6. Prévention des PAVM

De nombreux facteurs de risque de PAVM liés a la physiopathologie de l'infection ont été
identifiés. Un certain nombre d’études ont évalué des mesures de prévention. Parmi ces
mesures il est important de citer 'utilisation de gants et de casaques ainsi que I'hygiene des
mains. Concernant la ventilation mécanique, I'usage unique des circuits est de rigueur. Afin
d'éviter le risque d'inhalation, la position semi-assise est a privilégier et la pression du
ballonnet de la sonde d'intubation doit étre maintenue entre 25 et 30 cmH,0 (O'Grady,
Murray, et Ames 2012).
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7. Etat des lieux de I'approche syndromique dans le
diagnostic des PAVM

Depuis quelques années, de nouvelles méthodes dans le diagnostic en microbiologie se sont
développées par approche « syndromique ». Cette approche se base sur des techniques de
PCR multiplexes directement a partir d’'un échantillon.

Les panels utilisés sont élaborés en fonction du type de prélevement a analyser et avec une
approche probabiliste des agents responsables du syndrome. Par exemple, un panel destiné
au diagnostic des infections sexuellement transmissibles (IST) permettra d'identifier les
principaux agents pathogénes responsables d'une IST a partir d'un prélevement d'urine ou
urétraux ou vaginaux chez un patient présentant des symptomes typiques d'IST.

Cette approche permet un diagnostic rapide portant sur plusieurs agents pathogenes sur un
seul échantillon. Le fait que plusieurs types d'agents pathogénes soient identifiés permet un
rapprochement des disciplines (virologie, bactériologie et parasitologie-mycologie) au profit
du patient. De plus, certains panels incluent la détection de génes de résistance de bactéries

a des antibiotiques, enjeu majeur de santé publique au XXIéme siecle.

7.1. Approche syndromique dans les infections respiratoires

Il existe de nombreux fournisseur de trousses et d’automate pour le diagnostic des infections
respiratoires « hautes » ou des pneumopathies aigues communautaire avec des panels

essentiellement viraux.

Deux fournisseurs ont développé a ce jour un panel pour les infections respiratoire
« basses ». Il s'agit des systemes Curetis® Unyvero (Curetis, Holzgerlingen, Allemagne)
avec son panel LRT (Low Respiratory Tract infection) et FilmArray® BioFire avec le panel

pneumonie.

7.1.1. Curetis®

Le panel LRT du systeme Curetis® Unyvero a été approuvé par la Food and drug
Administration (FDA) en 2018 pour le diagnostic d'infection respiratoire basse a partir
d’aspirations endo-trachéales et de LBA. Le panel LRT se compose de 19 cibles bactériennes

et 10 marqueurs de résistance (Tableau 9). Il est important de noter qu'il s'agit uniquement
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d'un test qualitatif, il n'y a pas de quantification du ou des agents pathogénes identifiés.
Dans une revue des évaluations du panel LRT, Alby et al. (Alby et Mitchell 2018) rapportent
une sensibilité globale de 92,5% dans étude prospective. En 2014 Jamal et al. ont montré le
potentiel du panel LRT a partir d'aspirations trachéales et de LBA provenant de 49 patients.

Une concordance globale de 70% a été observée (Jamal et al. 2014).

7.1.2. FilmArray® Panel pneumonie

Le panel FilmArray® Pneumonia (FAPP) de BioFire Diagnostics (Salt Lake City, USA) a
récemment été autorisé par la FDA a étre utilisé pour le diagnostic des pneumopathies. Le
FAPP utilise la technique de PCR multiplexe nichée pour détecter les agents pathogénes
respiratoires bactériens et viraux courants. Il comprend également une sélection de genes de
résistance aux antibiotiques, tels que le gene mecA et les génes impliqués dans les
productions de BLSE et de carbapénemases (tableau 9). Le test peut étre utilisé a partir
d’expectorations, d’aspiration endotrachéales, ainsi que des liquides obtenus par endoscopie
comme les LBA. Sa capacité a fournir des résultats semi-quantitatifs est unique, bien que
cette quantification ne concerne qu'un sous-ensemble de cibles bactériennes (tableau 9).

Le concept derriére les résultats semi-quantitatifs se rapproche de la pratique de laboratoire
actuelle qui utilise une culture quantitative. La fonction semi-quantitative est obtenue en
utilisant un algorithme de « binning » basé sur la quantité relative d'amplicons de produits
de PCR cibles quantifiés en comparaison a une concentration connue d'un étalon interne. La
limite de quantification varie de <10* & > 10’ copies/ml, les valeurs inférieures a 103°
copies/ml étant considérées comme un résultat négatif. Ce seuil de négativité est a
rapprocher de celui de la culture conventionnelle quantitative de LBA, ou seules les colonies
ayant une numération > 10* UFC/ml sont considérées comme cliniquement significatives
(American Thoracic Society 2005). Les marqueurs de résistance ne sont rapportés que si
I'espece bactérienne qui peut héberger le gene de résistance est présente a une densité

supérieure au seuil.
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Systéme Echantillon
Expectoration
Curetis Aspiration
Unyvero trachéale
LBA
FilmArray Asplra,tlons
FAPP trachéales
LBA
FilmArray Non valide pour

les échantillons
respiratoires

BCID

Durée de

Bactéries détectées

technique

4 heures

1 heure

1 heure

Acinetobacter spp.
Chlamydophila pneumoniae
Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
complex
Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pnuemoniae
Klebsiella variicola
Legionella pneumophila
Moraxella catarrhalis
Morganella morganii
Mycoplasma pneumoniae
Proteus spp.
Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcescens
Stapylococcus aureus
Stenotrophomonas
maltophilia
Streptococcus pneumoniae
Acinetobacter calcoaceticus-
baumannii complex
Serratia marcescens
Proteus spp.
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Moraxella catarrhalis
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Streptococcus pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae
Legionella pneumophila
Mycoplasma pneumoniae
Chlamydia pneumoniae
Enterococcus sp.
Listeria monocytogenes
Staphylococcus sp.
Staphylococcus aureus
Streptococcus sp.
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus pneumoniae
Acinetobacter baumanii cplx.
Haemophilus influenzae
Neisseria meningitidis
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacteriaceae
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Proteus sp.
Serratia marcescens

Virus
détectés

Aucun

Influenza A
virus
Influenza B
virus
Respiratory
syncytial virus
Rhinovirus/en
terovirus
Human
metapneumov
irus
Parainfluenza
virus
Adenovirus
Coronavirus
Mers-Cov

Aucun

mecA
vanA/B
KPC

Génes de
résistances

KPC
NDM
Oxa-23
Oxa-24/40
Oxa-48
Oxa-58
VIM
CTX-M
mecA
TEM

Particularités

Semi
quantification

Identification de
levures du genre

Candida.

Tableau 9: comparaison des systemes de diagnostics rapides pour les infections respiratoires

basses
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7.1.3. FilmArray® Panel BCID

Le FilmArray® (BioMerieux, Marcy L'étoile, France) est un automate de PCR multiplexe, dont
le panel sanguin Blood Culture Identification (BCID) permet l'identification de 27 cibles (19
bactéries, 5 levures et 3 génes de résistance). La composition du panel FilmArray® BCID
(tableau 9) en fait un outil potentiellement utilisable dans le diagnostic des PAVM, pour
permettre une adaptation précoce de l'antibiothérapie. En effet les principales bactéries
rapportées comme responsables de PAVM que sont les entérobactéries, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Streptococcus pneumoniae et
Haemophilus influenzae, sont inclues dans le panel BCID.

L'objectif de ce travail était d'évaluer la performance du panel FilmArray® BCID pour le
diagnostic des pathogenes associés aux PAVM sur des liquides de lavages broncho-
alvéolaires (LBA) prélevés chez des patients hospitalisés dans deux services de réanimation
du CHU d’Angers.
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Abstract:

Ventilator-associated pneumonia are responsible for an increase in morbidity, mortality, and
prolonged hospital stay. A multiplex PCR kit such as the FilmArray® BCID panel could allow
early adaptation of antimicrobial therapy, which is crucial for clinical outcomes.

We tested the FilmArray® BCID panel on 50 bronchalveolar lavages (BALs), from patients
hospitalized in two intensive care units at the Angers university hospital, compared to the
conventional culture-based method.

The sensitivity and the specificity of the FilmArray® BCID panel were 67.2% and 98.9%
respectively. They were 88.6% and 98.3% respectively when considering BALs with a
positive culture > 10* CFU/mL, and 94.7% and 99.6% respectively if considering BALs with a
positive direct examination.

The study underlines the good performance of the FilmArray® BCID panel for BAL fluid
analysis. In case of positive direct examination, this test allows reliable results to be obtained

at an early stage.
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1. Introduction

Ventilator associated pneumonia (VAP) are the main cause of nosocomial infections in
intensive care units (ICU) in Europe (American Thoracic Society 2005; Melsen et al. 2013)
(European Centre for Disease Prevention and Control, 2018). They are responsible for an
increase in morbidity with longer hospital stays and have also been associated with an
additional financial charge evaluated at almost $40,000 per hospitalization in a group of
88,689 patients in the United States (Kollef, Hamilton, et Ernst 2012) In addition, this
disease is linked to an increase in mortality, with a reliable mortality varying from 13% to
30% according to studies (Kuti, Patel, et Coleman 2008; Iregui et al. 2002) (American
Thoracic Society, 2005; Melsen et al., 2013). Monitoring, diagnosis, prevention, and

treatment of VAP are therefore major challenges for treating patients in ICUs.

However, diagnosing VAP is difficult because the clinical signs (fever, change in tracheal
secretions, hyperleukocytosis...) are not specific. This means that bacteriological
documentation remains essential in order to support the diagnosis and optimize the
antimicrobial treatments. In effect, bacteriological analysis is a key element in aiming for
adapted antibiotic treatment. However, studies have shown that early introduction of
antibiotics determined the success of the treatment of pneumonia (Kuti, Patel, et Coleman
2008; Iregui et al. 2002). In addition, it has been shown that rapid results allow a de-
escalation in the antibiotics used to treat VAP (Pailhoriés et al., 2014) and also reduces the
use of antibiotics on a large scale (Kollef, 2008). The development of tools to provide a rapid
diagnosis of this disease, in comparison with slower conventional bacteriological culture
techniques (48-72 hours), may represent a new option to adapt a probabilistic antibiotic
treatment as soon as possible. For several years, the multiplex PCR techniques based on a
syndrome-specific approach brought about a revolution for the diagnosis in microbiology.
These commercial kits make it possible to simultaneously identify several infectious agents

(bacteria, yeast, viruses), but also certain resistance genes (Torres, 2016).

The impact of the multiplex PCR kits used on vials of positive blood cultures has been
assessed. Positive impacts of these PCR techniques were proven by the antimicrobial therapy
de-escalation in sepsis (Pardo et al. 2016; Banerjee et al. 2015). Good performances were

also observed with molecular techniques, such as the pneumonia panel in the Curetis®
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Unyvero System (Curetis, Holzgerlingen, Germany), for patients who were suspected of
having developed a VAP (Jamal et al. 2014).

FilmArray® (bioMerieux, Marcy L'Etoile, France) is an automated multiplex PCR system, in
which the blood culture identification (BCID) panel can identify 27 targets (19 bacteria, 5
yeasts and 3 resistance genes). The composition of the FilmArray® BCID panel could be
potentially usable in diagnosing VAP in about an hour, to allow an early adaptation of
antibiotic treatment. The main bacteria reported as being responsible for VAP
(Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumanii, Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenzae) are included in the BCID
panel.

The aim of this study is to evaluate the performance of the FilmArray® BCID panel in
diagnosing pathogens linked with VAP on bronchoalveolar lavage (BAL) liquids sampled from

patients hospitalized in two intensive care units at a university hospital.
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2. Material and Method

2.1. Type of study

This prospective, monocentric study has been approved by the ethics committee of the
Angers University Hospital (CHU Angers), France (approval no. 2017-61). An informative
letter about the study was given to the patient or a family member if the patient was unable

to read it.

2.2. Organization of the study

The study was carried out from December 2017 to April 2018 in the bacteriology laboratory
at Angers University Hospital. Fifty BALs intended for diagnosis were included. These were
collected beforehand in a medical intensive care unit (24 beds) and in a surgical intensive
care unit (12 beds). Patients who were eligible for the study had to be intubated and
ventilated for at least 48 hours. In addition, the rate of recovery of BALs (volume of saline
solution recovered/volume of saline instilled) had to be higher than 10%. Patients with a
tracheotomy and who are intubated in the long term were excluded from the study. During
the study, clinical and biological data, such as body temperature, number of leukocytes in
blood counts, the quantity and appearance of tracheal secretions, the arterial partial pressure
of 02 (Pa0;), and the fraction of inspired oxygen (FiO;), were collected. Thoracic imagery
reports were also taken into account. These data made it possible to establish the mCPIS
score defined by Luna et al. (Luna et al, 2003). Patients with a mCPIS score > 6 measured
on the day of the BAL sample were considered as being affected by VAP. Lastly, the other
data, such as the presence or absence of antibiotic treatment in the days preceding the BAL
sample, previous infection during the stay in the ICU, and the period between intubation and

the BAL sample, were also collected.

2.3. FilmArray® tests

A FilmArray® BCID test (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) was carried out as recommended
the with supplier instructions for blood cultures, using 200 pL of BAL fluid without

centrifugation or treatment.
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2.4. Conventional microbiological techniques

The conventional techniques include BAL culture, as well as a direct examination including a
Gram stain and a rapid May-Griinwald-Giemsa stain for bacteria and cytologic analysis (RAL
555, RAL-Diagnostics, Montillac, France). Conventional cultures were carried out by
inoculating a blood agar with added nalidixic acid and colistin (CNA, Oxoid, Dardilly, France)
incubated in anaerobiosis, a chocolate agar (CHOCV, Oxoid) incubated in an atmosphere
enriched with 5% CO2, and a chromogenic agar (UTI, Oxoid) incubated in aerobiosis. Several
dilutions of the sample, at 10!, 102 and 10, were performed for bacterial quantification
(CFU/mL). The cultures were interpreted following the recommendations of the European
Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases (https://www.escmid.org/). The
bacteria were identified by mass spectrometry (Vitek MS®, bioMérieux, Marcy [|'Etoile,
France). The antibiotic susceptibility tests were carried out by microdilutions in a liquid
environment (Vitek® 2) or by diffusion in an agar environment according to the variety
identified. The results of the antibiotic susceptibility tests were interpreted in accordance
with the recommendations of the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

(http://www.eucast.org/).

2.5. Analysis of the results

In this study, we compared exclusively the results concerning bacterial identifications. The
results showing a polymorphic flora, potentially a reflection of colonization, were interpreted
as negative. The results were compared at the species level; except for the results delivered
at the genus level by the FilmArray® BCID test (Enterococcus sp. and Proteus sp.).
Therefore, we limited our comparative analysis to 16 targets (analytes) per sample. A result
was considered as true positive (TP) or as true negative (TN) when it totally agreed with the
culture. A positive result obtained from the culture and not by the FilmArray® was
considered a false negative (FN). In contrast, a result obtained from the FilmArray and not
by the culture was considered a false positive (FP). All contradictory results were confirmed
by a new test carried out using the FilmArray® BCID. It should be noted that if resistance
genes were identified by the FilmArray®, a control was performed on the sample by using

the GenXpert® system (Cepheid, Sunnyvale, USA).
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The concordance between the two methods was investigated for all BAL fluids. Since the
usual positive threshold for the interpretation of BAL fluid cultures is 10* CFU/mL (American
Thoracic Society, 2005), we targeted the concordance analysis on BALs for which at least one
potentially pathogenic bacterium has been isolated in culture at a concentration greater than
or equal to this threshold. Finally, we examined the agreement by considering BAL fluids with
a positive direct examination. When a polymorphic flora without predominance of one or two
bacterial forms was observed, direct examination was considered negative because non-

contributory for the diagnosis.

2.6. Statistics

The data were collected by using EPI-INFO 7.2 software (Center for Disease Control, Atlanta,
USA). The statistical analyses (Cohen’s kappa test) were carried out on the Vassar Stats
website (http://vassarstats.net). A kappa coefficient between 0.81 and 1 indicated a very
strong agreement between the results of the culture and FilmArray®. A kappa coefficient
between 0.61 and 0.8 indicated a strong agreement between the two results. Conversely, a
kappa coefficient of < 0.61 meant that the two results were not sufficiently in agreement.

The sensitivity (Se) was calculated as 100* [TP/(TP + FN)] and the specificity (Sp) was
calculated as 100* [TN/(TN + FP)]. The positive predictive value (PPV) was calculated as
100*[TP/(TP + FP)]. The negative predictive value (NPV) was calculated as 100*[TN/(TN +

FN)]. The 95% confidence intervals were calculated according to the Wilson score method.
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3. Results

3.1. Study population

Forty-five patients were included in the study, corresponding to 50 BALs. Two BALs were
performed for three patients and three BALs for one patient. Twenty-five patients were
hospitalized in an intensive care unit and 20 were in a surgical intensive care unit. The
average age of the patients was 63 * 17 years old with a sex ratio (M/F) of 2.46. The most
frequent reasons for admission to the intensive care unit were acute respiratory distress
syndrome (ARDS) (31%), sepsis (11%), a neurological injury (11%), and multiple trauma
(9%). Sixteen (36%) patients had an extrapulmonary infection before their BAL sample.
Twenty (45%) patients included in the study had received antibiotic treatment in the three
days before the BAL sample. The average mCPIS score was 6.4 + 1.7 (extremes, 3 to 9).

The clinical data is presented in table 1.

Characteristics Mean Standard
deviation
Age (in years) 62.8 17.3
Sex ratio (M/F) 2.5
Time delay between mechanical ventilation and 1st 111

sampling (in days)

Antibiotic therapy during sampling (in percentage) 50
mCPIS 6.4 1.7
% BAL obtained 29.1

Table 1: Characteristics of the study population n = 45

3.2. Results obtained from culture and FilmArray® BCID

3.2.1. Culture
Of the 50 BALs analyzed for the study, 30 (60%) showed a positive direct examination as

well as an average percentage of infected cells of 6.5% (0% to 75%), of which 16 BALs

(32%) had more than 5% infected cells. Thirty-five BALs (70%) showed a positive culture
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including at least one pathogenic bacterium with a count in a range from 10? to more than
10® CFU/mL. Fifty-four bacteria were identified by using conventional cultures, including 33%
of Gram-positive bacteria with a predominance of Staphylococcus aureus (72%) and 67% of
Gram-negative bacteria with a predominance of Enterobacteriaceae (51%) and Pseudomonas
aeruginosa (30%). Only one strain of Staphylococcus aureus in the 13 isolated by culture
was resistant to methicillin. A strain of Klebsiella pneumoniae produced an extended-
spectrum beta-lactamase (ESBL) and a strain of Pseudomonas aeruginosa was resistant to

ceftazidime and susceptible to imipenem.

3.2.2. FilmArray®

The FilmArray® BCID panel test was positive for 34 (68%) of the 50 BALs analyzed, allowing
the identification of 44 bacteria: 39% of Gram-positive bacteria with a predominance of
Staphylococcus aureus (59%) and 61% of Gram-negative bacteria with Pseudomonas
aeruginosa (37%), Haemophilus influenzae (37%) and Enterobacteriaceae (26%). Three
mecA genes were detected by the FilmArray®. However, only one was confirmed by the

GenXpert® system.

3.2.3. Comparison

Overall, 800 analytes were tested on the 50 BALs (16 analytes per sample). Overall
agreement between the FilmArray® and conventional culture results was 96.6% (773/800).
For the FilmArray®, we observed an overall sensitivity of 67.2% (CI 95%: 53.5% - 78.6%),
as well as a specificity of 98.9% (CI 95%: 97.8% - 99.5%). Thirty-nine tests were positive
with the FilmArray and by culture. The overall PPV was 82.9% (CI 95%: 68.7% - 91.9%).
We observed 734 negative targets with the FilmArray®, corresponding to an absence of
growth by culture of bacteria corresponding to these targets. The overall NPV was 97.5% (CI
95%: 96.0% - 98.4%). The level of agreement between the results of the culture and
FilmArray® was considered to be good with a kappa coefficient of 0.73 (CI 95%: 0.63 -

0.82). The results of the overall comparison are presented in table 2.
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Pseudomonas
aeruginosa
Stenotrophomonas
maltophilia
Acinetobacter.
Haemophilus
influenzae

E coli

Hafnia alvei
Enterobacter
aerogenes
Enterobacter cloacae
Serratia marcescens

Klebsiella pneumoniae

Citrobacter freundii
Citrobacter koseri

Proteus mirabilis

Staphylococcus
aureus
Streptococcus
pneumoniae

Enterococcus sp

Culture

1

13

FilmArray
TP/(TP + FN)
10 10/11
0 0/2
0 0/1
10 4/4
3 3/5
0 0/1
0 0/3
0 0/1
0 0/1
2 2/2
0 0/2
0 0/1
2 2/3
10 10/13
6 4/4
1 1/1

Table 2: Performance of the FilmArray BCID compared to conventional cultures

Sensitivity

%

90.9

100

60

100

66.7

76.9

100

100

CISe

57.1-
99.5

39.6 -
100
17.0 -
100

19.8 -
100

12.5 -
98.2
46.0 -
93.8
39.6 -
100
5.5-100

Specificity

NN %

+ FP)

39/39 100
40/46  87.0
45/45 100
48/48 100
47/47 100
37/37 100
44/46  95.7
49/49 100

CISp

88.9 -
100

73.0 -
95.0
90.2 -
100

90.8 -
100

90.6 -
100
88.3 -
100
84 -
99.2
91.0 -
100

TP/(TP + FP)

10/10

4/10

3/3

2/2

2/2

10/10

4/6

1/1

PPV
%

10
0

10

10

10

10

66.

7
10
0

CIPPV

65.6 -
100

13.7 -
72.6
31.0 -
99.3

19.8 -
100

19.8 -
100
65.6 -
100
24.1 -
94.0
55-
100

TN/(TN + FN)

39/40

40/40

45/47

48/48

47/48

37/40

44/44

49/49

NPV

%

97.

5

10

95.

10

97.

92.

10

10

CINVP

85.3 -
99.9

89.1 -
100
84.3 -
99.3

90.8 -
100

87.5 -
99.9
78.5 -
98.0
90.0 -
100
91.0 -
100



By limiting the comparison of the two methods to BAL fluids with a culture greater than 10*
CFU/mL, , the overall agreement was 97.9% (783/800) with a sensitivity of 88.6% (CI 95%:
72.3% - 96.3%), a specificity of 98.3% (CI 95%: 97.0% - 99.1%), a PPV of 70.5% (CI
95%: 54.6% - 82.8%), and a NPV of 99.5% (CI 95%: 98.5% - 99.8%). A kappa coefficient
of 0.77 (CI 95%: 0.67 - 0.88) was obtained for the agreement between the conventional
cultures (bacteria > 10* UFC/mL) and the results of the FilmArray® BCID panel. The
sensitivity of identifications obtained for each bacteria was 100% if we do not take into
account the bacteria isolated in the culture but not included in the panel (three Citrobacter
sp. and one Acinetobacter radioresistans). The specificity of different bacterial identifications

varies between 87% (Haemophilus influenzae) and 100% (Klebsiella pneumoniae).

The results of the comparison, taking into consideration the threshold of > 10* CFU/mL, are
presented in table 3. Among the 17 discrepant results out of the 800 targets tested, 13
corresponded to a positive FilmArray® test and a negative culture test (considered FP). The
other four contradictions corresponded to a negative FilmArray® result and a positive culture
(considered FN) with bacteria not included in the BCID panel. Of the 13 False Positive results,
5 (3 Staphylococcus aureus, 1 Proteus sp. and 1 Enterococcus sp.) corresponded to bacteria
isolated in culture at a concentration of less than 10% CFU/mL and 3 (2 Streptococcus
pneumoniae and 1 Haemophilus influenzae) of the 13 False Positive targets were isolated

from the samples taken from the patients treated with antibiotics active on those bacteria.
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143

Bacteria

Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter

radioresistans

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Citrobacter sp.

Proteus sp.

Haemophilus influenzae

Staphylococcus aureus

Streptococcus pneumoniae

Enterococcus sp

TP/(TP + FN)

10/10

0/1

3/3

2/2

0/3

1/1

4/4

7/7

4/4

0/0

Table 3: FilmArray® BCID performance compared to > 10* CFU/mL germs in culture.

Sensitivity

%

100

100

100

100

100

100

100

CI 95%

65.6 - 100

30 - 100

20-100

5.5-100

39.6 - 100

56.1 - 100

39.6 - 100

TN/(TN +

FP)

40/41

46/47

48/48

49/50

40/46

41/43

44/46

50/51

Specificity

%

97.6

97

100

97.9

87.0

95.3

95.7

98

CI 95%

85.6 - 99.9

87-99

91-100

87.8-99.9

73.0-94.6

82.3-99.2

83.4-99.2

87.9-99.9

TP/(TP +
FP)

10/11

3/4

2/2

1/2

4/10

7/9

4/6

PPV

75

100

50

40

77.8

66.7

CI 95%

57.1-99.5

21.9 - 98.7

19.8 - 100

2.7-97.3

13.7-72.6

40.2 - 96.1

24.1-94

TN/(TN + FN)

40/40

46/46

48/48

49/49

40/40

41/41

44/44

49/49

NPV

%

100

100

100

100

100

100

100

100

CI 95%

89.1-100

90.4 -
100
90.8 -
100

90.8-100

89.1 -
100
89.3 -
100
89.9 -
100
90.4 -
100



The figure 1 presents an overview of discrepancies between the FilmArray® and culture
tests, limited to BAL fluids for which at least one bacterium has been identified at a

concentration greater than 10* CFU/mL.

By considering only BALs with positive direct examination, good results were obtained with a
sensitivity of 94.7% (CI 95%: 71.9% - 99.7%), a specificity of 97.9% (CI 95%: 94.9% -
99.2%), a PPV value of 78.3% (CI 95%: 55.8% - 91.7%) and a NPV of 99.6% (CI 95%:

72.2% - 96.8%) compared to conventional cultures.

Acinetobacter radioresistens
Enterococcus sp.

Proteus sp.

Citrobacter sp.

Escherichia coli
Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus aureus
Haemophilus influenzae

Pseudomonas aeruginosa

o
(%]
o~
=)
(%]
=
(=]

12

mConcordant m Discordant FA positif (FP) m Discordant FA negative (FN)

Figure 1: Investigation of discrepancies between FilmArray BCID and culture (>10* CFU/mL)
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4. Discussion

In the context of the development of new molecular diagnostic tools using a syndrome-
specific approach, our study aimed to evaluate the performance of the FilmArray® BCID
panel with BAL samples in order to contribute to an early diagnosis of VAP. This study shows
the good performance of this test in comparison with conventional microbiological cultures.
Indeed, our results show an overall sensitivity of 67.2% and a specificity of 98.9%. In
another study, Pulido et al. (Pulido et al. 2018) obtained similar results with a sensitivity of
62.9% and a specificity of 100% when using the FilmArray® BCID panel on BAL samples.
Micd et al. (Micd et al. 2015) also obtained the same results for their 15 BALs studied with
the FilmArray® BCID, with a sensitivity of 70% and a specificity of 80%.

In comparison with these two studies, the originality of our work lies in considering two
contributory variables for the diagnosis of pneumonia with the BAL: the threshold of bacterial
count > 10* CFU/mL and the positive direct examination. To compare the multiplex PCR
techniques to culture-based methods for the diagnosis of VAP, the use of a threshold seems
relevant. Indeed, the bacterial quantification with respect to this threshold can contribute to
differentiating a colonization and an infection. By applying the usual recognized threshold for
interpreting BAL cultures (10% CFU/mL), very good performance was recorded with a
sensitivity of 88.6%, a specificity of 98.3%, and a negative predictive value of 99.5%. These
molecular techniques are expensive, especially since they do not avoid the culture because of
the necessity of providing an antibiogram. Thus, the restriction of their use to specific clinical
situations and their inclusion in a well-defined diagnostic algorithm appear essential. In this
context, considering the direct examination in such an algorithm seems relevant because the
result is obtained very quickly and can contribute to the decision of whether or not to
perform a FilmArray® BCID test. It was by considering only BALs with positive direct
examination that the best performance was obtained compared to conventional cultures.
Therefore, our results would encourage the use of positive direct examination to discriminate
the BALs eligible for a rapid diagnostic technique in order to limit the costs and optimize the

usefulness of the FilmArray®.

The FilmArray® BCID panel presents several limitations for analyzing BALs. The first

limitation is related to the composition of panel, which does not include some
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Enterobacteriaceae and other bacteria potentially responsible for VAP. This limit is at the
origin of the 4 FN identified by considering the threshold of 10* CFU/mL of the culture (1
Acinetobacter radioresistans and 3 Citrobacter sp.). However, the Enterobacteriaceae test of
the FilmArray® system was not considered in our analysis despite for the 3 Citrobacter sp.
isolated at more than 10* CFU/mL in culture, the Enterobacteriaceae test was positive with
the FilmArray®. This result leads us to put these three discrepancies into perspective.
Regarding the 13 FP results, 3 positive tests (2 Streptococcus pneumoniae and 1
Haemophilus influenzae) have been recorded from samples of patients treated with
antibiotics active on those bacteria. These treatments could explain the absence of culture.
Given that the FilmArray® BCID was falsely positive for 5 Haemophilus influenzae tests, it
seems not possible to consider tests positive for Haemophilus influenzae with this system.
These 5 false positive results could be related to or to a contamination by the operator at the
time of plating. However, the laboratory operates 24/7 (Pailhories et al., 2014) and the
analytical phase of the FilmArray® system is conducted in a biological safety area with a
laminar flow hood. Thus, these discrepancies could more probably be related to a limit of the
FilmArray® technique. Another technical limitation is the low number of targets for
resistance genes, with in particular the lack of some targets of major interest if we refer to
the European epidemiological data (https://ecdc.europa.eu/en/home) (e.g. CTX-M and OXA-
48). In addition, we have demonstrated that the detection of the mecA gene by the
FilmArray® BCID system did not allow to confirm the presence of MRSA. This may be
explained by the presence of methicillin-resistant coagulase-negative staphylococci in the

sample.

Overall, our results tend to demonstrate the good performance of multiplex PCR techniques
in the rapid diagnosis of VAP. Although it is well established that the introduction of early
probabilistic antibiotic therapy reduces the mortality attributable to VAP as compared to a
delayed but adapted antimicrobial therapy (Kuti, Patel, et Coleman 2008; Safdar et al.
2005), the prolonged use of broad-spectrum antibiotics promotes the emergence of multi-
resistant bacteria. (Kaki et al. 2011) The studies conducted by Pailhories et al. (2014) and
Kuti et al. demonstrated that rapid bacteriological documentation during VAP allows the
implementation of appropriate antibiotic therapy, often in the form of de-escalation. In
addition, the correction of an initially inactive antibiotic therapy is also possible. For example,

a positive Gram-negative bacilli examination will trigger a FilmArray® test. Depending on the
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outcome, the clinician may adopt either an antibiotic therapy against Pseudomonas
aeruginosa or an antibiotic therapy targeted against Enterobacteriaceae.

BioMérieux has recently developed a new FilmArray® panel for lower respiratory tract
infections. This new test should allow semi quantification and include targets of interest for
the search for enzymes responsible for bacterial resistance such as ESBL with the CTX-M
gene, and the genes coding for the carbapenemases of the 0XA48, KPC, NDM, VIM and IMP
types. The question is whether it will really add value to the performance of the BCID
FilmArray® test applied to BALs, and at what price. Cost-benefit studies will need to be

conducted to evaluate it.
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Synthese



Dans un contexte de développement de nouveaux outils de diagnostic moléculaire par
approche syndromique, notre étude avait pour but d'évaluer le FilmArray® panel BCID sur
des échantillons de LBA, afin de contribuer a un diagnostic précoce des PAVM, Cette étude
montre les bonnes performances de ce test en comparaison avec les cultures
microbiologiques conventionnelles. En effet, nos résultats montrent une sensibilité globale de
67,2% et une spécificité de 98,9%. Dans une autre étude, Pulido et al. (Pulido et al. 2018)
ont obtenu des résultats similaires avec une sensibilité de 62,9% et une spécificité de 100%
en utilisant le FilmArray® panel BCID sur des LBA. Mico et al. (Micd et al. 2015) ont
également obtenu des résultats équivalents sur leur 15 LBA étudiés avec le filmArray® BCID,

avec une sensibilité de 70% et une spécificité de 80%.

Par rapport a ces deux études, I'originalité de notre travail réside dans la prise en compte de
deux variables contributives pour le diagnostic de pneumonie avec le LBA : le seuil de
numération > 10* UFC/mL et l'examen direct. Pour comparer les techniques de PCR
multiplexes aux techniques basées sur la culture dans le diagnostic des PAVM, I'utilisation
d’un seuil semble pertinente. En effet, la quantification bactérienne par rapport a cette zone
seuil peut contribuer a différencier une colonisation d’une infection. En appliquant le seuil
usuellement reconnu de 10* UFC/mL, nous avons obtenu de trés bonnes performances, avec
une sensibilité de 88,6%, une spécificité de 98,3%, et une valeur prédictive négative de
99,5%.

Ces techniques moléculaires sont colteuses, d'autant plus qu’elles ne dispensent pas de la
culture car elles ne permettent pas de disposer d’'un antibiogramme. Ainsi, la restriction de
leur utilisation a des situations cliniques spécifiques, ainsi que leur inclusion dans un
algorithme diagnostic bien défini paraissent essentielles. Dans ce contexte, considérer
I'examen direct dans un tel algorithme parait pertinent car le résultat est obtenu tres
rapidement et peut contribuer a la décision de réaliser un test FilmArray® BCID ou non.
C'est en ne prenant en considération que les LBA avec un examen direct positif que les
meilleures performances ont été obtenues en comparaison des cultures conventionnelles.
Ces résultats seraient donc en faveur de I'utilisation de I'examen direct positif pour
discriminer les LBA éligibles a une technique de diagnostic rapide, afin de limiter les colts et
d’optimiser I'utilité du FilmArray®, avec la possibilité pour le clinicien d’obtenir un diagnostic

au rang d’espéce en une heure environ, et d'adapter I'antibiothérapie en conséquence.
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Nous avons pu identifier certaines limites a I'utilisation du panel FilmArray® BCID. La
premiere tient a la composition du panel qui n‘inclue pas certaines entérobactéries ainsi que
d’autres bactéries potentiellement retrouvés dans les PAVM. Cette limite dans la composition
du panel est & l'origine des 4 FN identifiés en tenant compte du seuil de 10* UFC/mL de la
culture (1 Acinetobacter radioresistans et 3 Citrobacter sp.). Il faut cependant signaler que le
test Enterobacteriaceae du FilmArray® n’a pas été pris en compte dans notre analyse (rang
de famille). Or, pour les 3 Citrobacter sp. isolés a plus de 10* UFC/mL a la culture, le test
Enterobacteriaceae était positif avec le FilmArray®, ce qui conduit a relativiser ces trois
discordances. Concernant les 13 FP, trois tests positifs (2 Streptococcus pneumoniae et 1
Haemophilus influenzae) avaient été notés a partir de prélevements de patients traités par
des antibiotiques actifs sur les bactéries en question. Une décapitation par les antibiotiques
pourrait donc expliquer ces discordances. Enfin, les cing faux positifs portant sur
Haemophilus influenzae ne permettent pas de prendre en considération un test positif pour
cette bactérie par le FilmArray®. Ces cing FP pourraient provenir d'un délai trop long entre
le prélevement et I'ensemencement, mais le laboratoire fonctionne 24/24h et 7/7j (Pailhories
et al., 2014), ou d'une contamination par I'opérateur au moment de I'ensemencement, mais
la phase analytique du filmArray® s'effectue sous poste de sécurité microbiologique a flux
laminaire. Ainsi, ces discordances seraient plus probablement liées a une limite technique du
FilmArray®. Une autre limite technique est le nombre limité de cibles concernant les génes
de résistance, avec en particulier I'absence de certaines cibles d'intérét majeur si l'on se

réfere a |'épidémiologie européenne (https://ecdc.europa.eu/en/home) comme CTX-M et

OXA-48. De plus, comme nous avons pu le voir dans cette étude, la détection du géne mecA
ne peut pas étre prise en compte pour affirmer la présence de SARM. Ceci peut s’expliquer
par la présence de staphylocoques a coagulase négative résistants a la méticilline dans le

prélévement.

Globalement, nos résultats tendent a montrer les bonnes performances des techniques de
PCR multiplexes, dans le diagnostic rapide des PAVM. S'il est bien établi que l'instauration
d’une antibiothérapie probabiliste précoce permet de diminuer la mortalité attribuable aux
PAVM, (Kuti, Patel, et Coleman 2008 ; Safdar et al. 2005) ['utilisation prolongée
d’antibiotiques a large spectre, habituellement utilisées lors de ce type d'antibiothérapie,
favorise I'émergence de bactéries multi résistantes. (Kaki et al. 2011) Les travaux de

Pailhories et al. (2014) et Kuti et al. (2008) ont montré qu‘une documentation
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bactériologique rapide lors d'une PAVM permettait la mise en place d'une antibiothérapie
adaptée, bien souvent sous la forme d'une désescalade. De plus, la correction d'une
antibiothérapie initiale inactive est également possible. Par exemple, un examen positif a
bacilles Gram négatif permettra le déclenchement d'un test FilmArray®. En fonction du
résultat le clinicien pourra soit adopter une antibiothérapie dirigée contre Pseudomonas
aeruginosa, soit une antibiothérapie ciblée contre les entérobactéries.

Récemment, bioMérieux a développé un nouveau panel pour le FilmArray® dans le cadre des
infections respiratoires basses. Ce nouveau test devrait permettre une semi quantification et
inclure des cibles d'intéréts pour la recherche d'enzymes responsables de résistances
bactériennes telles que les BLSE avec le géne CTX-M, et les genes codant pour les
carbapénémases de type OXA48, KPC, NDM, VIM et IMP. La question est de déterminer s'il
apportera réellement une plus-value par rapport aux performances du test FilmArray® BCID
appliqués aux LBA, et a quel prix. Des études colits-bénéfices devront étre réalisées pour

I'évaluer.
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SANSOT Maxime

Performance de I'extension d’utilisation du kit FilmArray® panel BCID pour I'analyse des
lavages broncho-alvéolaires.

Les pneumopathies acquises sous ventilation mécanique (PAVM) sont la premiére cause d'infection
nosocomiale dans les services de réanimation. Elles sont responsables d’'une augmentation de la
morbi-mortalité ainsi que des durées d’hospitalisation prolongées. Un diagnostic précoce est
crucial afin d'introduire une antibiothérapie efficace. Un kit de PCR multiplexe tel que le
FilmArray® BCID panel permettrait une adaptation précoce de I'antibiothérapie.

Nous avons testé Le kit Filmarray® panel BCID sur 50 Lavages bronchalvéolaires (LBA),
provenant de patients hospitalisés dans 2 services de réanimation au CHU d’'Angers, en
comparaison des cultures de routine.

Le pourcentage de concordance globale observé entre la culture (bactéries pathogénes > 10*
UFC/mL) et le panel BCID était de 97,9 % avec un coefficient Kappa de Cohen de 0.77 (IC 95% :
0,67 - 0,88). Le pourcentage de concordance positive était de 88,6% (IC 95% : 72,3 - 96,3%).
Le pourcentage de concordance négative était de 98,3% (IC 95% : 97 - 99,1%). Le kit
FilmArray® BCID a montré une sensibilité de 100% et une spécificité de 98%, pour des germes >
104 UFC/mL a la culture et inclus dans le panel. La spécificité variait de 87% pour Haemophilus
influenzae a 100% pour Klebsiella pneumoniae. En tenant compte d'un examen direct positif le
test FilmArray® montrait une sensibilité de 94,7% et une spécificité de 97,9% avec une valeur
prédictive négative de 99,6% et une valeur prédictive positive de 78,3%.

L'étude montre de bonnes performances du panel BCID pour l'analyse des LBA. Devant un
examen direct positif, ce test permet d'obtenir des résultats fiables dans un délai trés précoce. La
question est de déterminer s'il apportera réellement une plus-value sur la prise en charge du
patient. Des études colits-bénéfices devront étre réalisées pour I'évaluer.

Mots-clés : Pneumonie acquise sous ventilation mécanique, PCR multiplex, Approche syndromique,
infection nosocomiale

Performance of the extended use of the FilmArray® BCID panel kit for bronchoalveolar lavage

analysis

Ventilator associated pneumonia (VAP) is the main cause of nosocomial infection in intensive care
units. They are responsible for an increase in morbidity and mortality as well as prolonged
hospital stays. Early diagnosis is crucial in order to introduce effective antibiotic therapy. A
multiplex PCR kit such as the FilmArray® BCID panel would allow early adaptation of
antimicrobial therapy.

We tested the Filmarray® BCID panel on 50 bronchalveolar lavages (BAL), from patients
hospitalized in 2 intensive care units at the Angers University Hospital, compared to conventional
culture based method

The overall agreement observed between the culture (pathogenic bacteria > 10* CFU/mL) and the
BCID panel was 97.9% with a Cohen Kappa coefficient of 0.77 (95% CI: 0.67 - 0.88). The
percentage of positive agreement was 88.6% (95% CI: 72.3 - 96.3%). The negative agreement
percentage was 98.3% (95% CI: 97 - 99.1%). The BCID FilmArray® kit showed 100% sensitivity
and 98% specificity, for germs > 104 CFU/mL to culture and included in the panel. Specificity
ranged from 87% for Haemophilus influenzae to 100% for Klebsiella pneumoniae. Considering a
positive direct examination, the FilmArray® test showed a sensitivity of 94.7% and a specificity
of 97.9% with a negative predictive value of 99.6% and a positive predictive value of 78.3%.

The study shows good performance of the BCID panel for BAL fluid analysis. In front of a positive
direct examination, this test allows reliable results to be obtained at a very early stage. The
question is whether it will really add value for clinical outcomes by using BCID FilmArray® test
applied to LBAs, and at what price. Cost-benefit studies will have to be carried out to evaluate it.

Keywords: Ventilator associated pneumonia, Intensive care units, multiplex PCR, nosocomial
infection



