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Acide désoxyribonucléique

Aspiration endotrachéale

Acide ribonucléique

ARN ribosomique 16S

Variant de séquence d’amplicon (Amplicon Sequence Variant)
American Thoracic Society

Fichier binary alignment map
Bactérie multi-résistante
Bronchopneumopathie chronique obstructive

Analyse canonique en coordonnée principale

Complexe clonal

Centers for Disease Control and Prevention

Centre Hospitalier Universitaire

Score clinique d’infection pulmonaire (Clinical Pulmonary Infection Score)
C- reactive protéine

Evénement acquis sous ventilation mécanique
Dosage d'immunoabsorption enzymatique

Food and drug administration
Fraction inspirée d’'oxygene

Index bactériologique

Infectious Diseases Society of America

Indice de masse corporelle

Inhibiteur de pompe a proton

Espaceur interne transcrit (Internal transcribed spacer)

Liquide de Lavage Broncho-Alvéolaire
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pb
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PCR
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SDRA
SNP
ST
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TE

UFC

\'
VM

Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time of Flight
Multi-Locus Sequence Typing
millimétre de mercure

Pieges extracellulaires des neutrophiles (Neutrophil extracellular traps)

Organisation Mondiale de la Santé
Unité taxonomique opérationnelle (Operationnal taxonomic unit)

Pression partielle en oxygéne

Pneumopathie acquise sous ventilation mécanique

paire de bases

Analyse en composantes principales

Analyse en coordonnées principales

Réaction de polymérisation en chaine (Polymerase chain reaction)
Pression expiratoire positive

Polynucléaire neutrophile

PCR quantitative

Staphylococcus aureus résistant a la méticilline

Syndrome de détresse respiratoire aigué

Polymorphisme nucléotidique (Single nucleotide polymorphism)
Type de séquence

Trachéobronchite acquise sous ventilation mécanique
Tube endotrachéal

Unité formant colonie

Ventilation mécanique
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Introduction

La ventilation mécanique (VM) est un systéme de compensation des fonctions
respiratoires défaillantes. Elle permet de mettre au repos les muscles respiratoires du patient
et de prendre en charge tout ou partie du travail ventilatoire. La VM peut étre réalisée avec
des techniques non invasives a 'aide d’'un masque facial, nasal ou nasobuccal, ou avec des
techniques invasives par l'intermédiaire d’'une intubation orotrachéale ou nasotrachéale.
L’intubation orotrachéale est classiquement préférée chez les patients en phase critique ou en
apnée car elle est plus rapidement réalisée. Les patients hospitalisés en Réanimation sont
placés sous VM invasive afin de palier a une défaillance respiratoire, neurologique ou
multiviscérale impactant les fonctions ventilatoires. La mise sous VM peut durer pendant
plusieurs jours, semaines ou mois selon la gravité du tableau clinique. L’objectif prioritaire est
la correction de I'hypoxémie et la sortie de VM n’est possible qu’aprés stabilisation et

récupération des fonctions ventilatoires du patient.

Le risque infectieux chez les patients hospitalisés en service de Réanimation est élevé
avec une incidence d’infection associée aux soins estimée entre 20 et 30% [1]. Cela est
principalement lié aux caractéristiques endogénes motivant I'admission des patients mais
également a une exposition accrue aux dispositifs invasifs tels que la VM. La stabilisation
clinique des patients critiques, tout en empéchant le développement d’infections secondaires
liées a I'utilisation de ces dispositifs invasifs, constitue un enjeu majeur en Réanimation. Pour
ce faire, une surveillance étroite des patients est nécessaire, et une discussion clinico-
biologique efficace est primordiale pour détecter et traiter, le plus rapidement, les éventuelles
complications infectieuses. L'utilisation d’antibiotiques est, de ce fait, importante en service de
Réanimation. Dans un objectif de réduction de la consommation d’antibiotiques, une meilleure
compréhension des mécanismes de survenue de ces infections est indispensable pour
diminuer la pression de sélection antibiotique, mais également pour envisager d’autres
thérapeutiques anti-infectieuses ne perturbant pas ou peu les microbiotes du patient. Le risque
de complications sous antibiothérapie reste effectivement élevé avec la sélection de bactéries
multi-résistantes ou encore le risque de colites a Clostridioides difficile. Ainsi, ce travail s’inscrit
dans une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques liés au microbiote
et a la microbiologie des prélévements respiratoires afin de mieux identifier les patients a

risques de développer une infection respiratoire sous VM.
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Chapitre I. De la colonisation respiratoire a I’infection chez le patient intubé-

ventilé

I.1. La colonisation respiratoire

« Adhésion, Prolifération, Invasion, Dissémination ». Ces quatre étapes cruciales dans le
cycle d'une infection bactérienne sont indéniablement rythmées par le processus de
colonisation, premiére étape essentielle sans laquelle ce cycle ne s’enclenche pas [2]. La
colonisation bactérienne est définie comme la rencontre d’une bactérie avec une surface -
typiquement un épithélium chez 'Homme - ou elle pourra adhérer par l'intermédiaire des
acides teichoiques, lipoteichoiques et des différentes glycoprotéines présentes a la surface de
sa paroi. Dans la plupart des cas, les défenses immunitaires de I'hdte ainsi que les
communautés microbiennes locales qui composent le microbiote, empéchent I'installation des
éventuels pathogénes, et contrélent voire limitent la réplication des bactéries. Néanmoins,
chez le patient intubé-ventilé, un certain nombre de ces réponses physiologiques sont

altérées, entrainant un risque infectieux important.
1.1.1. Le tube endotrachéal, acteur de la colonisation respiratoire

Lors de la VM, la sonde d’intubation endotrachéale est une interface essentielle entre
le patient et le respirateur. Elle permet d’acheminer 'oxygéne jusqu’aux voies pulmonaires
inférieures, allant de la trachée aux alvéoles pulmonaires (Figure 1A). Mais la présence du
tube endotrachéal (TE) perturbe les mécanismes physiologiques permettant I'évacuation des
sécrétions bronchiques. Plus particulierement, le TE maintient I'épiglotte en position ouverte,
ce qui altére le réflexe de la toux et la clairance muco-ciliaire (Figure 1B) [3]. En outre, la
sédation, appliquée pour limiter la douleur, assurer la myorelaxation et faciliter la VM peut
engendrer une immunosuppression et altérer d’autant plus les réflexes neurologiques de la
toux. L’'ascenseur muco-ciliaire et la toux sont des défenses locales primordiales dans
I'évacuation des particules et des microorganismes respiratoires [4]. L’altération de cette
fonction engendre un risque infectieux accru chez ces patients par accumulation et
prolifération des micro-organismes et autres déchets cellulaires.

De plus, comme tout matériel, la présence du TE au niveau des voies respiratoires
engendre de l'inflammation locale et des microlésions provoquées par la sonde sur la
muqueuse trachéale [5,6]. Ces Iésions conduisent a des difficultés respiratoires et vocales

post extubation chez plus de 80% des patients [7]. Durant l'intubation, ces Iésions sont
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principalement localisées au niveau du positionnement du ballonnet et peuvent se manifester
par un érytheme léger jusqu’a une ulcération profonde [8].

Plusieurs types de sondes endotrachéales existent. La plupart des sondes sont
composées de polychlorure de vinyle (PVC) ou de polyuréthane et utilisent un ballonnet
permettant le maintien de la sonde au niveau de la trachée (Figure 1B). Il a été montré que le
type de sonde, sa rigidité ou la forme du ballonnet peuvent conditionner la fréquence de

survenue des complications liées a l'intubation prolongeée [9].

Cavité nasale Sonde endotrachéale
Pharynx

Tractus respiratoire supdrigur
Larynx

Epiglotte en position ouverte
Trachée

Ballonnet d'intubation

Bronches

Figure 1 : Schéma (A) du tractus respiratoire supérieur et inférieur et (B) du positionnement
de la sonde d'intubation orotracheéale.

1.1.2. Différents mécanismes de colonisation respiratoire

La compréhension des mécanismes de colonisation est essentielle dans I'objectif de
prévenir tout processus infectieux chez les patients intubés-ventilés. La colonisation
respiratoire par une bactérie potentiellement pathogene, comme le S. aureus, représente un
risque important de survenue d’infection respiratoire [10,11]. Les bactéries colonisant les voies
respiratoires inférieures peuvent provenir de plusieurs origines, principalement des voies
respiratoires supérieures mais également du tractus digestif de par la continuité anatomique
de l'oropharynx. Ce processus est appelé transcolonisation et est consécutif a plusieurs
facteurs qui dépendent, pour la plupart, de la présence du TE. Deux étapes sont classiquement
décrites : d’abord, une altération microbiologique des flores orales, oro-pharyngées,
gastriques et cesophagiennes, puis une altération des voies respiratoires inférieures par

inhalation de microorganismes a partir du TE.
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1.1.2.1. Par I’intermédiaire du tube endotrachéal

1.1.2.1.1. Impact de la pose du tube endotrachéal

La pose du TE est en soi un geste invasif, difficile et nécessitant une certaine expertise.
Le passage du tube par l'oropharynx entraine immanquablement un déplacement des
sécrétions et bactéries des voies respiratoires supérieures vers les voies respiratoires
inférieures, ce qui participe aux premiéres étapes de la colonisation respiratoire.

De plus le mauvais positionnement de la sonde peut favoriser le risque microbien, en
particulier si la sonde est placée trop profondément (intubation endobronchique) ou au niveau
de I'cesophage (intubation cesophagienne). Ces mauvais positionnements sont retrouvés chez
environ 10 a 20% des patients [12], et ont été associés a une tendance a 'augmentation du
risque infectieux [13]. lIs résultent trés souvent d’'une pose dans un contexte d’'urgence absolue
ou du manque de matériel a disposition. L'intubation préhospitaliere peut également participer
a linoculation de bactéries environnementales, mais son impact dans la survenue d’'un

processus infectieux ne semble pas avéré [14,15].

1.1.2.1.2. Le biofilm bactérien : réservoir de bactéries pathogénes

La principale source de colonisation bactérienne des voies respiratoires inférieures est
médiée par le TE. Les bactéries adhérent en effet beaucoup plus facilement aux surfaces
inertes qu’aux épithéliums. La surface interne de la sonde endotrachéale offre également un
environnement unique de forces de cisaillement élevées, d'écoulement bidirectionnel et
d'environnement immunologique restreint, ce qui favorise une forme de vie bactérienne sessile
plutdét que planctonique. Le TE est, de ce fait, une trés bonne matrice pour la formation de
biofilm. Cela a été trés largement documenté dés les années 1970s [16—18]. En moins de 24
heures, le tube est rapidement colonisé et un biofilm commence a s’y développer [19]. La
formation du biofilm est un processus dynamique, qui nécessite une maturation. Le risque de
survenue d’événements infectieux a d’ailleurs été associé au niveau de développement du
biofilm [20]. Un biofilm mature a ainsi plus de risque de générer une pneumopathie, et cela

gu’importe la durée de VM.

Adair et al. ont montré qu’une correspondance était retrouvée entre pathogénes
présents dans le biofilm du TE et dans les sécrétions endotrachéales des patients développant
une pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (PAVM) [21]. Bien que réalisée sur un
faible nombre de patients, cette étude démontre le réle important du biofilm comme agent
pourvoyeur de bactéries pathogénes. D’autres études ont par la suite confirmé ces résultats
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sur de plus grandes cohortes [22]. Par ailleurs, Danin et al. ont confirmé qu’il n’existait pas de
variation de la culture microbiologique en fonction de la section du TE étudiée. La colonisation

semble donc homogéne le long du tube [23].

Le biofilm endoluminal, sous I'effet de la pression exercée par le respirateur, peut se
détacher du tube et étre directement aérosolisé dans les voies pulmonaires inférieures, ce qui
participe activement a la colonisation des poumons [18,24]. Récemment, une étude francgaise
menée par Maldiney et al., a étudié par microscopie confocale les TE récupérés aprées
extubation des patients. Dans leur analyse, seule I'épaisseur du biofilm était significativement
associée a la survenue d’'une PAVM [25]. En revanche, cette étude n’a été réalisée qu’a partir
de TE récupérés a I'extubation et non au jour de survenue de I'événement infectieux, ce qui
peut avoir été impacté par le délai de VM ou I'utilisation d’antibiotiques. L’étude du biofilm du
TE reste ainsi trés difficile, principalement a cause de la complexité de collecter les
échantillons avant la sortie de VM du patient. Il est également trés difficile de réaliser des
études dynamiques pourtant essentielles dans [l'acquisition de connaissance de la
physiopathologie de colonisation du TE.

Thorarinsdottir et al. ont démontré en 2020 que le pathogéne responsable
d’évenements infectieux persistait au sein du biofilm du TE dans plus de 56% des cas et cela
malgré la mise en place d’'une antibiothérapie adaptée [26]. Le développement de stratégies
de contréle de la formation du biofilm a la surface du TE est donc nécessaire. Certaines études
ont évalué l'intérét de 'amélioration des matériaux composant le TE tel que le silicone, ou
I'enrobage du tube par une fine couche de métal noble (or, argent, platine) [26,27], ou bien par
le développement de mécanismes optiques de suivi continu de la formation de biofilm a I'aide
de fibres optiques [28]. Cette derniére technologie pourrait permettre de mieux comprendre la
formation du biofilm a la surface du TE dans un futur proche. Néanmoins, des études
complémentaires doivent étre réalisées car actuellement ces technologies ne sont pas
recommandées par les guides de consensus internationaux par manque de preuves

suffisantes [29].

Ainsi, le biofilm développé a la surface du TE agit comme un promoteur de la
colonisation bactérienne des voies respiratoires inférieures et un réservoir important de
bactéries potentiellement pathogénes. Il existe une continuité entre la colonisation respiratoire,
la formation de biofilm et le développement d’'une PAVM. Le biofilm s’impose comme un
mécanisme de persistance bactérienne et de réponse altérée au traitement dans la PAVM
[22].

N
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1.1.2.1.3. Colonisation du tube endotrachéal par les bactéries de la flore

oro-pharyngée

Le TE est directement responsable de la translocation des bactéries de la sphére
respiratoire supérieure vers les voies respiratoires inférieures. Plusieurs études ont montré un
rble prépondérant de la flore oropharyngée dans la composition du biofilm du TE, et plus
particulierement des bactéries composant la plaque dentaire. Dés les années 1990s, les
bactéries de la plaque dentaire ont été identifiées comme source probable de bactéries
responsables de la formation du biofilm et de la colonisation respiratoire des patients intubés-
ventilés [30-32]. La quantité de plaque dentaire chez ces patients augmente [33,34], et est
également accompagnée d’une augmentation de l'inflammation gingivale. Un possible lien
entre infections respiratoires et périodontite a d’ailleurs rapidement émergé [35], faisant
modifier la prévention de la survenue d’événements infectieux avec la mise en place de
protocoles de décontamination oropharyngée (voir chapitre 1.3.5.2. Prévention de la survenue
de la PAVM : les VAP bundles).

En effet, les bactéries de la plaque dentaire sont capables de rapidement former du
biofilm et de produire des glycoprotéines permettant I'adhésion d’autres micro-organismes
(Figure 2A) [36]. En outre, la présence de pathogenes, tels que Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus ou Escherichia coli a été retrouvée précocement au niveau de la
plague dentaire [37]. La colonisation peut donc débuter par 'adhésion de bactéries au niveau
du biofilm de la plaque dentaire avant de descendre dans les voies respiratoires inférieures

par l'intermédiaire du TE.

[\S]
W
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Figure 2 : Physiopathologie de la transcolonisation bactérienne médiée par le tube
endotrachéal.
Figure reproduite d’apres [36]

(A) La flore de la plaque dentaire est une source majeure de bactéries retrouvées au niveau des
voies respiratoires inférieures et un réservoir important de bactéries pathogénes. (B) Les bactéries
de la flore oropharyngée migrent et adhérent au tube endotrachéal, ce qui permet I'adhésion
d’autres micro-organismes et la formation d’'un biofilm dense. (C) et (D) L’accumulation des
sécrétions trachéales d’origine oropharyngée et digestive en amont du ballonnet contribue a
'encombrement et a la microaspiration de sécrétions vers les voies inférieures. (E) La présence
du tube endotrachéal perturbe les mécanismes de réflexe de la toux et de 'ascenseur mucociliaire.
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1.1.2.1.4. Impact de la microaspiration bronchique

Le ballonnet du TE est essentiel pour maintenir la sonde d’intubation en place. Il est
également primordial pour empécher le passage des sécrétions respiratoires vers les
poumons, qui descendent vers les voies respiratoires inférieures du fait de la gravité et de la
perte de I'ascenseur mucociliaire (Figure 2C). Un écoulement de sécrétions depuis le ballonnet
peut cependant exister suite a différents facteurs [36,38] :

- Une accumulation trop importante de sécrétions trachéales en amont du ballonnet,

- Une pression inadéquate du ballonnet (trop élevée par création de Iésions de

I'épithélium de la trachée ou trop basse par perte d’étanchéité),

- Un repliement du ballonnet impacté par I'anatomie de la trachée du patient,

- Des mouvements du TE survenant selon les mouvements exercés par le patient ou le

personnel soignant lors des soins.

La microaspiration de sécrétions trachéales est donc un facteur important de survenue
d’évenements infectieux et cela a été démontré a plusieurs reprises [39,40]. Rello et al. ont,
par exemple, démontré qu'une fuite du ballonnet est un facteur de risque important

d’évenement infectieux dans les huit premiers jours de VM [41].

Pour diminuer cette fuite, I'utilisation de nouveaux ballonnets « anti-fuites » étanches a
double couche a montré chez I'animal des résultats intéressants avec une baisse importante
du passage de bactéries dans les voies respiratoires inférieures (27% de colonisation contre
92% dans le groupe contrdle) et une diminution de la survenue d’évenements infectieux [42].
Une méta-analyse préconisant l'utilisation de ballonnets a pression continue a également
démontré un intérét a prévenir la microaspiration et le risque infectieux qui en découle [43].

De ce fait, les aspirations endotrachéales en amont du ballonnet doivent étre évacuées
de facon pluriquotidienne, et cela fait désormais partie des recommandations de prévention

du risque infectieux en Réanimation bien que le niveau de preuve reste encore limité.

1.1.2.2. Par I'intermédiaire du tractus digestif

1.1.2.2.1. Impact de la micro-inhalation de liquide gastrique

Outre la microaspiration de sécrétions orotrachéales, il a été démontré que des
bactéries d’origine digestive peuvent coloniser les voies respiratoires inférieures en remontant
'cesophage [44]. Ce phénomene s’effectue par micro-inhalation de liquide gastrique et peut

étre favorisé par la présence d’'une sonde naso-gastrique [45], bien que ceci reste encore
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débattu [46] [47]. Il est néanmoins trés difficile de différencier I'origine de la contamination, et
la part d’aspiration gastrique ou oropharyngée varie grandement en fonction des études.

Le dosage dans les prélevements respiratoires de la pepsine, produite au niveau
gastrique, a par exemple permis de détecter une aspiration gastrique dans prés de 90% des
patients suivis dans I'étude de Metheny et al. [46]. De plus, dans cette méme étude, les
patients qui n’avaient pas développé de processus infectieux présentaient un pourcentage
d’aspirats contaminés par de la pepsine de maniére beaucoup moins importante. Par un
procédé similaire, Nseir et al. ont démontré que I'application d’'une pression continue du
ballonnet d’'intubation diminuait significativement la quantité de pepsine retrouvée au niveau
des poumons et réduisait ainsi la micro-inhalation de liquide gastrique [48].

Par ailleurs, Feldman et al. ont montré que la cinétique de colonisation des bactéries
au niveau digestif s’effectuait préférentiellement entre 36 et 60 h post-intubation, bien que cela
puisse survenir a tout moment selon le positionnement et les mouvements du patient [49].

La micro-inhalation gastrique est couramment admise dans la littérature bien qu’il soit
extrémement difficile de déterminer son poids dans la part de bactéries colonisant les voies

respiratoires inférieures.
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I.2. La trachéobronchite acquise sous ventilation mécanique : une entité clinique

aux contours flous

La colonisation et I'infection ne sont pas deux états binaires indépendants mais plutét
issues d’un continuum dont la limite est trés difficile a définir [50]. Dans le cas du patient intubé-
ventilé, la trachéobronchite acquise sous ventilation mécanique (TAVM) est lillustration
parfaite de cet état transitoire entre colonisation et infection. Son diagnostic, sa prise en charge
et I'attitude thérapeutique peuvent fortement différer selon les études et peu de données et

recommandations sont disponibles dans la littérature.

1.2.1. Définition et épidémiologie

La TAVM peut étre définie comme une altération de la physiologie pulmonaire localisée
aux voies respiratoires supérieures et sans retentissement sur l'imagerie pulmonaire.
Actuellement, la TAVM est trés mal définie, il n’existe d’ailleurs pas de gold standard, ce qui
complique le recueil de données épidémiologiques fiables [51]. La séparation diagnostique de
la TAVM avec la colonisation respiratoire ou la PAVM est dorénavant bien reconnue dans la
littérature, en particulier grace a I'analyse de coupes histopathologiques de patients post-
mortem [52] ainsi qu’a l'analyse microbiologique des prélévements respiratoires [53].
Néanmoins, la limite entre colonisation et TAVM reste incomprise et un processus
intermédiaire encore non identifié permet le développement vers la trachéobronchite voire vers
l'infection [54].

L’épidémiologie rapportée de la TAVM est trés variable selon les études, allant de 0%
a prés de 20% des patients intubés-ventilés, mais plusieurs études d’envergure I'estiment

plutot aux alentours des 10 a 15% [55].

1.2.2. Critéres diagnostics actuels

Le diagnostic de la TAVM est basé sur les mémes critéres que la PAVM (confére
chapitre 1.3.2. Criteres diagnostiques de la PAVM) a I'exception de l'apparition ou de la
détérioration d’un infiltrat pulmonaire a la radiographie thoracique (Figure 3). Cependant,
'apparition de petits infilirats ou opacités a la radiographie peuvent passer inapergus et un
scanner thoracique devrait étre requis pour confirmer I'absence d’infiltrat [56], ce qui est
exceptionnellement réalisé en routine. La plupart de ces éléments étant soumis a une certaine
subjectivité, le diagnostic de la TAVM est donc sujet a I'appréciation du réanimateur.

La TAVM a néanmoins des effets sur le devenir du patient. Plusieurs études ont
retrouvé que les patients développant une TAVM présentaient une durée de VM et une durée
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de séjour en soins critiques augmentées ou encore un risque accru de survenue de PAVM
[65,57-59].

Ventilation mécanique = 48h
Augmentation volume/purulence des sécrétions
Diminution du ratio PaO,/FiO, ou augmentation des besoins ventilatoires

l ~a
-~
Radiographie pulmonaire =

Pas de nouvel infiltrat pulmonaire Apparition d'un nouvel infiltrat pulmonaire
Absence de modifications Ou détérioration d’un infiltrat préexistant
Trachéobronchite Pneumopathie Acquise

sous Ventilation Mécanique

Figure 3 : Algorithme du diagnostic clinico-radiologique actuel permettant de différencier une
TAVM d’'une PAVM au lit du malade.

Adapté et traduit d’apres [60]

1.2.3. Faut-il traiter une trachéobronchite ?

Aprés avoir démontré I'impact de la TAVM sur le devenir des patients, la question du
traitement de la TAVM s’est naturellement posée dans le débat scientifique au cours du début
du 21°™ siécle. Torres et Valencia suggérent, en 2005, « qu'il existe des preuves indirectes
soutenant 'administration d’antibiotiques aux patients atteints de TAVM » [56]. Par la suite,
plusieurs études vont venir confirmer I'impact d’une antibiothérapie adaptée pour réduire la
survenue de complications respiratoires chez ces patients [61-63]. L’étude TAVeM publiée en
2015 confirme sur une large cohorte 'impact d’'une antibiothérapie adaptée sur la réduction du
nombre de pneumopathies avec un odd ratio estimé a 0.21 [95%Cl 0.11-0.41] [55]. L'utilisation
d’antibiotiques en nébulisation a également été suggérée bien qu’elle ne fasse actuellement
pas consensus [64,65].

En I'absence de consensus internationaux, le diagnostic tout comme l'instauration, le

choix et la durée de traitement antibiotique de la TAVM restent a la discrétion du clinicien.
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1.3. La pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (PAVM)

La complication infectieuse majeure du patient intubé-ventilé en Réanimation demeure
la PAVM. Elle fait suite aux étapes de contamination, colonisation, multiplication et invasion
des bactéries au niveau du parenchyme pulmonaire et constitue I'étape physiopathologique

qui succéde a la trachéobronchite (Figure 4).

Impact de I'espéce bactérienne,
de la source de contamination
et de I'inoculum

Trachéobronchite

| T >

Colonisation Pneumopathie
ﬁ ﬁ ﬁ * bactériémie
Facteurs de risques liés au patient Impact de I'antibiothérapie

(antécédents, motifs admission...) ou d’autres facteurs interventionnels

Figure 4 : Continuum conduisant classiquement au développement d’'une PAVM chez le
patient intubé-ventilé.

Chaque étape peut étre plus ou moins longue et dépend de facteurs intrinseques et extrinséques
(voir chapitre 1.3.5. Facteurs de risque et prévention du risque infectieux dans la PAVM).

1.3.1. Définition

La pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (ou PAVM) est avant tout la
principale infection associée aux soins survenant en service de Réanimation chez les patients
intubés-ventilés [66]. Elle représente environ 80% des pneumopathies nosocomiales
contractées en Réanimation, les 20% restants étant principalement des pneumopathies
acquises a I'hopital chez des patients non intubés-ventilés [67]. La PAVM est définie comme
toute infection du parenchyme pulmonaire survenant chez un patient placé depuis au minimum
48 heures sous VM ou au maximum 48 heures aprés son retrait. Ces délais sont issus de la
définition méme d’une infection associée aux soins établie par le CDC. Plus de 95% des PAVM

décrites sont d’origine bactérienne, elles peuvent exceptionnellement étre d’origine virale
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(CMV, grippe), fongique (Candida spp) ou toxique, mais la littérature n’est pas claire sur ce
sujet au vu du tres faible nombre de cas rapportés [68,69].

La définition de la PAVM mais surtout les critéres diagnostiques permettant de la
suspecter ont depuis longtemps, et restent toujours, soumis a débat [66]. En effet, il n’existe
toujours pas, en 2024, de gold standard pour la définition et le diagnostic de la PAVM. Cela
complexifie grandement la comparaison des critéres d’inclusion, des résultats et des éventuels
impacts thérapeutiques des études cliniques portant sur la PAVM. Un travail conséquent
d’harmonisation a été entrepris au début des années 2000s en Europe par le groupe de travail
européen HELICS-ICU (Hospitals in Europe Link for Infection Control through Surveillance),
ce qui a permis de réaliser un état des lieux de la PAVM et de générer de premiéres
recommandations européennes [70]. Néanmoins, les définitions européennes et américaines

ne sont pas complétement homogeénes, ce qui peut biaiser les résultats de certaines études.

1.3.2. Critéres diagnostiques

Le diagnostic de la PAVM est difficile. Il repose essentiellement sur une association de
critéres cliniques, radiologiques et microbiologiques. D’autres critéres ont été décrits dans la

littérature, mais ne permettant pas un diagnostic de certitude.

1.3.2.1. Diagnostic histologique

L’histologie a été un critére de diagnostic utilisé par certaines équipes et basé sur
'analyse histologique de biopsies pulmonaires. Les études histologiques conduites ont
retrouvé dans la PAVM un infiltrat tissulaire de polynucléaires neutrophiles (PNN), un exsudat
de fibrine ainsi que des débris cellulaires dans le compartiment intra-alvéolaire en particulier
au niveau des bronchioles terminales. Ces modifications sont typiques de ce qui est retrouvé
au niveau pulmonaire lors d’'une invasion bactérienne [71]. Il s’agit trés souvent d’analyses
réalisées post-mortem sur une série de patients [72]. Ce type d’étude a permis de montrer que
la PAVM a une localisation trés souvent multifocale et implique généralement les deux
poumons avec une prédominance des segments inférieurs et postérieurs [52,73]. De plus, la
PAVM touche différents sites pulmonaires ayant différentes phases d’évolution de la maladie
au méme moment, ce qui démontre un caractére spatio-temporel trés important dans la PAVM
[67].

La difficulté de ce type de diagnostic est bien entendu la disponibilité des échantillons
(caractere invasif) et la difficulté d’applicabilité a la routine hospitaliére. La subjectivité du

résultat lié a I'expérience et I'ceil de I'anatomopathologiste est également un frein a son
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utilisation. Enfin, le temps de rendu des résultats d’anatomopathologie n’est pas adapté a la
situation de l'urgence, ce qui empéche l'utilisation en routine de I'histologie dans le diagnostic

de la PAVM. De ce fait, ce type de diagnostic n’est aujourd’hui pas recommandé [67].

1.3.2.2. Diagnostic clinique

La PAVM est suspectée devant I'apparition de signes cliniques généraux témoignant
d’un processus infectieux en cours. A cela est également associé des modifications de certains
paramétres biologiques. Les recommandations européennes et ameéricaines considérent ainsi
comme « évaluations cliniques » [74] :

- La mesure de la température corporelle,

- Le volume des sécrétions trachéales et leur aspect (purulence),

- La mesure du ratio PaO,/FiO,

- Le décompte des leucocytes sanguins.

Classiquement, une hyper- ou hypothermie, une augmentation de la purulence des sécrétions,
une hyperleucocytose et une diminution du ratio PaO./FiO, sont observées durant la PAVM.
Le ratio PaO./FiO, permet de classifier la sévérité d’'une hypoxie lors de troubles du rapport
ventilation/perfusion au niveau pulmonaire donnant lieu a un effet shunt. Une valeur inférieure

a 300 mmHg signifie une altération des échanges gazeux dans les poumons.

Individuellement, ces paramétres ont une trés mauvaise sensibilité et spécificité dans
le diagnostic de la PAVM. En effet, dans la plupart des cas, la survenue d’une fiévre, d’'une
hyperleucocytose ou de modifications du ratio PaO./FiO2 est consécutive a une cause non
infectieuse. La majorité des patients gravement malades présentent des caractéristiques
d’inflammation systémique quel que soit leur motif d’admission [75]. Une fiévre ou une
hyperleucocytose sont ainsi des signes trés fréquemment retrouvés chez les patients de

réanimation.

1.3.2.3. Diagnostic radiologique

La radiologie est un critére important dans le diagnostic de la PAVM avec I'apparition
ou la progression d’'un infiltrat pulmonaire. Un exemple d’infiltrat est présenté Figure 5.
L’évaluation radiologique est un des principaux arguments permettant de différencier une
TAVM d’'une PAVM. Il est admis que la performance de la radiographie portative est nettement
inférieure au scanner thoracique, qui reste le gold standard dans le diagnostic de la PAVM
[67,74]. Néanmoins la difficulté de transfert des patients intubés-ventilés vers le scanner

continue de limiter son utilisation, en particulier du fait du nombre important de complications
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hémodynamiques, respiratoires ou infectieuses pouvant survenir durant ou apres le transfert
[76].

La radiographie reste donc I'outil diagnostic le plus utilisé en pratique courante. Mais
son interprétation est délicate et la détection d’un infiltrat peut varier selon I'expérience du
clinicien. L’étude de Nseir et al. a retrouvé que la radiographie était anormale dans 38% des
cas a l'admission, ce qui peut compliquer la détection d’un infiltrat [62]. De plus, une autre
étude, dans les pneumonies communautaires cette fois, a retrouvé que prés de 30% de
résultats faux positifs ou faux négatifs sont rapportés avec la radiographie comparativement
au scanner thoracique [77].

La radiographie n’est donc pas un outil diagnostic idéal bien qu’elle soit toujours
massivement utilisée a défaut d’avoir d’autres outils plus performants et adaptables au patient

de réanimation.

Figure 5 : Exemple de deux radiographies pulmonaires d’'un méme patient a 'admission (a
gauche) et au moment du diagnostic de PAVM (a droite).

La fleche rouge montre I'apparition d’'un foyer de condensation alvéolaire localisé en base gauche
par rapport a la radiographie d’entrée. Cette image est typique d’'une décompensation respiratoire
observée notamment dans la PAVM.

1.3.2.4. Diagnostic microbiologique

Aux criteres cliniques et radiologiques s’ajoutent des criteres microbiologiques
essentiels pour identifier le pathogéne responsable de la survenue de la PAVM mais
également pour obtenir I'antibiogramme permettant 'adaptation du traitement antibiotique
(Figure 6). Le rendu du résultat est toujours limité par les temps de la culture bactérienne, bien
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que des tests de PCR multiplex ont vu le jour pour essayer d’améliorer le rendu du résultat. Ici
encore, peu de consensus font foi tant sur le type d’échantillon a prélever que sur le seuil de
quantification microbiologique. L’'intérét des tests multiplex est également largement remis en

question et peut conduire a une antibiothérapie abusive [78].

Processus du rendu de résultat microbiologique actuel

Temps Echantillon pour analyse microbiologique

Examen = Traitement PCR multiol
I <1lh ‘ microscopigue S empirique guidé multiplex
(Gram) "1 par l'examen direct
1-2h
Traitement adapté,
a confirmer avec
I'antibiogramme
Culture + Traitement
24-36 h identification :) emﬁ:'g;‘: Lﬁ‘:‘:f par
MALRITaR 24-36 h I'identification

l% PCRciblée = w:;:l:é}:me

Traitement
s Antibiogramme définitif,
4872h = | antibicthérapie
‘adaptée

Figure 6 : Algorithme actuel de la prise en charge des préléevements respiratoires au
laboratoire de Microbiologie.

Figure adaptée et traduite d’apres [66].

La culture microbiologique nécessite un temps d’identification et de rendu de I'antibiogramme
important pour permettre l'incorporation de ces résultats dans I'algorithme décisionnel du
diagnostic et du traitement de la PAVM. De nouvelles techniques de PCR multiplex ont vu le jour
pour diminuer ce temps diagnostic mais leur colt, leur manque d’exhaustivité et le risque de
surdiagnostic (et donc de surconsommation d’antibiotiques) sont un frein majeur a leur applicabilité.

1.3.2.4.1. Types de prélevements nécessaires a la documentation

microbiologique

Un prélévement respiratoire est classiquement nécessaire pour documenter l'infection.
Un prélévement profond tel qu’un liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA) ou un brossage
télescopique protégé est en général recommandé pour documenter spécifiquement les
bactéries présentes au niveau des bronches et des alvéoles pulmonaires infectées. Plusieurs

études ont montré un avantage en termes de survie ou de consommation d’antibiotiques

(98]
W
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lorsque le diagnostic était effectué par un prélévement invasif [79-81]. Cependant, le caractére
invasif chez des patients particulierement instables peut contre-indiquer sa réalisation. |l peut
également étre difficile d’avoir accés 24h/24 a un personnel formé aux gestes de la
bronchoscopie. De ce fait, d’autres équipes pronent plutét la réalisation de prélévements plus
hauts dans les voies respiratoires tels qu'un prélévement d’aspiration endo-trachéale (AET),
pour notamment documenter la colonisation trachéo-bronchique [82,83]. La détection précoce
des patients fortement colonisés au niveau respiratoire permettrait ainsi de mieux prédire les
patients a risque de développer une PAVM [84]. Les recommandations internationales
américaines et européennes illustrent parfaitement I'absence de consensus sur les critéres
microbiologiques : la premiére prénant des prélevements d’AET et la seconde des
prélévements plus profonds type LBA pour diagnostiquer la PAVM [74,85,86]. Des différences
de recommandations entre les institutions d'un méme pays peuvent également exister (par
exemple entre la FDA et la CDC aux Etats-Unis).

D’autres équipes ont émis [I'hypothése qu’'une sonication des prélévements
respiratoires pourrait étre envisagée pour améliorer le diagnostic [87], mais peu de données
sont disponibles dans la littérature sur ce point.

Au-dela du type de prélévement, certaines études démontrent un biais important lié
aux protocoles de prélévement appliqués pouvant varier d’'un hdpital a I'autre selon le niveau
de recours a la bronchoscopie [88] ou encore selon la variabilité liée a I'opérateur. D’autres
études ont également retrouvé une trés faible reproductibilité des prélevements respiratoires.
Enfin, des valeurs de sensibilité et de spécificité inférieures a 80% pour le diagnostic de la

PAVM ont été retrouvées, quel que soit le type de prélevement effectué [85,89].

1.3.2.4.2. Seuils et quantifications des bactéries pathogénes

L’utilisation d'index et de seuils bactériologiques est ancienne. Dés 1985, de premiers
travaux relatent la création d’un « index bactériologique » (IB) ou « index de Johanson »
correspondant a la somme des logarithmes des quantifications des pathogénes retrouvés
dans les prélévements respiratoires [90]. Cet index a été repris dans la définition historique du
CPIS participant au diagnostic de la PAVM si un IB > 5 était présent [91]. Néanmoins, cet index
a rapidement été abandonné au profit de seuils de quantification fixes calculés selon le nombre
de colonies bactériennes présentes sur les milieux gélosés et retrouvées a partir d’'un volume
fixe d’échantillon respiratoire ensemencé (en général 10 uL). Ces seuils ont été proposés en
1994 et 1995 et sont toujours les mémes actuellement [92,93]. Les seuils retenus varient selon
le type d’échantillon avec un seuil qui sera plus faible pour les prélevements profonds. Ainsi
Aubas et al. proposaient un seuil & 10* UFC/ml (Unité Formant Colonie) pour les prélévements

de LBA et Papazian et al. un seuil & 10° UFC/ml pour les prélévements d’AET.
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Aujourd’hui encore, les sociétés savantes européennes et francophones de
Microbiologie préconisent ces seuils [94,95]. Par ailleurs, seule une culture en aérobiose
(atmosphére ambiante et atmosphére enrichie en CO,) est recommandée, écartant 'analyse
des bactéries anaérobies au niveau respiratoire. Peu de données sont ainsi disponibles quant
a I'évolution de la flore respiratoire anaérobie au cours de l'intubation par manque de données
microbiologiques.

Bien que ces valeurs de cut-off aient été fréquemment remises en question au vu de
leurs faibles sensibilité et spécificité [96], elles continuent d’étre utilisées a défaut de pouvoir
se fier a d’autres critéres microbiologiques. Pire, elles n’ont jamais vraiment été ré-évaluées
alors que des progrés importants dans la détection des bactéries en microbiologie ont eu lieu

ces vingt derniéres années.

1.3.2.4.3. Les PAVM bactériémiques

Le parenchyme pulmonaire est un tissu extrémement vascularisé qui permet
I'oxygénation et les échanges gazeux du sang. Il est de ce fait, une porte d’entrée idéale pour
les micro-organismes vers le compartiment sanguin. Lors d’'une PAVM, les hémocultures sont
retrouvées positives dans prés de 10% des cas avec des variations allant de 8% a 20% selon
les études réalisées [97,98].

La présence d’'une bactériémie devant une suspicion de PAVM peut permettre de
confirmer ou de conforter le diagnostic, en particulier si la bactérie est retrouvée conjointement
dans les prélevements respiratoires. Cela permet d’augmenter la précision du diagnostic et de
I'antibiothérapie [99]. Néanmoins, la présence d’hémoculture positive isolée n’est pas un bon
outil diagnostic dans la PAVM comme l'ont rappelé Luna et al. [100]. En effet, les
hémocultures positives peuvent également révéler un autre point d’appel infectieux (autre que
respiratoire) et infirmer le diagnostic de PAVM potentiellement suspecté devant la présence

de signes cliniques aspécifiques (fievre, hyperleucocytose, syndrome inflammatoire...).

1.3.2.5. Le score CPIS

En 1991, Pugin J. et al. ont décidé de combiner six des paramétres cliniques,
radiologiques et microbiologiques dans un score diagnostic dénommé CPIS (Clinical and
Pulmonary Infection Score). Le CPIS a initialement été créé afin de comparer les performances
techniques des prélévements invasifs versus les prélévements non invasifs pour différencier
la colonisation de la PAVM [91]. Ainsi, les patients ayant un CPIS > 6 avaient simultanément
un index bactériologique > 5, ce qui définissait le stade de I'infection. Il a par la suite été repris
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et modifié (parfois appelé « CPIS modifié ») afin de réaliser le diagnostic clinique de la PAVM,
en particulier pour mieux cibler I'antibiothérapie initiale, I'arrét précoce de I'antibiothérapie et
la prévision du pronostic clinique [101]. A la suite des premiers travaux portant sur le CPIS
modifié, celui-ci a rapidement été repris par les sociétés savantes (telles 'ATS/IDSA) pour
favoriser le diagnostic de la PAVM.

Le Tableau 1 reprend les différents critéres utilisés ainsi que le score associé selon la
présence de chaque paramétre. Le CPIS peut atteindre un maximum de 12 points et un score
positif est considéré au-dela de 6 points. Dans les travaux initiaux de Pugin J. et al., un score
strictement supérieur a 6 était associé a une survenue de PAVM avec une sensibilité de 93%
et une spécificité de 100%, mais cette étude ne portait que sur 28 patients. D’autres travaux
ont rapidement démontré que la sensibilité et la spécificité étaient bien plus basses - entre 70
et 80% pour la sensibilité et entre 40 et 80% pour la spécificité - [92,102]. Cela dépend
également grandement de la population étudiée avec, chez des patients neuro-lésés ou chez
les grands-bralés, une sensibilité (61% et 30%, respectivement) et une spécificité (43% et 80%

respectivement) bien plus faibles [103,104].

Malgré cela, le CPIS reste aujourd’hui encore un score trés utilisé a défaut d’avoir
d’autres outils plus performants. Il est régulierement requestionné, réévalué mais toujours
enseigné et employé au lit du malade comme dans la littérature [105,106]. Son utilisation, bien
que répandue, doit étre soumise a la plus grande prudence. La littérature pointe
particulierement du doigt la grande variabilité liée a l'interprétation de certains paramétres du
CPIS tels que la purulence des sécrétions, la lecture des radiographies ou encore le décompte
des seuils microbiologiques [107]. Une des principales faiblesses du CPIS est qu’il est mesuré
a un seul instant et non de fagon cinétique. Gaudet et al. I'ont d’ailleurs souligné en
questionnant I'intérét du CPIS pour différencier, par exemple, une TAVM d’'une PAVM et s'il

pouvait apporter suffisamment d’information a un seul moment donné [106].
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Tableau 1 : Critéres utilisés pour calculer le CPIS.

Parameétre Score

Température, en °C

>36.5et<384 0 point

>385et<38.9 1 point

> 39.0 ou < 36.5 2 points
Décompte des leucocytes (/mm?)

>4 000 et <11 000 0 point

<4000 ou > 11 000 1 point

Présence de leucocytes immatures (« band cells ») > 500 + 1 point

Aspect des sécrétions trachéales

Absence de sécrétions 0 point
Présence de sécrétions — non purulentes 1 point
Présence de sécrétions — purulentes 2 points

Niveau d’oxygénation — ratio PaO./FiO, (en mmHg)
>240 ou présence d’'une détresse respiratoire aigie 0 point

<240 et pas de signe de syndrome de détresse respiratoire 2 points

Radiographie pulmonaire

Absence d'infiltrat 0 point
Présence d'un infiltrat diffus 1 point
Présence d'un infiltrat localisé 2 points

Culture microbiologique de I’échantillon pulmonaire (en UFC/ml)

Absence de bactérie pathogéne ou culture < 10* (LBA) ou < 10° (AET) | 0 point

Culture positive = 10* (LBA) ou = 10° (AET) 1 point
Méme bactérie pathogéne observée a la coloration de Gram + 1 point
Sylvain MEYER | These de doctorat | Université de Limoges | 2024 37

Licence CC BY-NC-ND 3.0



1.3.3. PAVM : les difficultés diagnostiques actuelles

1.3.3.1. Grande variabilité des facteurs influengant la survenue de PAVM

Comme décrit précédemment, la PAVM n’est pas une entité franche mais est issue
d’'un continuum entre colonisation et infection, qui résulte d’'une combinaison de facteurs liés :
- al'hote (motif d’admission, immunité, génétique du patient...),
- aux micro-organismes (pathogéne(s) impliqué(s), facteurs de virulence exprimés,
cinétique de colonisation...),
- ala ventilation mécanique (pression partielle en oxygéne, positionnement et type
de sonde endotrachéale...),
- aux co-infections potentielles (infections virales en particulier) et/ou aux traitements
associés (antibiotiques utilisés pour autre infection, immunosuppresseurs, ...),
- alenvironnement (écologie microbienne du service).
Le nombre de facteurs influengant la survenue d’'une PAVM est considérable et il est
extrémement difficile d’obtenir une population homogéne lors d’études cliniques. Cette
particularité du patient de Réanimation est un frein majeur a I'élaboration de consensus et de

critéres diagnostiques fiables.

1.3.3.2. Faible sensibilité et/ou spécificité des outils diagnostics

Une méta-analyse réalisée en 2020 conduite sur 25 études regroupant plus de 1600
patients a permis d’évaluer la sensibilité et la spécificité des différents critéres diagnostiques
de la PAVM comme la présence d’une fiévre, de sécrétions purulentes, d’un infiltrat pulmonaire
a la radiographie ou d’une culture microbiologique positive dans les aspirats endotrachéaux
[89]. Il a été retrouvé des valeurs de sensibilité et de spécificité inférieures a 80% pour
lintégralité des paramétres cliniques étudiés, a I'exception de la sensibilité de la radiographie
(sensibilité de 88,9%, spécificité de 26,1%), tandis que les valeurs de spécificité étaient trés
souvent catastrophiques (inférieures a 40%). La présence d’'un CPIS > 6 était également
associée a de faibles sensibilité et spécificité (73,8% et 66,4%, respectivement). La conclusion
de cette méta-analyse est sans appel et démontre clairement qu’aucun outil diagnostic actuel
n’est suffisamment performant pour poser efficacement un diagnostic de PAVM.

Par ailleurs, I'étude de Ego et al. a habilement démontré que selon les critéres
diagnostiques appliqués, le nombre de PAVM diagnostiquées variait fortement et qu'il était
donc trés difficile de comparer les centres entre eux et les études entre elles [108]. Quand bien
méme la plupart des critéres utilisés sont similaires, il reste toujours une interprétation

subjective de certains facteurs comme la radiographie ou I'aspect des sécrétions trachéales.
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A coOté de cela, d’autres paramétres biologiques ont été étudiés comme facteurs
diagnostics de la PAVM. Néanmoins, les recommandations actuelles européennes et
américaines déconseillent I'utilisation de ces paramétres biologiques comme la CRP, la
procalcitonine, la copeptine, le MR-proANP (mid-regional pro-atrial natriuretic peptide) ou
encore le sSTREM-1 (soluble triggering receptor expressed on myeloid cells) dans le diagnostic
de la PAVM. Ces marqueurs ont montré individuellement un bénéfice diagnostic mais trop peu
d’études les ont véritablement évalués avec parfois des efficacités critiquables.

Ainsi en 2024, aucun paramétre suffisamment performant ne permet d’améliorer le

diagnostic ni la prédiction de la PAVM.

1.3.3.3. PAVM ou EAVM ? Vers une complexification des définitions ?

Plutét que de se focaliser sur le diagnostic de PAVM, plusieurs équipes ont conseillé
de surveiller 'apparition d’événements associés a la ventilation mécanique (EAVM) [109,110].
Cette définition a d’ailleurs été créée et publiée en 2013 par le CDC. Ces événements seraient
plus faciles a identifier et seraient soumis aux mémes conditions de survenue que ceux de la
PAVM. Une condition ’EAVM est identifiée lorsque survient une aggravation de la fonction
pulmonaire (augmentation des niveaux de FiO, ou des pressions expiratoires positives sur
plus de 2 jours) aprés une période de stabilité ou d’amélioration pulmonaire de plus de 3 jours
[111]. Le diagnostic ’EAVM s’affranchit de la subjectivité d’interprétation de la radiographie.
L’identification précoce de ces conditions permet de repérer plus rapidement les événements
et les complications infectieuses et non-infectieuses survenant chez les patients sous VM (par
exemple : atélectasie, pneumothorax, embolie pulmonaire...). La définition méme d’'un EAVM
était de pouvoir étre objectif, reproductible, automatisable et de pouvoir fortement prédire les
issues défavorables [112].

La concordance entre EAVM et PAVM reste cependant assez faible selon certaines
études et son intérét a été a plusieurs reprises remis en question [113—-115]. Elle complexifie
également les définitions actuelles et peut amener a une certaine confusion auprés des

cliniciens et dans les études cliniques menées ou dans les méta-analyses.

1.3.4. Epidémiologie

1.3.4.1. Incidence en France et dans le monde

La PAVM représente 80% des épisodes de pneumonie nosocomiale en Réanimation
[74]. Elle touche environ 5 a 40% des patients intubés-ventilés dans le monde avec de trés
grandes variations dépendantes de la région étudiée, des motifs d’admission ou encore des
critéres utilisés dans la définition méme de la PAVM. Ainsi I'incidence rapportée est plus faible
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aux Etats-Unis (1 a 4 cas pour 1000 jours de VM) qu’en Europe (10 a 20 cas pour 1000 jours
de VM) [88,116]. Une étude du consortium international du contréle des infections
nosocomiales (INICC) a clairement démontré que le taux d’incidence des EAVM variait en
fonction du type de Réanimation. Il a par exemple été retrouvé que les patients admis pour
causes neurologiques telles que les traumatismes craniens graves ou les hémorragies
méningées, ont une incidence de PAVM pouvant atteindre 40% [117,118] mais avec une
grande variabilité selon les études conduites [119]. Cook et al. ont estimé que l'incidence
quotidienne varie dans le temps, avec un risque de PAVM plus élevé au début de l'intubation
(risque estimé a 3% les cinqg premiers jours de VM) qu’a la fin (risque estimé de 2% entre les
jour cing et dix puis de 1% au-dela) [120].

Il reste toutefois trés difficile de connaitre la vraie incidence de la PAVM aujourd’hui.
Cela varie grandement selon les critéres diagnostiques appliqués [121]. Certaines études
décrivent des taux de PAVM, d’autres d’EAVM, parfois en nombre d’événements pour 1000
jours de VM ou encore en pourcentage, ce qui complexifie la comparaison des données
épidémiologiques. L’incidence de la PAVM semble cependant Iégérement diminuer voire se
stabiliser au fil du temps, probablement grace a 'amélioration des stratégies de prévention au

cours du temps.

En France, les derniéres données du groupe REA-REZO sur 'année 2022 montrent
une incidence cumulée de pneumopathies liées a I'intubation de 15,67% et une incidence
cumulée de 21,80 pour 1000 jours d’intubation, ce qui suit I'épidémiologie mondiale (Figure
7)[122]. Cette incidence, restée constante pendant plusieurs années aux environs des 15%, a
flambée lors de I'épidémie de SARS-CoV-2 depuis 2020, ou le nombre d’EAVM a
considérablement augmenté. Les patients intubés-ventilés admis pour détresse respiratoire
aigué consécutive a une infection au SARS-CoV-2 développent fréequemment des PAVM qui
sont difficiles a différencier entre une décompensation respiratoire liée au virus ou a une
véritable infection bactérienne [123]. Hors contexte épidémique, I'incidence de la PAVM reste

globalement constante dans les services de Réanimation frangais.
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Figure 7 : Evolution de l'incidence des pneumopathies (en bleu) et des bactériémies (en
rouge) dans les services de Réanimation en France.

Rapport publié en 2023 sur les données 2022 du réseau REA-REZO [122].
L’'incidence des PAVM et des bactériémies reste stable en France aux alentours de 15%. On notera
cependant 'augmentation de l'incidence liée a I'épidémie de SARS-CoV-2 entre 2020 et 2022.

1.3.4.2. PAVM précoce, PAVM tardive

Depuis la fin des années 1980s, la notion de temporalité dans la survenue de PAVM a
émergé. En effet, Langer et al. ont démontré que l'incidence de survenue d’'une PAVM était
plus élevée lors des cing premiers jours suivant I'intubation, ce qui a permis de distinguer et
de définir les PAVM précoces (moins de 5 jours) et les PAVM tardives (plus de 7 jours ), la
transition entre 5 et 7 jours étant sujette a débat [124]. Ibrahim et al. ont rapporté un taux plus
élevé de PAVM précoces (56%) que de PAVM tardives (44%)[125]. Par conséquent, le risque
de PAVM semble étre plus élevé au cours des premiers jours d’intubation en particulier chez
les patients sédatés ou admis pour un traumatisme cranien, bien qu’'une PAVM puisse survenir
a tout moment de l'intubation.

Cette distinction entre PAVM précoce et tardive a parfois été remise en question dans
la littérature [126], mais elle reste toujours utilisée aujourd’hui. En revanche, le délai de
différenciation entre ces deux entités reste treés discuté, certaines études les différenciant a 4
jours [127], 5 jours [128], 6 jours [129], ou 7 jours aprés le début de l'intubation [130,131], voire
méme parfois aprés le début de I'hospitalisation [132].
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La distinction PAVM précoce/PAVM tardive tient également du fait des bactéries
pathogénes retrouvées. Classiquement, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae ou
Streptococcus pneumoniae ont plutét tendance a étre associés aux PAVM précoces, tandis
que les Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa ou Acinetobacter baumannii sont plus
fréquemment retrouvées lors de PAVM tardives [132]. Cependant, ceci n’est pas systématique
[128,133], et s’explique probablement par la variabilité du cut-off permettant de distinguer
PAVM précoce/PAVM tardive mais également du type de patients et de I'écologie des services
de réanimations étudiées.

Enfin, cette distinction PAVM précoce/PAVM tardive a pendant longtemps permis
d’estimer le risque de présence de bactéries multirésistantes (BMR). Cela a conduit a la mise
en place de plusieurs recommandations thérapeutiques en fonction du délai de survenue de
l'infection, et de I'écologie microbienne retrouvée dans chaque Réanimation [134,135].
Cependant, d’autres données sont venues contredire ces recommandations [128,136], ce qui
précise la grande variabilité observée selon les pays, les critéres d’inclusion et les populations

de patients étudiées.

1.3.4.3. Principaux micro-organismes impliqués

La vaste cohorte SENTRY - Antimicrobial Surveillance Program — a investigué en
Europe de I'Ouest, en Europe de I'Est et aux USA la prévalence des principales bactéries
retrouvées dans différentes entités cliniques y compris dans la PAVM [137]. La Figure 8,
adaptée de cette étude, décrit les proportions des 12 principaux pathogénes documentés dans
les pneumonies acquises en Réanimation (principalement représentées par les PAVM). Ainsi,
il apparait que 10 de ces 12 bactéries sont des bacilles a Gram négatif représentant 61,5 a
76,1% des isolats retrouvés aux USA ou en Europe, respectivement.

En Europe, Pseudomonas aeruginosa est retrouvé a la premiére place, suivi de
plusieurs Enterobacterales telles que Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
cloacae ou Serratia marcescens puis de Haemophilus influenzae et de Acinetobacter
baumannii. Parmi les bactéries a Gram positif, Staphylococcus aureus et Streptococcus
pneumoniae sont retrouvés dans ce top 12. S. aureus est trés fréquemment responsable de
PAVM, notamment précoces, dans 20,1 a 27,3% des cas, occupant ainsi la deuxiéme (ou
premiere place) selon les études. D’autres travaux réalisés dans différents pays et différents
types de services de réanimation confirment ces données avec une prédominance de PAVM
a S. aureus et P. aeruginosa [88,138,139]. Les données frangaises de 2016 du réseau REA-
RAISIN retrouvent des proportions similaires avec 20% de P. aeruginosa, 13,3% de S. aureus
et 10,0% de E. coli [140].
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Figure 8 : Proportion de pathogénes retrouvés dans I'étude SENTRY en Europe de I'Ouest, en Europe de I'Est et aux Etats-Unis entre 2016 et 2019.
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Figure adaptée et traduite d’apres [137].
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1.3.4.4. Impact et pronostic

La survenue dune PAVM est associée a une augmentation de la durée
d’hospitalisation. Cela est vrai quelles que soient les études qui ont été conduites, avec une
durée supplémentaire moyenne de VM estimée a au moins 7 jours [141] et pouvant aller

jusqu’a plus de 20 jours selon les populations étudiées [142].

L’'impact de la PAVM sur la mortalité reste cependant trés débattu. En effet, peu
d’études s’accordent sur le risque de mortalité induit. Certaines études retrouvent des taux
supérieurs a 10%. C’est le cas par exemple d’une méta-analyse réalisée en 2013 sur plus de
6000 patients qui retrouvait un risque de mortalité de 13% [143]. A contrario, d’autres études
cliniques plus récentes montrent une augmentation trés faible de la mortalité aux alentours de
1% [144] voire ne montrent pas d’excés de mortalité [118,145]. La mortalité est, dans tous les
cas, fortement influencée par la pathologie justifiant I'hospitalisation en service de Réanimation
et sa sévérité [146]. L'étude de Melsen et al. conclut que la mortalité est principalement liée a

'augmentation du séjour en Réanimation et de tous les risques qui y sont associés.

1.3.5. Facteurs de risque et prévention du risque infectieux dans la PAVM

La compréhension des facteurs influengant la survenue d’'une PAVM ou permettant de
prévenir le risque d’apparition d’'une PAVM n’est pas récente. Elle fait suite aux nombreux
travaux réalisés durant les années 1980-90s afin de mieux comprendre la physiopathologie
de la PAVM. L'objectif de ce chapitre est de détailler les connaissances actuelles en termes

de prévention du risque infectieux chez le patient intubé-ventilé.

1.3.5.1. Facteurs de risques de survenue de PAVM

Plusieurs facteurs de risques de survenue de la PAVM ont été identifiés dans la
littérature. Chastre et Fagon distinguent les principaux facteurs de risques selon qu'ils soient
associés au patient ou bien aux différentes interventions effectuées ou traitements administrés
(Tableau 2) [147]. D’autres facteurs de risques de survenue de PAVM ont été décrits au fil du
temps comme, par exemple, la présence d’'une hyperoxie (PaO. > 120 mmHg) [148].
Néanmoins, il est trés difficile d’évaluer I'impact d’un seul facteur sur la survenue d’'une PAVM

tant son développement est multifactoriel.
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Tableau 2 : Principaux facteurs de risque de survenue d’'une PAVM.
Adapté et traduit d’apres [147]

Facteurs liés au patient

Facteurs interventionnels

Age > 65 ans

Présence d’un SDRA

Antécédent de BPCO

Défaillance d’organe

Sévérité de la pathologie pré-existante
Coma ou troubles de la conscience
Traumatismes graves

Brullres

Inhalations importantes

Colonisation bactérienne gastrique et/ou
trachéobronchique importante
Sinusite

Hypoalbuminémie

Utilisation d’anti-acides, d’anti-histaminiques H2 (en
particulier les IPP)

Curarisation, sedation intraveineuse continue
Transfusion > 4 unites

Monitorage de la pression intracranienne

Valeur de pression expiratoire positive (PEEP)
Changements fréquents des circuits du respirateur
Durée de ventilation mécanique > 2 jours
Réintubation

Présence d’une sonde nasogastrique

Patient en décubitus dorsal

Durée de transport hors de la réa

Présence d’une antibiothérapie préalable

Parmi les facteurs de risque identifiés, beaucoup ont fait I'objet de recommandations de
prévention pour diminuer l'incidence de survenue de la PAVM. Ces derniéres sont également
dénommeées les « VAP bundles » (ensemble de recommandations pour lutter contre la PAVM)

au méme titre par exemple que les « sepsis bundles » pour lutter contre le sepsis.

1.3.5.2. Prévention de la survenue de PAVM : les « VAP bundles »

Le concept de « bundle » a été élaboré par I'Institute for Healthcare Improvement. |l
est défini comme un petit ensemble simple et cohérent de plusieurs pratiques cliniques, bien
définies, fondées sur des preuves scientifiques solides et qui, mises en ceuvre correctement
avec un objectif d’adhérence aux pratiques de 95 %, se traduit par un meilleur résultat sur le
pronostic des patients que lorsque chaque mesure est utilisée individuellement [149]. Bien
appliquées, ces mesures permettent de prévenir le risque de survenue de la PAVM, et cela a
été prouvé scientifiquement a plusieurs reprises [150,151]. Les principales mesures actuelles
sont présentées et regroupées dans le Tableau 3. Elles s’articulent essentiellement autour de
mesures permettant :

- De limiter la transcolonisation bactérienne des voies respiratoires supérieures
(hygiéne des mains du personnel soignant, soins dentaires et décontamination oro-
pharyngée a la chlorhexidine),

- De limiter la microaspiration de sécrétions trachéales (inclinaison du lit supérieure
a 30°, aspiration sous-glottique et maintien de la pression du ballonnet pour limiter
le passage des sécrétions trachéales vers les voies respiratoires inférieures,
réévaluation du niveau de sédation),
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- De limiter le temps d’exposition a la VM (épreuves de sevrage, réévaluation du
devenir du patient).
La plupart de ces mesures ont un niveau de preuve haut voire suffisant, a I'exception de la

position a 30-40° dans le lit qui n’a jamais vraiment été démontré dans une étude randomisée.

Certaines mesures font toujours I'objet de débats dans la littérature et ne sont, de ce
fait, pas recommandées en I'état actuel des connaissances pour prévenir la PAVM. Celles-ci
sont regroupées dans le Tableau 4. C’est par exemple le cas de la décontamination
oropharyngée a la chlorhexidine qui a pendant longtemps été recommandée mais de
nouvelles études ont montré que la chlorhexidine était incriminée dans I'apparition d’infections
secondaires locales ou d’ulcérations [152]. D’autres études ont montré de fagon inquiétante
une augmentation de la mortalité liée a I'administration de soins buccaux a base de

chlorhexidine probablement en lien avec des réactions allergiques [153].

L’application stricte de ces mesures préventives peut rester inhomogeéne entre certains
services en particulier selon le degré de compliance a leur application.

Par ailleurs, comme nous l'avons vu précédemment, l'incidence de la PAVM reste
constante (autour de 15%) dans les services de Réanimation francgais, et cela malgré
l'instauration des « VAP bundles ». Les mécanismes physiopathologiques de survenue de la
PAVM ne sont donc pas encore entiérement compris. Les impacts de la relation héte-
pathogéne au niveau pulmonaire, de la réponse immunologique locale ainsi que de I'évolution
du microbiote pulmonaire au cours de 'intubation restent globalement peu compris. L’arrivée
des technologies de séquengage de haut-débit au début des années 2010 a fait émerger un
nouveau champ de recherche qui s’est progressivement imposé dans la compréhension des

mécanismes physiopathologiques de la PAVM.
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Tableau 3 : Présentation des « VAP bundles » ou actions préventives mises en place pour prévenir I'apparition de la PAVM en service de soins

critiques.

Tableau adapté et traduit d’aprés [29].

o . _ Niveau de
Catégorie Rationnel Intervention
preuve
Limiter l'intubation (préférer la ventilation non invasive) Haut
Limiter les tentatives de ré-intubation
Diminuer la sédation (éviter les benzodiazépines, utiliser un protocole pour minimiser Modéré
Bonnes preuves permettant de g
. ) oo les sédations)
Pratiques diminuer la durée de ventilation _ . . . _ : _
! mécanique, la durée d’hospitalisation, | Mobiliser précocement le patient et maintenir la condition physique Modeéré
essentielles L . gy -
la mortalité et/ou les colts. Elever la téte de lit a 30-45° Bas
Beénéfices supérieurs aux risques Effectuer des soins dentaires sans chlorhexidine Modéré
Instaurer une nutrition entérale Haut
Ne changer le circuit de ventilation que si souillé ou présence d’un dysfonctionnement Haut
Bonnes preuves pour améliorer le Utiliser une décontamination sélective orale ou digestive dans les Réanimations a Haut
pronostic mais peut conférer d’autres . , . o
. faible prévalence de résistance aux antibiotiques
risques
Approches Impact possible pour diminuer le taux | Utiliser des tubes endotrachéaux permettant I'aspiration des secrétions trachéales Modéré
additionnelles de PAVM mais données insuffisantes | pour les patients avec une durée de ventilation mécanique > 48-72h
sur la durée de ventilation - , - , —
. . o Envisager une trachéostomie précoce Modéré
mécanique, la durée d’hospitalisation
ou la mortalité Utiliser une nutrition post-pylorique pour les patients a risque d’aspiration Modéré
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Tableau 4 : Actions remises en question et généralement non recommandées pour prévenir 'apparition de la PAVM.

Tableau adapté et traduit d’aprés [29].

o _ Niveau de
Categorie Rationnel Intervention
preuve
Effectuer des soins oraux ou bains a la chlorhexidine Modéré
Utiliser des probiotiques Modéré
Données contradictoires ou n’ayant Utiliser des tubes endotrachéaux en polyuréthane fins Modéré
pas dimpact sur le taux de PAVM, la Fygjjiser des tubes endotrachéaux coniques Modéré
durée de ventilation mécanique, la _ : _ _ : _
Généralement durée d’hospitalisation ou la mortalité Contréler automatiquement ou monitoring fréquent de la pression du ballonnet Modéré
non recommandé Utiliser des tubes endotrachéaux recouverts d’argent Modéré
Favoriser la position allongée Modéré
Effectuer une prophylaxie anti-ulcére gastrique Modéré
Pas d’'impact Suivre le volume gastrique résiduel Modéré
Fournir une nutrition parentérale précoce Modéré
Absence de . o : . , i . -
Pas d'impact, colts incertains Utiliser un systéme clos d’aspiration endotrachéale Modéré

recommandations
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Chapitre Il. Evolution du microbiote respiratoire au cours de I'intubation

I1.1. Définitions et méthodologies d’étude du microbiote respiratoire

1.1.1. Origine du mot « microbiome » et « microbiote »

Le terme « microbiome » est issu des mots grecs micros et bios qui signifient
respectivement « petit » et « vie ». Le terme microbiome a été employé et défini pour la
premiere fois en 2001 par Lederberg et McCray, qui insistaient sur l'importance des
microorganismes colonisant le corps humain en conditions saines et pathologiques [154]. La
définition a beaucoup évolué depuis I'essor des technologies haut-débit, et continue
constamment d’étre améliorée. En effet, plusieurs définitions existent dans la littérature,
mettant en avant plutdt une vision écologique, génomique ou axée sur les interactions hétes-
pathogénes (Tableau 5)[155]. Aucune définition ne fait actuellement vraiment consensus mais
chacune représente une vision différente selon la discipline, I'héte et I'environnement étudiés.
En recherche clinique, la définition génomique est prédominante [156]. Cette derniére sera

principalement utilisée ici, bien qu’elle soit critiquable a bien des égards.

Tableau 5 : Différentes définitions physiologiques du terme « microbiome ».
Tableau adapté d’aprés [155].

Définition écologique

« Communauté microbienne caractéristique occupant un habitat raisonnablement bien
défini et possédant des propriétés physico-chimiques distinctes. Le terme désigne ainsi
non seulement les micro-organismes impliqués mais englobe également leur théatre
d'activité »

Définition génomique
« Ensemble des génes et des génomes des membres d'un microbiote, présents dans
un environnement donné. Le microbiome est caractérisé par I'application d’une ou de

combinaisons de métagénomique, meétabolomique, meétatranscriptomique et
métaprotéomique associées a des métadonnées cliniques ou environnementales ».

« Totalité des génomes d'un microbiote. Souvent utilisé pour décrire I'entité des traits
microbiens (= fonctions) codés par un microbiote ».

Définition relation hote-pathogéne

« Communauté de micro-organismes (tels que des bactéries, des champignons et des
virus) qui habitent un environnement particulier et capables d’interagir avec leur héte de
facon symbiotique, commensale ou pathogéne ».
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Le terme microbiote quant-a-lui, est une combinaison des mots grecs micros et
biota qui signifient « 'ensemble des organismes vivants dans un écosystéme donné »
[157]. La compréhension de la composition des microbiotes a clairement pris un
tournant majeur depuis le lancement du « Human Microbiome Project » en 2008 par
I'Institut National de la Santé (NIH) des Etats-Unis [158]. Dans le cadre de ce projet,
des échantillons prélevés sur difféerentes parties du corps (peau, muqueuses, selles,
salive...) ont été analysés en métagénomique ciblée et les données générées sont
accessibles gratuitement sur le web (https://portal.hmpdacc.org). A ce jour plus de 31
000 échantillons analysés et provenant de diverses origines sont disponibles.

11.1.2. Taxonomie bactérienne

La compréhension de la taxonomie bactérienne est primordiale pour pouvoir analyser
et classifier correctement les différents taxons bactériens retrouvés au sein d’'un microbiote.
La premiére classification taxonomique de Carl von Linné en 1735 ne décrivait que deux
regnes (végétal et animal). |l faudra attendre 1925 pour que le domaine des procaryotes
integre la classification par le Pr Edouard Pierre Léon Chatton. La taxonomie ayant beaucoup
évolué, elle se décompose en plusieurs rangs taxonomiques présentés dans la Figure 9. Le
monde du vivant est composé de deux domaines a savoir les Eucaryotes et les Procaryotes.
Ce dernier regroupe deux regnes que sont les Archeae et les Bactéries. Nous ne nous
intéresserons ici qu’au régne des Bactéries. Parmi les rangs taxonomiques d’intéréts pour
classifier les bactéries se trouvent le Phylum, la Classe, I'Ordre, la Famille, le Genre et enfin
'Espéce. Les techniques de séquencages permettent en général d’accéder au moins jusqu’a
I'échelle de la Famille bactérienne, classiquement jusqu’au Genre bactérien mais beaucoup
de données sont perdues a I'échelle de I'Espéce, ce qui complexifie 'analyse a ce rang

taxonomique.

La taxonomie bactérienne évolue rapidement en fonction de 'amélioration continue des
techniques d’analyse du génome bactérien et en particulier de I'étude des microbiotes. La
découverte de nouveaux taxons change I'architecture des arbres phylogénétiques et nécessite
le changement de noms de certains rangs taxonomiques. En 2023, la taxonomie a bénéficié
d’'une modification importante des principaux phylums, classes et ordres bactériens. Afin de
pouvoir continuer a comprendre et surtout comparer la littérature scientifique, le Tableau 6

reprend les principales modifications ayant affecté recemment la taxonomie microbienne.
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Figure 9 : Différents rangs taxonomiques du domaine des procaryotes et exemples des principaux taxons retrouvés au niveau du microbiote
respiratoire.

Les 5 principaux phylums retrouvés au niveau respiratoire sont représentés par une couleur différente.
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Tableau 6 : Principales modifications taxonomiques ayant eu un impact sur l'interprétation
des études de microbiote conduites dans la littérature scientifique

Ancien nom (avant 2023) Nom actuel (en 2024)
Phylum
Actinobacteria Actinomycetota
Bacteroidetes Bacteroidota
Firmicutes Bacillota
Fusobacteria Fusobacteriota
Proteobacteria Pseudomonadota
Classe
Actinobacteria Actinomycetes
Ordre
Bacillales Caryophanales
Clostridiales Eubacteriales

11.1.3. Méthodologies d’étude du microbiote respiratoire

1.1.3.1. La métagénomique ciblée et la métagénomique shotgun

Pour toute analyse de microbiote, deux principales techniques existent pour obtenir la
composition bactérienne d’'un échantillon : la métagénomique ciblée et la métagénomique
shotgun (Figure 10). La métagénomique shotgun, qui permet de séquencer les ADN et/ou
ARN présents dans un échantillon biologique sans amplification préalable, demeure, encore
aujourd’hui, difficile a appliquer sur les échantillons respiratoires du fait d’'une trop grande
quantité d’ADN humain par rapport a la quantité d’ADN bactérien. Cet ADN humain est
préférentiellement séquencé et empéche d’obtenir une profondeur de séquengage suffisante
pour fournir suffisamment d’information quant a la composition du microbiote. De ce fait, les
technologies de séquengage du microbiote respiratoire se basent quasi uniquement sur les
technologies de métagénomique ciblée. Pour ces raisons, nous ne développerons par la suite
que la technologie de métagénomique ciblée, que nous avons utilisée lors de nos expériences,

mais qui présente certaines limites qui seront exposées par la suite.
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La métagénomique ciblée consiste a amplifier une certaine partie d’'un ou de plusieurs
génes qui permettent I'identification précise des micro-organismes aprés comparaison a une
base de données. L’'amplification du géne codant TARNr16S est la plus fréequemment réalisée
pour I'analyse de la composition des bactéries, tandis que les ITS ou I’ARNr18S peuvent étre

utilisés pour analyser le mycobiote.
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H
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Figure 10 : Différence de préparation des librairies entre métagénomique ciblée (a gauche) et

métagénomique shotgun (a droite).

1.1.3.2. Les régions variables de ’ARNr16S et stratégie d’amplification

Dans les années 1980s, I'apparition de la biologie moléculaire et 'essor de la PCR
permettent le développement de nouvelles stratégies diagnostiques pour identifier les
infections bactériennes. Dans le laboratoire de Woese et al. aux USA, il a été montré que les
liens phylogénétiques des bactéries pouvaient étre déterminés en comparant une portion de
certains génes d’intérét [159]. Parmi ces candidats figuraient les génes codant les ARN
ribosomiques 5S, 16S et 23S ainsi que les régions séparant ces génes (ITS). Rapidement, il
s’est avéré que le géne de 'ARNr16S était le plus discriminant et il a donc été utilisé a des fins

de classification taxonomique [160].

9,
(98]
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Le géne de 'ARNr16S est un géne composé d’environ 1550 pb, qui est constitué de
10 régions constantes et de 9 régions variables (Figure 11). Ces derniéres contiennent des
régions dites hypervariables composées de quelques bases trés différentes d’'une espéce a
'autre. Le géne de 'ARNr16S est universel chez les procaryotes et il est présent trés souvent
en plusieurs copies sur un méme génome. Le géne est suffisamment grand, avec
suffisamment de polymorphismes pour pouvoir différencier les taxons de fagon valide, en
particulier au sein de ces régions hypervariables. Des amorces universelles sont
généralement choisies comme complémentaires des régions conservées afin d’amplifier une
ou plusieurs régions variables utilisées pour la taxonomie comparative. En général, la
comparaison des séquences du gene de 'ARNr16S permet la différenciation entre les
organismes au moins jusqu’a I'’échelle du genre et trés souvent jusqu’a I'échelle de I'espéce.
Certaines espéces trés proches génétiquement et taxonomiquement peuvent toutefois étre
difficiles a différencier (par exemple, les espéces du genre Streptococcus). Un des avantages
a séquencer le géne de I'ARNr16S réside dans la trés grande quantité d’informations
contenues dans les databases mondiales car cette séquence a été déterminée pour un trés
grand nombre de souches bactériennes. A titre d’exemple, la GenBank contient prés de 250
millions de séquences déposees dont plus de 99 millions concernent les génomes bactériens
et plus de 27000 séquences de référence de I'ARNr16S y sont référencées

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Internal transcribed
spacer (ITS)

D Régions conservées i T

- Régions variables T Tree—

- e [.:-:-:-:-:-]:-:-]

4l V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9

Figure 11 : Structure et organisation du géne codant '’ARNr 16S.

Avec les technologies de séquencage haut-débit de deuxiéme génération (lon
Torrent ou lllumina), des amplicons de longueur allant de 200 a 400 pb sont nécessaires pour
pouvoir étre correctement amplifiés et séquencés. Il est donc nécessaire de choisir une ou
deux régions variables pour obtenir I'affiliation taxonomique. Il est certain que l'utilisation d’'une
seule région variable diminue la fiabilité de I'affiliation et, trés souvent, empéche d’identifier le
taxon jusqu'a I'échelle du genre ou de l'espéce. Il n’existe pas de consensus quant a

l'utilisation préférentielle d’'une région variable donnée. La littérature est trés hétérogéne sur
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le sujet, certains auteurs préconisent l'utilisation des régions variables V2-V3 [161], d’autres
des régions variables V3-V4 [162], V4 seule [163] ou encore V4-V6 [164]. Plus récemment,
Lopez-Aladid et al. ont montré pour le microbiote respiratoire que la région variable V1-V2
montrait de meilleures performances résolutives pour l'affiliation taxonomique [165], tandis
que pour Soriano-Lerma et al., il s’agissait de la région V1-V3 [166]. Dans tous les cas,
'augmentation du nombre de régions variables séquencées augmente et affine I'information
taxonomique collectée, I'idéal étant de pouvoir séquencer I'entiéreté du géne [167]. Johnson
et al. ont démontré une nette augmentation de résolution lorsque le géne codant ’ARNr16S
était séquencé entierement par technologie de séquencage de troisiéme géneération tel que
PacBio ou Nanopore [168].

Par ailleurs, de facon plus inquiétante, lidentification taxonomique dépend
également fortement de la séquence des amorces utilisées comme cela a été trés récemment
démontré par Deissova et al. La modification d’'une ou deux paires de bases dans des amorces
couramment utilisées en métagénomique ciblée modifie de fagon importante les résultats
finaux [169]. Cela a également été rapporté récemment par I'équipe de Fromentin M et al., qui
a montré qu'une modification de deux paires de bases dans les amorces ciblant la région
variable V4 entrainait des modifications trés importantes de I'affiliation taxonomique avec perte
d’identification des Staphylococcus ou de certaines Enterobacterales [170]. Il est donc
nécessaire de bien choisir quelle région variable cibler en amont de tout travail de recherche.
Néanmoins, ces variabilités limitent la comparaison des données entre les études ayant ciblé

des régions variables différentes et/ou utilisé des amorces différentes.

1.1.3.3. Les limites de la métagénomique ciblée

Outre la difficulté d’analyse comparative des résultats obtenus entre différentes études
de métagénomique ciblée n’utilisant pas les mémes protocoles, d’autres limites s’ajoutent et
doivent étre considérées lors de I'utilisation de la métagénomique ciblée. En premier lieu, la
métagénomique ciblée sur ’ARNr 16S ne permet que la détection des bactéries, et écarte les
champignons, virus et parasites de I'analyse. Par cette technique, il n’est pas possible non
plus de détecter les génes de résistance ou de virulence des taxons identifiés, a l'inverse de

la métagénomique shotgun.

De plus, I'étape d’amplification du géne de ’ARNr16S propre a la technique engendre
un certain nombre de biais pouvant affecter I'identification et la diversité des bactéries
présentes dans I'échantillon. La polymérase utilisée dans la PCR peut par exemple insérer
des erreurs ou créer des chimeéres dans les amplicons, qui pourront fausser I'affiliation

taxonomique. L'utilisation de polymérases hautement fideles limite néanmoins ce phénomene.
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En revanche, la PCR a tendance a favoriser intrinséquement les taxons présents en grande
quantité et peut diminuer I'abondance voire faire disparaitre certains taxons présents en faible
quantité. Cela est notamment da a la variation du nombre de copies du géne de 'ARNr16S
entre les espéces bactériennes avec certains taxons pouvant contenir de 1 a 15 copies du
géne par génome, la plupart ayant toutefois entre 1 et 4 copies du gene par génome [171].
Pour contrer cet effet, des méthodes de correction ont été développées. L’étude de Gao et Wu
montre toutefois que ce biais est minime en particulier lors des analyses de diversité [172]
[173]. De fagon plus contraignante, certains taxons possédent une variabilité de séquences
entre les différentes copies d’ARN16S portées sur un méme génome pouvant atteindre jusqu’a
10% [174].

Enfin, la technique est soumise aux risques de contaminations, spécialement pour les
échantillons a faible concentration bactérienne (ce qui est le cas des échantillons
respiratoires). En effet, les réactifs utilisés pour les étapes de fluidification, d’extraction voire
d’amplification peuvent contenir des traces d’ADN bactérien qui viennent fausser les
abondances et induire une contamination de I'échantillon par de 'ADN exogéne. Ce type de
contamination est également appelé « kitome ». Parmi les principaux contaminants, les
genres  Acinetobacter, Alcaligenes, Bacillus, Bradyrhizobium, Mesorhizobium,
Methylobacterium, Microbacterium, Pelomonas, Pseudomonas, Ralstonia, Sphingomonas,
Stenotrophomonas sont fréquemment retrouvés [175]. Plusieurs études ont démontré I'impact
de ces contaminations dans linterprétation des résultats qui peuvent conduire a des
conclusions erronées [175][176][177]. Les espéces bactériennes dont les abondances
relatives sont en dessous du contaminant principal sont difficiles a interpréter et la
différenciation entre contaminants et espéces présentes en faibles proportions devient trés

délicate.

Une des techniques les plus frequemment utilisées pour essayer de contréler ces
contaminations consiste a ajouter des témoins négatifs constitués d’eau stérile et qui suivent
le méme processus analytique que les échantillons. Cela permet d’observer et d’évaluer la
contamination basale bien qu’elle soit hautement variable d’un échantillon a lautre.
Néanmoins, cette technique peut conduire a la suppression de taxons intéressants car liés a
une contamination inter-échantillons de la série et ne provenant pas du « kitome » (170).
D’autres techniques bioinformatiques ont été mises en place pour distinguer la contamination

comme par exemple le package Decontam disponible sur R [176].

La présence de contaminants n’est pas forcément que négative. Elle permet par
exemple d’estimer une profondeur de séquengage suffisante. Dyrhovden et al. suggérent
effectivement que la profondeur de séquengage n’est suffisante que lorsque les premiers

contaminants apparaissent [178]. Il est donc primordial de bien les détecter et de les éliminer
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en amont de I'étape de I'analyse bioinformatique et de I'analyse statistique, au risque de mal

interpréter les résultats de I'étude.

I.1.4. Analyse bioinformatique et génération des abondances relatives

1.1.4.1. Regroupement des OTUs ou des ASVs

L’assignation taxonomique de chaque séquence est primordiale. Elle s’effectue par des
approches de clustering, qui sont principalement utilisées en métagénomique ciblée. Ces
approches consistent a regrouper les séquences identiques sous forme de clusters avant

confrontation aux bases de données.

La Figure 12 reprend les différentes étapes générales nécessaires a I'analyse des
données brutes. Premiérement, le controle de la qualité de séquengage et le nettoyage des
données est essentiel pour filtrer les reads de mauvaise qualité, les reads trop courts et les
chimeres. Puis I'assignation taxonomique est effectuée ; elle est clairement I'étape clef
permettant la génération des résultats. Actuellement il existe deux stratégies différentes pour
la réaliser : I'analyse en Operational Taxonomic Unit (OTU) ou l'analyse basée sur les
Amplicons Sequence Variants (ASV). L'approche par clustering d’OTUs se base sur le
regroupement des séquences selon leur similarité, avec un cut-off trés souvent fixé a 97%.
Les différents clusters sont ensuite confrontés a une base de données permettant
I'assignation taxonomique [179]. C’est typiquement ce que propose une analyse
conduite sous le logiciel QIIME.

Readﬁtrzle Reads Données Tables de matrice
st?;fliila:te trimmés analysées Taxonomie
r _l |-. —l |— ] Arbres phylogénétiques

Données = B Analyse des datas de
Controle qualité Trimming des Assignement
:g:'::niz =P | des séquences e adaptateurs — taxonomique — eommmdu
l:FastQC Trimmomatic Mothur Web-based tools
MultiQC Cutadapt QIIME R & R studio software
QIIME2 Python

Commercial software
Figure 12 : Pipeline général d’analyse des données de métagénomique ciblée.

Figure adaptée et traduite d’apres [180].
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L’approche par ASVs utilise non pas un niveau de similarité de séquences mais une
approche basée sur les différences mononucléotidiques sur la région du géne séquenceé [181].
En effet, l'amélioration des techniques de séquengage a permis de mieux contréler les erreurs
de séquencgage ce qui permet de différencier les séquences a I'échelle d’un nucléotide. Il est
estimé que les approches par ASVs sont ainsi capables de fournir une meilleure résolution si
et seulement si les technologies sont suffisamment performantes. Plusieurs logiciels utilisant

les ASVs ont été développées et notamment DADA2.

Les bases de données sont primordiales pour obtenir une affiliation taxonomique juste
et précise. Il en existe plusieurs mais il est essentiel qu’elles soient entretenues, c’est-a-dire
mises réguliérement a jour en fonction des nouveaux taxons décrits dans la littérature et
régulierement curées en fonction de I'évolution de la taxonomie. Plusieurs bases de données
sont frequemment utilisées dans I'analyse de données de microbiote a savoir Greengenes,

Silva, EzBioCloud ou encore MicroSeq [182].
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Figure 13 : Exemple d’affiliation taxonomique obtenue pour un échantillon respiratoire aprés
amplification du gene de 'ARNr16S par la technologie lon Torrent.

Les affiliations taxonomiques obtenues aprés comparaison des séquences amplifiées a la base de
données sont classifiées selon chaque rang taxonomique (du phylum a I'espéece) et comparées en
fonction du nombre total de séquences générées. A noter que I'on commence a perdre de
l'information a partir du rang taxonomique du Genre (perte d’environ 10 a 15% de l'information
taxonomique) et beaucoup plus au niveau de I'Espéce (perte d’environ 50% de l'information
taxonomique). Certains taxons s’identifient trés bien a I'échelle de 'espéce comme c’est le cas par
exemple des Actinomycetota, a contrario les Bacillota s’identifient trés mal a I'échelle de I'espéce.
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A lissue de cette étape un nombre de reads affiliés a chaque OTU ou ASV est rendu
disponible dans un tableur pour analyse de la composition des échantillons et en particulier
de la diversité microbienne. Un exemple de résultat obtenu pour un échantillon respiratoire est

présenté sur la Figure 13.

1.1.4.2. Analyse de la diversité

1.1.4.2.1. La diversité alpha

La diversité alpha est définie comme une mesure de la richesse (hombre de taxa) et
de la fréquence (abondance relative de ces taxa) a I'échelle d’'un échantillon. Elle est évaluée
par l'intermédiaire de différents paramétres : la richesse, I'index de Chao1, I'index de Shannon
ou encore I'index de Simpson. Ces deux derniers index sont considérés plus robustes et moins
sensibles aux hombres de séquences générées pour chaque échantillon, puisqu’ils tiennent
compte de l'abondance relative de chaque OTU [183]. Lindex de Shannon varie
essentiellement en fonction des modifications d’OTUs rares tandis que I'index de Simpson est
dépendant des variations d’'OTUs majoritaires [184]. Un exemple de résultat de comparaison

des différents paramétres de diversité alpha est présenté dans la Figure 14.

La diversité alpha permet également d’estimer la profondeur de séquengage en
générant par exemple des courbes de raréfactions pour chaque échantillon. Si ces courbes
atteignent un plateau, il est estimé que la profondeur était suffisante pour détecter tous les
genres bactériens présents. Ces courbes permettent de rapidement donner une estimation de

I’état de la biodiversité.

11.1.4.2.2. La diversité beta

La diversité beta est I'étude de la variabilité de composition d’'une communauté
microbienne parmi les échantillons collectés au sein d’'un habitat. Elle permet de comparer les
échantillons entre eux et de déterminer lesquels sont les plus proches en termes de diversité.
Sur la base de l'analyse de la diversité béta, il est possible de relier le modéle global de
diversité taxonomique ou fonctionnelle aux caractéristiques environnementales, puis de
prédire les propriétés de I'écosysteme, de I'état sain ou malade de I'hote. Cette diversité est
classiquement estimée en générant une matrice de dissimilarité (ou de similarité) entre chaque
paire d’échantillons. Pour cela, les distances de dissimilarit¢ de Bray Curtis sont
habituellement utilisées (Figure 14). Cet indice est compris entre 0 (les deux échantillons

Sylvain MEYER | These de doctorat | Université de Limoges | 2024 59
Licence CC BY-NC-ND 3.0



partagent tous les mémes taxons) et 1 (les deux échantillons ne partagent aucun taxon en

commun) et sa valeur, calculée par paire, donne plus de poids aux taxons communs [185].

D’autres analyses de beta-diversité permettent, par exemple, de générer des arbres
phylogénétiques en calculant les distances phylogénétiques entre deux échantillons
(distances Unifrac). Les logiciels permettant de calculer les diversités alpha et beta sont inclus
dans différents pipelines bioinformatiques fréquemment utilisés tels que QIIME, Mothur ou

encore dans le package VEGAN sous R.

Echantillon 1 Alpha diversité Courbes de raréfaction
< < < Richesse spécifique = nombre espéces observées
- e = Richesse Ech. 1 = Richesse Ech.2=5 | | sl

Indice Shannon =-% (piInp)
o o o -

Ech.1=1,61 > Ech.2=1,20

Ii Indice Simpson = 1- Zf:,p,-z

Nombre d'espéces observées

o &N N Ech.1=08 > Ech.2=06
Nombre de sequences générées
S S S P, = proportion de I'espéce i dans I'échantillon g g
< N < Béta diversité
L] () 20; .
Distance de Bray Curtis — 1 — 5 Jg . Comparaison des métadatas
& RITR) Tests statistiques
- = matrice de dissimilarité entre échantillons
Echantillon 2 C,; = somme des plus petites valeurs pour les seuls taxons communs aux échantillons i et

S,/ S;= nombre total de taxons comptés dans les échantillons i et j, respectivement.

Figure 14 : Exemple de calcul de richesse et de diversité pour deux échantillons.

Les deux échantillons présentent une richesse identique (méme nombre de taxons) mais une
diversité différente objectivée par les valeurs d’index de Shannon et de Simpson augmentées pour
I'échantillon 1. Une valeur élevée de I'index de Shannon ou une valeur de Simpson proche de 1
signifient une plus grande diversité.

Les courbes de raréfactions permettent d’objectiver la diversité et d'estimer la profondeur de

séquengage pour chaque échantillon selon le plateau atteint pour la valeur de séquences générées
par le séquenceur.
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11.1.5. Analyse statistique des résultats d’assignation taxonomique

DATA
(abondances relatives)

|

Matrice de dissimilarité
ou de distance

' ! i I
’ Visualisation des données ‘ \ Etude de la variabilité de l l Test de 'homogénité de l | Test de discrimination des l
multivariées répartition dans la matrice dispersion multivariée données multivariées
Si matrice Euclidienne Analyse.s G composantes Selon des Selon des PERMDISP : différence de CAP : Analyse discriminative de
principales PCA facteurs, variables dispersion des centroides groupes a partir des données

groupes ou

Anal d é traitements prédictives
Pour toute autre matrice 1 ysgs _en Cooronaces .. continues
principales PCoA expérimentaux
Evite les biais d'ordre de Echelle multidimensionnelle ANOVA ou
classement de la PCA ou PCoA métrique ou MDS PERMANOVA

Figure 15 : Exemple d’analyses statistiques couramment effectuées a partir des distances de
Bray-Curtis pour évaluer I'impact d’'une ou plusieurs metadatas.

A partir des données d’abondance relative de chaque OTU ou taxons, il est nécessaire
de caractériser et de comparer les résultats selon les différentes métadatas collectées et
conditions a tester pour répondre a I'hypothése scientifique. Pour ce faire, plusieurs
représentations ou tests peuvent étre effectués en se basant sur les matrices de dissimilarité
ou de similarité générées grace aux analyses de béta-diversité. Ces tests statistiques

représentés Figure 15 permettent par exemple :

o De visualiser la répartition des données dans l'espace (Analyse en composante
principale PCA ou en coordonnées principales PCoA)

o D’étudier la variabilité de répartition des valeurs dans la matrice (analyse ANOVA -
Analysis of variance - si un seul facteur ou analyse PERMANOVA - Permutational
multivariate analysis of variance - si multifactoriel)

o De tester 'homogénéité de dispersion des échantillons en les regroupant sous forme
de centroides (PERMDISP)

o De prédire la ou les variables en fonction de la composition des données (analyse CAP

ou Canonical analysis of principal coordinates)

Chacune de ces analyses peut étre conduite dans R ou dans le logiciel Primer-e.
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I.2. Composition et variation du microbiote respiratoire sain

1.2.1. Découverte du microbiote respiratoire

Au niveau des voies respiratoires, il existe un microbiote s’étendant du rhinopharynx
jusqu’aux alvéoles pulmonaires. Celui-ci varie en composition, diversité et quantité le long des
voies respiratoires. La présence de microorganismes vivant dans la sphére respiratoire haute
a été admise par la communauté scientifique depuis longtemps mais n’a principalement été
étudiée que lors d’événements infectieux tels que la rhinosinusite chronique ou la BPCO [186].
Néanmoins, la présence de bactéries au niveau des voies respiratoires inférieures (bronches,
bronchioles et alvéoles pulmonaires) n'a été suggérée qu’a partir des années 2010 (Figure
16). En effet, les poumons ont auparavant toujours été considérés comme « stériles »,
héritage d’'un dogme enseigné de génération en génération [187]. Trés vite, les techniques de
métagénomique appliquée a I'étude de poumons de patients sains vont mettre en évidence
une signature microbienne spécifique [188-190]. Depuis, l'intérét pour ce microbiote est
manifeste mais la faible masse bactérienne le composant, la complexité d’accés et d’analyse
des prélévements retardent son étude et sa compréhension en comparaison au microbiote
digestif, cutané ou vaginal. La grande proportion d’ADN humain par rapport a la faible quantité
d’ADN bactérien est en outre un frein majeur a l'utilisation de la technique de métagénomique

shotgun sur les échantillons respiratoires.

Recherche PubMed “respiratory microbiota” Recherche PubMed “lung microbiota”

4,150 results 3,372 results

":"“l“' 2P s A|||||“|||L

1970 2010 2024 1989 2010 2024

Figure 16 : Nombre de recherches Pubmed comprenant les mots « respiratory microbiota »
et « lung microbiota », effectué en Janvier 2024.

A noter 'augmentation franche du nombre de publications a partir des années 2010.
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11.2.2. Facteurs influencant le développement du microbiote respiratoire

Le développement et la richesse d’'un microbiote sont inévitablement liés aux
conditions physiologiques de I'environnement et de I'organe I'hébergeant. La température, le
pH, la pression partielle en oxygéne mais avant tout la présence et le type de nutriments sont
des éléments clefs qui varient d’'un environnement a I'autre. Le microbiote pulmonaire est
soumis a un gradient de pH, d’humidité, de pression partielle en oxygéne et en dioxyde de
carbone (pO- et pCOy) tout au long de I'arbre pulmonaire (Figure 17)[191].

D’autre part, la quantité de nutriments présents est plus importante dans les voies
oropharyngées que dans les cavités nasales ou pulmonaires. En effet, les sources nutritives
des microorganismes dans ces environnements sont beaucoup plus pauvres et reposent
essentiellement sur les sucres composant le mucus tandis que le microbiote oropharyngé
profite des débris et apports en nutriments issus de I'alimentation [192]. Il en résulte que le
microbiote respiratoire évolue grandement le long du tractus pulmonaire tant en quantité qu’en
composition. Prés de 10° bactéries/mL de sécrétions sont présentes au niveau oropharyngé
mais cette concentration diminue jusqu’a 10%-10° bactéries/ml dans les alvéoles pulmonaires.
Cependant, la surface d’évolution du microbiote augmente drastiquement passant de
quelques cm? dans les voies respiratoires supérieures a plus de 10° cm? au niveau pulmonaire
[193,194]. Le microbiote pulmonaire est ouvert sur I'environnement et celui-ci influence sa
composition. L’exposition aux allergénes, aux polluants ou autres particules peut altérer la
structure de ce microbiote et favoriser le basculement vers un état pré-pathologique.

Tous ces facteurs peuvent donc influencer la composition et le développement des
différentes espéces bactériennes locales et peuvent modifier I'évolution de ce microbiote au

cours de la vie.

Voies respiratoires Air Microbiote
o =
£ = S S L
E b = s =
A
8 @ E E! ~ [ @
2 g £ -+~ & & 3
i T T o O T E g Staphylococcus spp.,
& o L e e o = Propionibacterium spp.,
Environnement 160 [0.3 45 23 10" Corynebacterium spp.,
Moraxella spp. et Streptococcus spp.
3 - Cavité nasale >10 [6.3 150 10°
{ Moraxella spp., Staphylococcus spp.,
‘ ‘ | 3 Corynebacterium spp.
— 1.0 9 90 34 10 Ty’ PP-
/ Na=opnanix l Dolosigranulum spp., Haemophilus spp.
_ et Streptococcus spp.
| - Oropharynx 72 8 10°

Streptococcus spp., Rothia spp.,
— Trachée 140 25 Vei!!one_i!a Spp., Prevotella spp. et
Leptotrichia spp.

\ Prevotella spp., Veillonella spp.,
\ g 1 7x10° 10t Streptococcus spp. et
\

Tropheryma whipplei

L5 90 40 100|137

Figure 17 : Physiologie et variation de I'environnement le long du tractus respiratoire.

Figure extraite et traduite d’aprés [191]. RH = humidité relative
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11.2.3. Composition et évolution au cours de la vie

Bien que beaucoup d'études se soient désormais intéressées au microbiote
respiratoire en pathologie humaine (mucoviscidose, asthme, BPCO, cancer...), peu de travaux
de recherche concernent le microbiote respiratoire bas et pulmonaire sain. A titre d’exemple,
il N’y a aucune donnée du microbiote pulmonaire disponible au sein du Human Microbiota
Project. Seules des données concernant les microbiotes buccal et nasal sont disponibles
[195]. Il est néanmoins admis qu’'une prédominance de Streptocoques, de Moraxella, de
Neisseria et d’Haemophilus est retrouvée au niveau des voies respiratoires hautes et qu’une
prédominance de bactéries anaérobies-aérotolérantes telles que les Streptocoques, ou de
bactéries anaérobies strictes telles que les Prevotella, les Fusobacterium ou les Veillonella
sont majoritairement retrouvées au niveau pulmonaire [189,196][197][198][199][200]. Cela
peut paraitre paradoxal mais une flore anaérobie est principalement présente dans les voies
respiratoires profondes en particulier au niveau des replis et des cryptes de la muqueuse
respiratoire. La pression partielle en oxygéne diminue le long de 'arbre pulmonaire tandis que
la surface augmente, ce qui favorise le mode de vie anaérobie. La structuration du microbiote
sous forme de biofilm favorise également le métabolisme anaérobie.

Concernant les champignons, Candida, Aspergillus, Cladosporium, Penicillium et
Malassezia sont principalement retrouvés au niveau du tractus respiratoire bas dans des

proportions toutefois plus faibles que les espéces bactériennes [201].

Les microbiotes respiratoires haut et bas sont trés étroitement liés, principalement du
fait de la proximité et continuité anatomique entre le rhinopharynx et les poumons. De fagon
tout a fait physiologique, un apport de micro-organismes est quotidiennement effectué dans
les poumons par des phénoménes de micro-aspirations salivaires [202]. C’est d’ailleurs a ce
jour la principale source de colonisation pulmonaire chez le patient sain [196].

Toutefois, une grande hétérogénéité du microbiote respiratoire demeure entre
individus, consécutive aux nombreux facteurs environnementaux influencant son
développement et sa composition tels que I'alimentation, le tabac, la génétique ou encore
'exposition aux antibiotiques [191][203][204]. La composition et le développement du
microbiote respiratoire sont également directement dépendants de la voie d’accouchement
[200,205]. Il a par exemple été démontré qu’un retard de maturation du microbiote survenait a
6 mois de vie, lorsqu’un enfant était né par césarienne. Cela serait di a une diminution de
colonisation des voies respiratoires par certaines bactéries commensales comme les
Corynebacterium ou les Dolosigranulum, qui ont un effet bénéfique sur le développement

pulmonaire [206].
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Le mode de vie impacte aussi la composition et la richesse de ce microbiote, et il a été
montré qu’une enfance dans un environnement fermier, qui permet I'exposition a une plus
grande diversité de microorganismes, pouvait protéger du développement de I'asthme et des
allergies [207]. Cette hypothése « hygiéniste » se base sur différents mécanismes dont le réle
central du systéme immunitaire et en particulier le réle protecteur des cellules T NK activées
par I'exposition a ces antigénes, et donc a ces bactéries environnementales [208].

Ainsi, la composition et I'évolution du microbiote pulmonaire dépend de nombreux
facteurs dont I'exposition et 'immigration microbienne (micro-aspiration, micro-inhalation),
I'élimination microbienne (ascenseur muco-ciliaire, réflexe de la toux, réponse immunitaire
innée et adaptative de I'héte) et des conditions locales de colonisation et de croissance

microbienne (nutriments disponibles, température, pression en O-...).

11.2.4. Structuration du microbiote respiratoire

Bien que la composition du microbiote respiratoire et les facteurs influengant son
développement commencent a étre décrits, il reste encore de grandes parts d’'ombre sur la
structuration de ce microbiote au sein du parenchyme pulmonaire et des interactions
existantes entre microorganismes. Deux études, bien que réalisées chez des patients atteints
de mucoviscidose ou de BPCO, apportent néanmoins quelques éléments de réponses avec
la mise en évidence d’une structuration de ce microbiote en micro-niches au sein des poumons
d’'un méme patient [203] [209]. Les travaux de cette équipe ont permis d’émettre I'hypothése
d’une structuration du microbiote respiratoire bas sur un « modéle insulaire », c’est-a-dire qu'il
existerait une multitude de microenvironnements locaux dont la richesse dépendrait de la
localisation anatomique et de I'évolution migratoire des espéces présentes mais également de
la vitesse de réplication de ces espéces [210] (Figure 18). Les auteurs avancent également
que pour I'ensemble des conditions d’'un microenvironnement donné, il existerait un point
d’équilibre de richesse en espéces au-dessus ou en dessous duquel le systéme reviendra s'il
est perturbé. Ce point d’équilibre étant constant, la population est néanmoins extrémement
dynamique avec un renouvellement constant d’espéces nouvellement immigrées ou
disparues.

Appliqué au microbiote respiratoire, ce modéle suggére que la richesse des
microniches pulmonaires dépend des conditions liées a la migration bactérienne (proximité
avec l'oropharynx, quantités de bactéries présentes dans l'oropharynx, reflux gastro-
cesophagiens, position couchée du patient, dysfonction laryngée...) et a [Iélimination
bactérienne (fonctionnalité du réflexe de la toux et de l'ascenseur muco-ciliaire, niveau
d’obstruction bronchique, capacités des réponses immunitaires, traitements influencant ces

réponses...). Par ailleurs, la physiologie pulmonaire est telle qu’il existe des différences
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régionales importantes en termes de densité cellulaire (cellules productrices de mucus,
cellules ciliées, cellules épithéliales, cellules immunitaires...), de production de mucus, de
dépbts de particules... impactant les densités et richesses microbiennes locales. Le
développement d’une pathologie pulmonaire ne serait donc « qu’'une modification ponctuelle

de ce point d’équilibre ».

Niveaux de migration pulmonaire
et d’extinction bactérienne

Nombre d'espéces microbiennes présentes

Figure 18 : Graphique schématisant I'hnypothése du « modele insulaire ».
Traduit et adapté d’aprés [210]

Lorsqu’une microniche a une faible richesse, le taux d’immigration est élevé car chaque espéce
arrivante est susceptible d’étre nouvelle, en revanche lorsque la richesse est élevée, le taux de
migration est plus faible car moins d’espéces nouvelles sont susceptibles de coloniser cette niche.
Dans les zones a faible richesse en espéces, le taux d’extinction est faible en raison du petit
nombre d’espéces potentielles susceptibles de disparaitre mais a mesure que la richesse
spécifique s’accroit, le nombre d’espéces menacées d’extinction augmente et la compétition entre
les especes pour les nutriments augmente, entrainant ainsi une augmentation du taux d’extinction.
De ce fait, une relation inverse entre taux d’extinction et richesse en espéces s’établit au sein d’'un
espace donné.

Ainsi, il est fort probable que le microbiote pulmonaire sain soit structuré sous forme
de microniches, bien que cela n’ait pas été formellement démontré du fait de la difficulté
d’échantillonnage. Il n’existerait donc probablement pas un seul microbiote mais une multitude
de microbiotes selon les espaces pulmonaires délimités par les conditions environnementales
présentes. Si cette hypothése est vérifiée, cela impliquerait que le microbiote pulmonaire serait
trés difficile a explorer. L’analyse des prélévements locaux (type LBA) ne pourrait donc pas

étre extrapolée a I'ensemble des poumons.
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11.3. Le microbiote respiratoire chez le patient intubé-ventilé

11.3.1. Intérét de I’exploration du microbiote respiratoire

L’étude du microbiote respiratoire en Réanimation est récente. Les premiers articles
utilisant les technologies de clonage de fragments amplifiés du géne de 'ARNr16S ont été
effectués en 2012 sur des biofilms récupérés a la surface des tubes endotrachéaux [211].
Simultanément, les premiéres études utilisant les techniques de séquengage a haut débit
arrivérent dans les années 2012-2013 et portérent sur I'évaluation du microbiote pulmonaire
dans des liquides de lavage broncho-alvéolaires ou des tubes endotrachéaux de patients
intubés-ventilés par technologie 454 [211][212]. La mise en évidence d’un microbiote trés
variable a rapidement été démontrée. Le dogme des « poumons stériles » prenait
définitivement fin !

L’intérét notable pour la métagénomique ciblée dans le poumon ne viendra qu’en 2016-
2017 avec en particulier les travaux de I'équipe de Williams DW qui ont porté sur I'évaluation
et la correspondance entre les microbiotes respiratoires et oropharyngés [37,213,214]. La
découverte du lien étroit entre microbiote pulmonaire et microbiote buccal a renforcé I'attention
a porter aux soins buccaux durant l'intubation mais a surtout permis de redonner un souffle
nouveau a la comprehension des mécanismes physiopathologiques de la PAVM. L’étude des
biofilms présents a la surface de la plaque dentaire et des tubes endotrachéaux récupérés
chez des patients intubés-ventilés a permis de corréler le niveau de diversité microbienne a la
surface du tube ou de la plaque dentaire avec la durée de VM [37,215]. Ainsi, une perte de
diversité est observée a mesure que la durée de VM augmente.

A la suite de ces différents travaux, I'étude du microbiote respiratoire va trés vite
prendre de 'ampleur et actuellement une dizaine d’articles scientifiques voient le jour chaque
année, la plupart du temps sur de petites cohortes vu le colt du séquengage (Tableau Annexe
1). La totalité des études indique l'intérét et 'importance du séquengage de 'ARNr16S pour
identifier les pathogénes pulmonaires avec la découverte de bactéries parfois atypiques
(mycoplasmes, mycobactéries, Tropheryma whipplei...).

Parallelement, les avancées simultanées sur le microbiote respiratoire dans des
pathologies chroniques telles que la mucoviscidose, I'asthme, la BPCO ou la tuberculose ont
permis de mieux comprendre le lien entre modifications du microbiote et pathologie. Ces
différentes études ont encouragé la recherche sur les infections respiratoires aigués telles que
la PAVM.
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11.3.2. La cinétique du microbiote respiratoire

Beaucoup d’études chez les patients intubés-ventilés ont exploré la modification du
microbiote respiratoire au moment du diagnostic de la PAVM et I'ont corrélé au microbiote
retrouvé chez des patients sains ou chez des patients intubés-ventilés ne développant pas de
processus infectieux au cours de leur séjour. Les principaux résultats ont permis de mettre en
évidence une diminution de la flore locale (Streptococcus, Neisseria, Veillonella, Prevotella) et
une augmentation de certaines bactéries pathogénes appartenant aux Enterobacterales, ou
aux genres Staphylococcus, Burkholderia ou Pseudomonas [212,216,217].

Dans l'objectif de prédire quels patients sont a risque de développer une PAVM,
plusieurs équipes ont essayé de comparer le microbiote présent a I'intubation avec celui au
cours de la VM et au moment du diagnostic, afin de trouver un ou plusieurs marqueurs
permettant la discrimination des patients développant une PAVM de ceux n’en développant
pas. Malgré l'intensification de la recherche actuelle, le réle du microbiote respiratoire dans la
survenue de la PAVM reste globalement incompris [218]. L’objectif de cette partie est de

synthétiser 'ensemble des résultats retrouves.

1.3.2.1. Le concept de dysbiose

Le premier article s’intéressant a I'’évolution du microbiote respiratoire chez les patients
intubés-ventilés a été publié en 2016 par Kelly et al. [219]. Puis d’autres études notables ont
essayé d’étudier la cinétique du microbiote au cours de l'intubation [220](224). Parmi les
principaux résultats identifiés, plusieurs auteurs pointent une diminution de la diversité
bactérienne au cours de I'intubation par rapport au microbiote respiratoire des patients sains
non intubés. Ce phénoméne est lié a 'émergence de bactéries pathogénes présentes souvent
en grandes quantités (Enterobacterales, Staphylococcus, Pseudomonas), ainsi qu'a la
diminution, voire a la disparition, des bactéries commensales usuelles (210)(211). Ces
résultats seront confirmés ultérieurement par d’autres études définissant ainsi le concept de

dysbiose pulmonaire.

La dysbiose correspond a la perturbation des flores microbiennes locales au profit
d’'une ou plusieurs especes maijoritaires, trés souvent responsables de la pathologie. Ce
concept, similaire a ce qui a été décrit au niveau du microbiote digestif ou vaginal, symbolise
'état de transition et de perturbation des flores microbiennes habituelles des voies
respiratoires [225]. Il correspond a une modification importante du point d’équilibre explicité
dans I'hypothése du « modéle insulaire ». L’étude de Fenn et al. observe méme un lien

significatif entre présence d’une dysbiose microbienne et présence d’une culture
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microbiologique significative dans les LBA [227]. C’est la seule étude a avoir évalué et retrouvé
cette corrélation.

L’origine de cette dysbiose proviendrait des modifications survenant au niveau des
microbiotes oropharyngés et digestifs, mettant en avant un réle important de l'intestin dans la
physiopathologie de cette dysbiose pulmonaire [228]. Ce lien étroit entre ces microbiotes est
trés souvent explicité sous le terme de « gut-lung axis » ou axe intestins-poumons et est
principalement issu des travaux effectués dans la BPCO, la mucoviscidose ou I'asthme
[229,230]. Peu de données quant au rble de cet axe ont été pour l'instant mises en évidence
chez le patient intubé-ventilé. Seule I'étude de Dickson et al., portant sur des modéles murins
de sepsis d’origine digestive avec un syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA) associe,
a montré un enrichissement de certaines bactéries digestives (Bacteroides, Enterococcus,
Lachnospiraceae sp) dans les poumons de ces souris. Ce lien n’a pas été mis en évidence a

I’heure actuelle dans la survenue de PAVM.

1.3.2.2. Evolution de la diversité et de la composition du microbiote au cours

de I’'intubation

L’évolution de la diversité mesurée principalement par I'index de Shannon dans les
études pulmonaires a montré une trés grande variabilité inter-individuelle, cet index allant de
presque O (trés faible diversité dominée par un seul taxon bactérien) a plus de 6 (diversité
identique a un microbiote sain). Bien que la perte de richesse semble avérée, Emonet et al.
ont également mis en évidence une diminution de la diversité bactérienne au cours de la VM
avec une modification du microbiote respiratoire chez les patients intubés-ventilés liée a
'augmentation des bactéries a Gram négatif et des Mycoplasmes [223]. D’autres études ont
montré une perte de diversité au cours du temps d’intubation [222,231]. Cependant, ce
phénomeéne ne fait pas consensus et plusieurs études n’ont pas retrouvé de diminution de la
diversité alpha au cours de I'intubation [220](225,227,233,234). Ces différentes études ont été
réalisées sur de faibles effectifs et un manque de puissance peut éventuellement masquer ce

phénoméne.

La diminution de la richesse de la flore respiratoire au cours de l'intubation semble faire
consensus au sein de la bibliographie avec une nette diminution en proportion relative des
Streptococcus, Granulicatella, Actinomyces, Rothia, et Veillonella. Le role de plusieurs genres
bactériens, parfois augmentés, parfois diminués dans certaines études, reste encore a
investiguer. Par exemple, Huebinger et al. ou encore Emonet et al. ont retrouvé une

augmentation des Mycoplasmes chez les patients développant une PAVM, alors que I'équipe
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de Woo et al. observait une augmentation dans le groupe non PAVM. De fagon similaire, des
résultats discordants ont également été retrouvés pour d’autres genres tels que Neisseria,
Corynebacterium ou Staphylococcus. Il est donc extrémement difficile d’interpréter les
résultats de ces études car elles dépendent grandement de nombreux facteurs confondants

tels que le motif d’admission, les antécédents du patient ou encore la prise d’antibiotiques.

1.3.2.3. Etude du microbiote dans la PAVM : de nouveaux outils prédictifs ?

L’'un des objectifs avancés dans la plupart des études sur le microbiote respiratoire
chez le patient intubé-ventilé est la mise en évidence de nouveaux biomarqueurs pour prédire
la survenue de la PAVM. A I'heure actuelle, aucun marqueur ne montre de performances
suffisantes ou ne fait consensus entre les différentes études. Néanmoins, plusieurs signaux
intéressants ont été observés et nécessitent d’avantage d’évaluation pour pouvoir pleinement
étre corrélés a I'évolution clinique.

Le principal signal détecté par Emonet et al. concerne 'augmentation de la quantité
d’ADN présent dans les prélevements respiratoires (principalement les AETs) de patients
développant une PAVM. En effet, une augmentation significative de la quantité d’ADN humain
et bactérien a été détectée entre le préléevement a 'admission et le jour du diagnostic de la
PAVM. Un cut-off de 124,7 ng/pL a méme pu étre défini pour une sensibilité et une spécificité
évaluée a 94,1% et 83,3% respectivement. Ces résultats avaient déja été suggérés par
Conway Morris et al. en 2016 ou la présence d’un C(t) inférieur a un cut-off (non précisé dans
'étude) était associée a une sensibilité >99% et une spécificité a 72% [234]. La charge
bactérienne globale semble donc étre augmentée chez les patients développant une PAVM,
mais cela ne semble pas étre systématique puisque d’autres études n’ont pas retrouvé de

tendances similaires [217].

D’autre part, deux équipes différentes ont retrouvé un lien significatif entre proportion
de Streptococcus et survenue de pneumopathie ou de mortalité a 28 jours [220](237). La faible
abondance de Streptococcus chez les patients intubés-ventilés, et remarquée dans plusieurs
études, était corrélée a la mortalité ou a la survenue de PAVM. La présence d’une diminution
de Streptococcus étant couramment décrite, elle n’était significativement retrouvée que dans
ces deux études a faibles effectifs (19 patients et 10 patients PAVM, respectivement). Au-dela
de l'abondance spécifique des Streptococcus, la présence d’'une dysbiose est, elle, plus
fréquemment associée a un pronostic péjoratif d’évolution sous VM voire de décés [236]. La
faible diversité bactérienne associée a la diminution des taxons de la flore oro-pharyngée est
un facteur de risque important de développement de processus infectieux ou de mortalité
[236].
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Une méta-analyse publiee en 2023 et regroupant les données de plusieurs études
d’intérét vient renforcer le réle prédictif des faibles abondances des bactéries oro-pharyngées
dans le pronostic de survenue de pneumopathies [237]. Un score associant les abondances
relatives de Streptococcus, Atopobium, Oribacterium et Veillonella montre des performances
diagnostiques modestes (sensibilité = 73% et spécificité = 71%), mais qui viennent confirmer
le rOle de la dysbiose respiratoire dans la survenue de pneumopathies (Figure 19A). Dans
cette méme étude, un score similaire associant les abondances relatives de Lactobacillus, de
Rothia et de Streptococcus a permis de corréler le succés d’extubation en fonction de la
composition du microbiote avec une sensibilité et une spécificite de 85% et de 60%,
respectivement (Figure 19B). Ces résultats, prouvent que I'évolution du microbiote respiratoire
est importante, mais probablement pas unique, dans le développement d’événements

infectieux et dans la durée de VM.
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Figure 19 : Scores pronostics et courbes de ROC basés sur les abondances relatives de
certains genres bactériens de la flore oro-pharyngée retrouvés dans le microbiote respiratoire
des patients intubés-ventilés pour (A) le diagnostic de pneumopathie acquise a I'hopital et (B)
pour le pronostic d'extubation.

Figure adaptée d’aprés [237].
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Il est également important de souligner que la dysbiose pulmonaire s’est avérée
importante dans la physiopathologie d’autres modéles d’infection respiratoire. C’est par
exemple le cas de la pneumopathie aigué communautaire a Legionella pneumophila [238], a
Streptococcus pneumoniae [239], chez I'enfant, chez I'adulte ou encore chez la personne agée
[240]. Il apparait donc évident que des résultats similaires soient retrouvés chez le patient
intubé-ventilé. En revanche, une diminution de la diversité n’a pas été observée lors de

pneumopathies d’origines virales (grippe ou SARS-CoV-2) [239].

11.3.3. Modification du microbiote : intérét des probiotiques ?

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit les probiotiques comme des
« micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, conférent
un bénéfice a la santé de I'hote » [241,242]. Au niveau digestif, 'administration de probiotiques
a notamment montré jouer un rdle sur la diminution de production de cytokines pro-
inflammatoires, la stimulation de production de mucus, la prévention de I'apoptose cellulaire.
Dans un modéle murin, 'administration digestive de Lactobacillus rhamnosus a permis de
réduire la quantité de bactéries pathogénes dans les poumons telles que P. aeruginosa [243].
L’administration de Bifidobacterium a également permis de diminuer I'adhésion de P.
aeruginosa sur les cellules épithéliales.

Sur le méme principe que ce qui a été réalisé pour le microbiote digestif, de premiéres
études chez 'Homme ont tenté d’observer les effets des probiotiques sur la survenue des
PAVM. La majorité des études a utilisé des souches de Lactobacillus, Bifidobacterium ou des
souches de Streptococcus pour contrebalancer 'effet de la dysbiose respiratoire observée
chez les patients intubés-ventilés. Une méta-analyse regroupant 35 études ayant administré
par voie orale différents probiotiques retrouvait un risque diminué de développement de PAVM
dans le groupe probiotique (6,9% de réduction), mais aucun effet sur la mortalité, les résultats
de chaque étude étant néanmoins trés hétérogénes [244]. L’étude récente de Johnstone et al.
sur I'administration préventive de Lactobacillus rhamnosus, vient cependant confirmer les
résultats décevants des probiotiques. Cette étude randomisée en double aveugle n’a pas
permis de diminuer I'incidence des PAVM dans le groupe probiotique par rapport au groupe
placebo [245].

De fagon tout a fait intéressante, Montassier et al. suggérent que la faible abondance
de Streptococcus retrouvée dans les voies respiratoires pourrait étre mise a contribution pour
développer de nouveaux probiotiques. Une hypothése physiopathologique avancée par cette
équipe concerne la sécrétion d’'une peptidoglycane hydrolase par les Streptococcus qui

pourrait diminuer la gravité des infections a bactéries a Gram négatif. Les Streptocoques ou
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leurs métabolites pourraient étre directement utilisés dans les poumons pour apporter cet effet

protecteur.

11.3.4. Limites de I’étude du microbiote respiratoire

Les études portant sur I'évaluation du microbiote respiratoire chez le patient intubé-
ventilé comportent cependant un nombre important de limites et de biais qu'il est nécessaire
de prendre en compte lors de I'analyse des résultats.

Premierement, les patients inclus dans les différentes études sont extrémement
hétérogénes, en particulier les motifs d’admission, les comorbidités, les critéres
d’inclusion/d’exclusion ou encore les outils diagnostiques utilisés pour évaluer le critére de
jugement sont trés différents, ce qui influence trés probablement les résultats. A titre
d’exemple, linclusion de patients ayant des pathologies chroniques (BPCO, asthme,
cancer...) influence les résultats puisque ce type de patient a plus de risque d’avoir un
microbiote respiratoire altéré a 'admission. L’inclusion de patients présentant une infection
respiratoire aigué lors de l'intubation (pneumopathie aigué communautaire, sepsis d’origine
respiratoire...) ou une pneumopathie d’inhalation, comme c’est par exemple le cas de I'article
de Kelly et al., fausse linterprétation des résultats [219]. La présence ou non d’une
trachéostomie impacte également la survenue d’événements infectieux puisque le tube
endotrachéal ne passe pas par les voies oropharyngées. C’est par exemple le cas de I'étude
de Harrigan et al. ou tous les patients inclus étaient trachéotomisés. Enfin, les critéres
d’inclusion/exclusion dans les études sont peu précisés (Tableau Annexe 1).

Deuxiémement, la durée moyenne de VM des patients inclus varie grandement entre
études mais également au sein d'une méme étude, et influence forcément le développement
ou non d’un événement infectieux. A titre d’exemple, Kelly et al. ont inclus des patients sous
VM de 1 a 15 jours contre 25 a 60 jours pour I'étude de Harrigan et al. Il est admis que plus le
temps de VM est prolongé, plus le risque de survenue d’'une PAVM est élevé de par le risque
cumulé (bien que ce risque décroisse au cours de la VM). Mais cela dépend également des
facteurs de risque du patient et de I'écologie du service de Réanimation. Dans tous les cas,
ces différences importantes de durée de VM empéchent de comparer les études entre elles.
Les études conduites sur le microbiote incluent actuellement des patients développant
préférentiellement des pneumopathies tardives mais a des jours différents, ce qui complique
également la comparaison des profils de microbiote. Il est cependant tres difficile d’harmoniser
les durées de VM ou de survenue de PAVM dans les études, a moins d’inclure un nombre

conséquent de patients.
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Troisiétmement, les types d’échantillons analysés sont rarement homogénes. L’analyse
du microbiote est en effet, parfois réalisée sur des LBA, parfois sur des AET ou encore sur
des préléevements oropharyngés de différentes origines (salivaires, plaque dentaire ou rétro-
pharyngés). L’écosystéme, la composition du microbiote ne sont pas similaires et il est trés
difficile de corréler les résultats des différents sites anatomiques.

Quatriemement, les documentations microbiologiques en culture des prélévements
respiratoires sont extrémement diverses. L’analyse du microbiote de patients développant des
pneumopathies a S. aureus, a P. aeruginosa, a Enterobacterales ou a Acinetobacter n’ont
probablement pas les mémes signatures car les interactions microbiennes pulmonaires ne
sont pas les mémes selon l'agent infectieux. L’interprétation d’'une documentation
microbiologique des prélévements respiratoires reste difficile lors de la survenue d'un
événement infectieux. Elle est bien entendue interprétée selon la clinique mais, il peut étre
ardu de différencier la colonisation de l'infection d’un point de vue microbiologique surtout
devant la présence de prélévements plurimicrobiens. L’utilisation de seuils microbiologiques a
essaye de contourner cette problématique mais les études sur le microbiote nous ont montré
les limites d’interprétation de ces seuils.

Cinquiemement, [utilisation d’antibiotiques dans les différentes cohortes est
extrémement variable : certaines études excluant leur administration dans les jours/semaines
ou mois précédant l'inclusion, d’autres (la plupart) incluant des patients sous antibiothérapie
dans différentes proportions (de quelques patients a la totalité !) [225,226] [212]. Le rble des
antibiotiques sur le microbiote respiratoire reste encore débattu mais il apparait évident qu'il
s’agit d’'un biais non négligeable, le type d’antibiotique utilisé n’ayant pas le méme poids sur
la destruction de la flore locale. Ren ef al. ont récemment démontré le role des antibiotiques
sur la composition du microbiote respiratoire et en particulier sur les abondances relatives de
Streptococcus, Prevotella, Rothia, Fusobacteria et Lactobacillus [235].

Sixiemement, le type d’échantillons utilisés comme contréles n’est pas identique. Il
s’agit parfois de patients sains non intubés-ventilés, ou de patients intubés-ventilés n’ayant
pas développé de PAVM. Il est certain que la comparaison et les résultats obtenus n’ont pas
la méme interprétation entre un microbiote sain et un microbiote altéré par la VM. Il est difficile
d’affirmer que tous les patients intubés-ventilés inclus comme patients témoins n’aient pas
développé de pneumopathie s’ils n’avaient pas été intubés plus longtemps. La comparaison
du critéere PAVM / non PAVM apparait donc difficile a maintenir dans les futures études, et
plusieurs équipes analysent dorénavant la mortalité, la durée de VM ou la probabilité de
succés d’extubation.

Enfin, septiemement, la profondeur de séquengage, I'analyse bioinformatique et la
gestion des taxons contaminants n’est pas du tout similaire entre les études. La différence du

nombre d’échantillons séquencés par puce peut étre important avec a la clef un nombre de
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séquences générées par échantillon qui peut étre variable. Par exemple, dans I'étude de Sole
et al., un nombre de reads allant de 1942 a 2 654 519 a par exemple été génére. Il apparait
évident que la détection des taxons minoritaires n'est pas homogéne entre les échantillons
avec ce type d’écart et peut compromettre l'interprétation des données. Pour s’affranchir de
telles discordances, la génération des courbes de raréfaction et I'exclusion des échantillons
n’atteignant pas I'asymptote peut/doit étre envisagée. Par ailleurs, les contaminants sont un
probléme important dans les études sur le microbiote respiratoire du fait de la faible biomasse
bactérienne des échantillons et persistent dans de nombreuses études. La mise en évidence
de certains contaminants fréquents comme significativement associés a la survenue de PAVM
ou a la mortalité est clairement une limite importante. L’interprétation des données
bioinformatiques doit étre réalisée par un microbiologiste expérimenté et remise en question
lorsque certains contaminants fréquemment retrouvés dans la littérature sont présents.
L’'étude de Smith et al. ou encore de Qi et al. sont un exemple de la présence massive de
contaminants dans [l'analyse statistique (Pedobacter, Hydrogenaphaga, Thauera...)
[246][226]. L utilisation de Ralstonia - un contaminant fréquemment retrouvé dans les témoins
négatifs et pouvant traverser les filtres de quelques microns - dans le score prédictif de
survenue de SDRA par Montassier et al., montre toute la difficulté d’analyse et d’interprétation
de ces données [237]. La mise en place d’outils statistiques et bioinformatiques standardisés
pour filtrer ces contaminants est donc absolument nécessaire ! Certaines études ont méme
supprimé les OTUs retrouvés moins de 1000 fois pour s’affranchir de ces contaminants mais
au risque de perdre des données importantes de taxons minoritaires du microbiote [224]. Cette
limite doit étre particulierement considérée et améliorée dans le futur.

Toutes ces variables (profils de patients inclus, utilisation d’antibiotiques, jours et types
de prélévements collectés, échantillons contrOles, gestion des contaminants...) influencent
énormément linterprétation finale des données de microbiote et brouillent les messages
observés. Il est nécessaire d’interpréter chaque profil de patient indépendamment. Il apparait
donc extrémement difficile de comparer les études entre-elles. La méta-analyse réalisée par
Montassier et al. montre d’ailleurs dans l'interprétation du lien entre microbiote et survenue de
SDRA, qu’il y a un effet de I'étude sur les données comparées. Cet effet lié aux profils de

patients inclus perturbe la comparaison des études entre-elles [237].
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Chapitre Ill. Staphylococcus aureus et PAVM

La documentation microbiologique fait partie du diagnostic de la PAVM, mais elle est
surtout essentielle dans la prise en charge thérapeutique et le choix de I'antibiothérapie. La
culture, I'identification par spectrométrie de masse MALDI-TOF et surtout I'antibiogramme
permettent 'adaptation du traitement antibiotique au(x) microorganisme(s) présent(s).

Comme nous I'avons vu précédemment, les PAVM peuvent étre causées par différents
bactéries avec une incidence importante (jusqu’a 40%) en Europe de I'Ouest liée notamment

a Staphylococcus aureus particulierement dans le contexte des PAVM précoces [137].

lll.1. De la contamination autogéne a I'infection

lll.1.1. Caractéristiques générales

Grossissement x1000

Figure 20 : (A) Photographie d'une culture pure de Staphylococcus aureus sur milieu gélosé
au sang de mouton aprés 24h d’incubation. A noter la franche hémolyse béta autour des
colonies. (B) Photographie d’'une coloration de Gram d’une hémoculture positive a S. aureus
avec un regroupement typique de cocci a Gram positif en amas.

Photos collection personnelle. D’apres [247].

Staphylococcus aureus est un cocci a Gram positif qui se regroupe habituellement en
amas (Figure 20). D’un point de vue taxonomique, I'espéce S. aureus appartient au régne des
Bactéries, au phylum des Bacillota, a la classe des Bacilli, a 'ordre des Caryophanales, a la
famille des Staphylococcaceae et au genre Staphylococcus. S. aureus se distingue des autres

espéces par la présence d’une coagulase libre (Staphylocoque a coagulase positive), ce qui
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augmente le pouvoir pathogéne de la bactérie par sa capacité a générer des coagulums dans
le plasma.

Cette bactérie est composée d’un chromosome unique et circulaire évalué entre 2,7 et
2,9 Mb avec prés de 2800 génes. La diversité génétique est faible chez cette espéce
bactérienne, elle s’explique essentiellement par I'acquisition de mutations ponctuelles ou

d’éléments génétiques mobiles (plasmides, phages ou transposons) [248].

l1l.1.2. Impact de la virulence chez S. aureus

La virulence bactérienne est définie comme « toute protéine, glycoprotéine ou lipide
exprimé ou sécrété par la bactérie qui I'aide a envahir et franchir les barriéres de I'héte , a

provoquer la maladie ou a échapper au systéme immunitaire » [247].

Classiquement, les facteurs de virulence sont différenciés en plusieurs
catégories [249]:

- les protéines de surface et d’adhésion,

- les enzymes dégradant la matrice extracellulaire,

- les protéines participant a la formation du biofilm,

- les systémes d’acquisition du fer,

- les systémes permettant la mobilité bactérienne,

- les exotoxines et cytotoxines responsables de dommages cellulaires,

- les protéines permettant I'échappement a la réponse immunitaire.

S. aureus posséde un arsenal de facteurs de virulence permettant le déclenchement
d’une infection méme chez le patient immunocompétent. La Figure 21 reprend les principaux
facteurs de virulence présents chez S. aureus. Il n’existe pas de systéme permettant la mobilité
chez S. aureus (bactérie immobile). En revanche, de nombreuses protéines permettant
ladhésion ont été décrites telles que les MSCRAMMs (Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules), les SERAMs (Secretable Expanded Repertoire
Adhesive Molecules) et la protéine A. Les fonctions et les effets de ces protéines sur la

virulence sont répertoriés dans le Tableau 7.

Parmi les autres facteurs de virulence, les protéines permettant d’échapper au systeme
immunitaire (Tableau 7), les enzymes (Tableau 8) ou encore les toxines (Tableau 9)
permettent de leurrer le systéme immunitaire tout en protégeant la bactérie et en induisant des
Iésions aux cellules hétes. Cette grande capacité d’adaptation fait de S. aureus un pathogéne

notable en médecine humaine.
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Figure 21 : Principaux facteurs de virulence retrouvés chez S. aureus.
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Tableau 7 : Principales protéines de surface permettant I'adhésion et 'échappement a la réponse immune chez S. aureus.

Famille

Protéine d’adhésion

Geéne

Fonctions

Effet sur la virulence

MSCRAMMs

Clumping factor A
Clumping factor B

Protéines liant le fibronectine

Protéine liant le collagéne

clfA
clfB

fnbA fnbB

cha

Liaison au fibrinogéne et adhésion aux surfaces
abiotiques (matériaux, plastiques)

CIfB est également impliqué dans la colonisation nasale

Liaison a I'intégrine a5b1 via la fibronectine

Liaison au collagene et séquestration de la protéine C1q

du complément

Adhésion aux surfaces
Agglutination du sérum (protection, activité
antiphagocytaire)

Réarrangements du cytosquelette et
internalisation de la bactérie
Participation a la dissémination osseuse et
tissulaire

SERAMs

Autres

Coagulase libre

Autolysines

Protéines d’adhérence
extracellulaire

Protéines liant le fibrinogéne
Protéines liant I'élastine

coa

atlE

eap/map

efb
ebp

Liaison de la prothrombine et activation de la cascade
de la coagulation

Dégradation de la paroi bactérienne, liaison aux acides
teichoiques et différents plastiques

Forte affinité pour le fibrinogéne, la vitronectine ou les
sialoprotéines. Agrégation de I'’ADN libre

Liaison au fibrinogéne et au facteur C3 du complément
Liaison a I'élastine

Formation de caillots sanguins, échappement
au systéme immunitaire

Colonisation des matériaux
Augmentation de I'adhésion bactérienne a la
MEC et dégradation des NETs

Participation a la colonisation des tissus tels
que le poumon, la vessie ou la peau

protéines
d’adhésion

Protéine A

spa

Liaison au fragment Fc des IgG et blocage de
I'opsonisation
Liaison possible au facteur de Willebrand

Diminution de la phagocytose,
Augmentation de la liaison aux cellules
endothéliales

Echappement
a laréponse
immune

Capsule
Protéine liant les Igs
Protéines inhibant la chimiotaxie
Protiéne inhibant le complément

Staphylokinase

cap
sbi

chips

scin

sak

Résistance a I'opsonisation des polynucléaires
Inhibition de la liaison des immunoglobulines
Liaison et masque le récepteur C5aR du complément
Inhibition de la chimiokine C5a par séquestration du

complexe C3-convertase
Activation de la formation de plasmine

Diminution de la phagocytose, de la
migration cellulaire et de I'efficacité du
complexe d’attaque membranaire

Participation a la dissémination de S. aureus
dans l'organisme

Fc = fragment constant des immunoglobulines, Igs = immunoglobulines, MEC = matrice extracellulaire, NETs = Neutrophil extracellular trap
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Tableau 8 : Principales enzymes et impact sur la virulence chez S. aureus.
Tableau adapté d’aprés [247] et [250]

Enzyme Géne Fonctions Effet sur la virulence

Sérine protéase A SplIA

Sgr!ne protgase B spiB Maturation des protéines de surface Favorise la colonisation

Sérine protéase C splC

Sgr!ne protgase D spiD Modulation de la production des facteurs de virulence (clivage) Impact global sur I'expression de la virulence

Sérine protéase E SplE

Sérine protéase F SpIF

Sérine protéase V8 SSDA Nécessaire a la survie et a la croissance de S. aureus Dégradation des immunoglobulines humaines

P P Participe a la maturation de SspB et SspC Implication dans le choc septique
Cystéine protéase B sspB Cystéine endopeptidase o ] L
Destruction tissulaire, ulcération
Cystéine protéase C sspC Inhibiteur de SspB Inhibition de I'activation _des polynucléaires
neutrophiles
Métalloprotéase aur Maturation et clivage de diverses protéines de surface / sécrétées CI|vage dela protel_ne C3 d_u gomplement
Clivage de peptides antimicrobiens
Relachement du biofilm par dégradation de I'ADN
. C , . libre.

Thermonucléase nuc Activité d'endo et d’exo-nucléase Dégradation et échappement aux NETs

Induction de I'apoptose des macrophages
Dégradation de la MEC : dommages tissulaires
Hyaluronidase hysA Dégradation des polymeéres d'acides hyaluroniques (réle avéré dans la pneumopathie chez la souris)
Dissémination de la bactérie

Colonisation de sites riches en acides gras

Lipases lip1/geh Production d'acides gras a chaines courtes (sébum, peau)

MEC = matrice extracellulaire, NETs = Neutrophil extracellular trap
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Tableau 9 : Principales toxines observées chez S. aureus responsables de la cytotoxicite.

Toxines Géne Fonctions Effet sur la virulence
hla
Hémolysines Z;Z Formation de pores dans la membrane Action pro-inflammatoire et cytotoxique
hlg
Leucocidine d? lukPV, IukS Insertion dans la membrane cytoplasmique des . .
Panton Valentine . . ) Nécrose cellulaire
polynucléaires neutrophiles et formation de pores
Leucocidine a deux JukD Lyse des cellules immunitaires par formation de pores Cytolyse et action pro-inflammatoire importante
composes D et B lukE Lyse des érythrocytes pour faciliter la disponibilité de fer
eta
L etb Forte affinité pour la desmogléine-1 localisée dans les . . .
Exfoliatines . . el o ) Actions épidermolytiques
etd jonctions des épithéliums cellulaires
sea
seb
sec Responsables des manifestations digestives lors

Entérotoxines

, Toxines superantigéniques
seg, sei, sem,

sen, seo, seu
seq, sek

d’intoxications alimentaires

Toxine du syndrome
du choc toxique

Toxine superantigénique

tst Reconnaissance de la chaine VR du TCR des lymphocytes

Activation de la réponse immunitaire et génération
d’'une décharge cytokinique avec défaillance
d’organes
Effet pro-inflammatoire et cytotoxique direct
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111.1.3. Les PAVM a S. aureus

S. aureus colonise de fagon naturelle les voies respiratoires supérieures (nez,
rhinopharynx) de prés d’un tiers de la population humaine [251]. C’est d’ailleurs sa niche
écologique chez 'Homme. La présence d’'une colonisation nasale est considérée comme un
facteur de risque important de développer une infection [252]. Chez un méme patient, les
isolats retrouvés au niveau nasal appartiennent trés souvent au méme complexe clonal [253],
bien que plusieurs types de séquences (ST) peuvent étre retrouvés dans moins de 10% des
cas [254].

Chez le patient intubé-ventilé, la présence du tube endotrachéal est un facteur propice
au développement de S. aureus dans les poumons. La translocation de la bactérie des voies
respiratoires supérieures vers les voies respiratoires inférieures par la micro-aspiration de
sécrétions contribue a la colonisation des poumons. L’expression d’'une multitude de
molécules d’adhésion facilite I'attachement et la persistance de la bactérie au niveau
pulmonaire [255]. Bien qu’il soit un pathogéne principalement aérobie et extracellulaire, S.
aureus peut persister et croitre dans des conditions moins favorables (anaérobiose locale,
milieu intracellulaire), qui sont importantes dans le poumon ou une atmosphére anaérobie est
fréquente. La persistance au sein de divers types cellulaires tels que les macrophages, les
polynucléaires ou les cellules épithéliales complique également son éradication et favorise sa

dissémination systémique [255].

S. aureus est une cause peu fréquente d’infection pulmonaire en milieu communautaire
(environ 1 a 2% des infections nécessitant une hospitalisation), c’est un pathogéne bien plus
redoutable en service de Réanimation [256]. Dans I'étude de Paling ef al., le taux de PAVM a
S. aureus en Europe de I'Ouest a été clairement associé au portage nasal [257]. Les auteurs
retrouvaient un risque de PAVM de 15,9 pour 1000 jours de ventilation chez les patients
colonisés contre 2,2 pour 1000 jours de ventilation chez les patients non colonisés. La
survenue d’un tel événement est généralement précoce (aux alentours de 3 a 4 jours), ce qui
tend a démontrer que les patients s’infectent a partir de leur propre souche de portage aprés
translocation des voies respiratoires supérieures vers les voies inférieures. La transmission de
S. aureus en services de soins critiques est, de ce fait, essentiellement autogene et beaucoup
plus exceptionnelle par transmission croisée (hygiene des mains, des surfaces) [258]. Dancer
et al. ont étudié par séquengage haut-débit la transmission des souches de S. aureus en
service de Réanimation et ont mis en évidence une majorité de souches transmises de
maniere autogéne, certaines souches transmises plus rarement de patients a patients, par le

personnel soignant ou par le matériel et les surfaces [259].
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S. aureus est fréequemment responsable de PAVM en particulier précoces. La
pneumopathie a S. aureus survient lorsque la bactérie accéde a I'épithélium respiratoire bas
et induit une activation accrue des réponses immunitaires innées (activation des PNN et
recrutement des macrophages). Cette étape peut étre facilitée si une infection virale (grippe,
SARS-CoV-2...) ou une Iésion de I'épithélium est déja présente. S. aureus a notamment été
responsable de nombreuses surinfections lors de la pandémie a SARS-CoV-2 [260].

Par ailleurs, c’est la premiére cause de PAVM chez le patient traumatisé cranien.
Plusieurs études ont montré une incidence accrue de PAVM précoce dans cette population et
en particulier dans les traumatismes craniens sévéres [117,119]. Le mécanisme d’action n’est
pas encore totalement compris, mais il semblerait que le traumatisme tissulaire impacterait la
clairance des PNN et des macrophages par 'augmentation du niveau d’héme plasmatique
[261]. Plusieurs facteurs protecteurs sembleraient toutefois limiter la survenue de PAVM dans
cette population comme un age avancé ou la consommation de tabac [117]. Cependant, la
mortalité de ces formes de PAVM est beaucoup plus faible que celles des patients admis pour
d’autres causes que des traumatismes, sans que cela ne soit vraiment élucidé [262]. Le risque
de rechutes de pneumopathies a S. aureus demeure haut malgré la mise en place d’une
antibiothérapie adaptée. L'étude de Decavéle et al. montre de maniére rétrospective et
monocentrique, un pourcentage de rechute évalué a 33% post PAVM a S. aureus, la plupart
de ces PAVM étant liées a des échecs de traitement et a la persistance de la bactérie dans
les voies respiratoires malgré une antibiothérapie adaptée [263]. Dans cette méme étude, la
présence de streptocoques ou de flore oro-pharyngée dans les prélévements respiratoires bas

au moment du diagnostic était associée a un taux de rechute plus important (62% contre 13%).

La persistance de S. aureus dans les voies respiratoires malgré [I'utilisation d’'une
antibiothérapie adaptée et le risque de rechute élevé font apparaitre toutes les limites de
I'utilisation des antibiotiques au niveau respiratoire. A cela s’ajoute également tous les
évenements indésirables liés a I'utilisation prolongée de certains antibiotiques (insuffisance
rénale aigué, thrombocytopénie, allergies...) ainsi qu’au risque de perturbation des flores
microbiennes déja lourdement impactées par I'hospitalisation en service de soins critiques et
par l'utilisation d’autres thérapeutiques (risque d’acquisition de BMR ou d’infection a
Clostridioides difficile)[80]. De ce fait, d’autres stratégies ont été développées ou sont en cours
de développement. Parmi celles-ci, le développement d’anticorps ciblés contre certains
facteurs de virulence [264,265], de vaccins a ARNm [266], de phages lytiques ou encore de
peptides antimicrobiens promettent de possibles nouvelles thérapeutiques dans le traitement
des PAVM a S. aureus (Figure 22). Une meilleure compréhension des isolats responsables
de PAVM est donc nécessaire pour optimiser de nouveaux traitements anti-

staphylococciques.
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Figure 22 : Nouvelles stratégies thérapeutiques anti S. aureus en développement.
Figure adaptée et traduite d’apres [267].
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Objectifs du travail de these

Afin de mieux comprendre la physiopathologie de la PAVM, ce travail de thése s’est
déroulé en utilisant trois approches différentes et complémentaires permettant de mieux

comprendre la transition de I'étape de colonisation vers I'étape d’infection.

Premiérement, nous avons suivi la cinétique d’évolution du microbiote respiratoire par
amplification et séquengcage de 'ADN codant 'ARNr16S durant les sept premiers jours
d’intubation dans une cohorte homogéne de patients intubés-ventilés n’ayant pas regu
d’antibiotiques dans les 2 semaines précédentes : étude SCORPIUS. L‘objectif était de suivre
I'évolution quotidienne du microbiote durant 'intubation, en comparaison aux résultats de la

culture microbiologique, et de corréler ces résultats a I'évolution naturelle de la PAVM.

Dans un second temps, nous avons souhaité évaluer les différents outils cliniques et
microbiologiques utilisés classiquement dans le diagnostic d’'une PAVM au lit du malade. Nous
avons collecté et analysé microbiologiquement la totalité des sécrétions respiratoires de
patients intubés-ventilés, a raison de plusieurs aspirats endotrachéaux journaliers, afin de
mieux comprendre les liens entre résultats microbiologiques et cliniques : étude INSPIRE. Le
microbiote d’'une partie de ces aspirats a également été déterminé de fagon beaucoup plus

fine afin de mieux comprendre les variations nycthémérales du microbiote.

Enfin, nous nous sommes intéressés aux caractéristiques génomiques du principal
pathogéne responsable de la survenue de PAVM précoces, a savoir Staphylococcus aureus,
et a son implication dans la survenue d’'une PAVM. Le séquencage complet de prés de 180
génomes a été effectué rétrospectivement sur une période de plus de deux ans au niveau du
service de Réanimation du CHU de Limoges et les résultats génomiques ont été comparés a

la survenue d’une pneumopathie : étude SSUPREM.
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Premier travail : Suivi cinétique du microbiote respiratoire chez les patients

intubés-ventilés en Réanimation : étude SCORPIUS

L’objectif de ce premier travail était de décrire I'évolution quotidienne du microbiote
respiratoire dans une cohorte de patients intubés-ventilés du jour de I'intubation jusqu’a J7 ou

jusqu’a I'extubation ou la survenue d’'une PAVM.

1. Protocole de I’étude

Nous avons inclus des patients adultes intubés-ventilés sur cause neurologique, c’est-
a-dire des patients admis pour traumatisme cranien, accident vasculaire cérébral
hémorragique, ou coma. Cette population a été préférentiellement ciblée afin de limiter les
comorbidités, I'exposition aux antibiotiques (pas d’infection active a 'admission et pas de
comorbidités). La Figure 23 reprend les principales caractéristiques du protocole réalisé pour
'analyse du microbiote respiratoire. Les AET de chaque patient ont été collectés le premier

jour apres l'intubation puis tous les matins, dés lors que le patient était suffisamment sécrétant.

Dés l'arrivée du prélevement au laboratoire, I'échantillon était séparé en plusieurs
aliquotes d’environ 500 uL. Un aliquote était utilisé pour la culture microbienne et les autres
étaient congelés pour analyse ultérieure du microbiote. La culture microbiologique sur
échantillon respiratoire a été réalisée selon les recommandations francaises et européennes
[94,95]. Un exemple de culture positive est présenté en Figure 24. Chaque bactérie retrouvée

en culture a été semi-quantifiée dans les différents prélévements.

La technique d’analyse du microbiote a été mise en place et effectuée au
laboratoire au cours de ce travail. Une aliquote de 500 uL d’AET a été décongelée, puis ’ADN
humain a été déplété en utilisant le kit MolYsis Basic 5 (Molzym) selon les recommandations
du fournisseur. Ce kit permet de spécifiquement dépléter TADN humain grace a l'utilisation
d’'une DNase ciblant 'ADN eucaryote mais également de concentrer I'échantillon en bactéries
par centrifugation. Plusieurs études ont montré précédemment que l'utilisation de ce kit
n’impactait pas la composition bactérienne, et qu’il permettait de relarguer efficacement ’ADN

bactérien tant pour les bactéries a Gram négatif que celles a Gram positif [268—270].
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Patients adultes intubés-ventilés

Critéres d'inclusion/ skl ool . . .
exclusion Motif d'admission : cause neurologique (trauma, AVC hémorragique)
Pas d'antibiotiques dans les 2 semaines précédentes
Pas d'antécédents de pathologie chronique
Intubation Jour 7 ou Jour PAVM
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Figure 23 : Présentation du protocole global de I'étude SCORPIUS, du recueil a 'analyse des
échantillons.

Figure 24 : Exemple d’'une culture positive a S. aureus et H. influenzae (a gauche) et d’'une
culture négative (a droite).

Deux géloses non sélectives (une gélose au sang et une gélose CLED - cystéine, lactose,
électrolyte déficient -) et deux géloses sélectives (une gélose au sang additionnée de colistine et
d’aztréonam pour sélectionner les bactéries a Gram positif et une gélose chocolat additionnée de
bacitracine, de vancomycine et d’amphotéricine B pour sélectionner les bactéries a Gram négatif)
ont été ensemencées pour chaque prélévement.
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L’extraction de 'ADN a ensuite été réalisée sur I'automate d’extraction SaMag (Sacace
Biotechnologies) avec le kit Bacterial DNA extraction. L’amplification du géne codant
I'’ARN16S a été effectuée avec le kit lon 16S Metagenomics® Kit qui permet 'amplification de
6 fragments contenant 7 des 9 régions variables du géne de 'ARN16S (Figure 25). Puis les
librairies ont été préparées avec le kit recommandé lon Core Plus Fragment sur 'automate

Library Builder.

Enfin, le séquengage haut-débit a été généré sur la plateforme lon GeneStudio S5

utilisant la technologie lon Torrent.
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Figure 25 : Protocole général d’amplification et de séquengage des régions variables du gene
codant ’ARNr16S.
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L’analyse bioinformatique a été conduite a partir des fichiers BAM sur la suite lon
Reporter v5.16 mise a disposition par le fournisseur. Une fois les OTUs générées, elles ont
été confrontées a la base de données MicroSEQ 16S Reference Library v2013.1 (seuil de
confiance > 99%). La richesse, la diversité alpha (indice de Shannon) et la diversité béta ont

été évaluées a l'aide des indices de dissimilarité de Bray Curtis avec le logiciel Primer-e v7.

A J1, pour comparer le microbiote respiratoire des patients développant une PAVM ou non,
les tests DistLM et PERMANOVA ont été utilisés. Pour mieux comprendre les changements
de microbiote au cours de la PAVM, deux scénarios ont été créés car tous les patients

n’avaient pas développé une PAVM au méme jour :
- Scénario 1 : en prenant le jour 3 comme point comparatif (« Dayenq = Days »)
- Scénario 2 : en prenant le jour de la PAVM comme point comparatif (« Dayend = Dayvap »)

Les profils taxonomiques comparatifs ont été évalués avec le test de Mann-Whitney-Wilcoxon.
Une valeur de p<0,05 a été utilisée comme seuil de signification statistique. L’analyse
canonique des coordonnées principales (CAP) a été utilisée a partir de 'ensemble du
microbiote ou d’espéces significatives pour prédire la PAVM ou I'absence de survenue de
PAVM.

2.  Principaux résultats de I’étude

Douze patients one été inclus dans ce premier travail, avec un total de 62 échantillons
collectés de facon quotidienne. Quatre patients ont développé une PAVM documentée
microbiologiquement a S. aureus, quatre patients étaient colonisés a S. aureus et quatre
patients n’étaient pas colonisés a S. aureus. D’autres bactéries colonisant les voies
respiratoires ont été mises en évidence comme des Enterobacterales (6 patients),
Haemophilus influenzae (2 patients), Moraxella catarrhalis (2 patients) ou encore
Streptococcus pneumoniae (1 patient). Trois PAVM ont été documentées a J3 et une PAVM
aJ7.

2.1.  Composition du microbiote respiratoire

Nous avons premiérement mis en évidence une évolution trés hétérogeéne du
microbiote respiratoire qui différait grandement selon les patients. Un méme patient pouvait
présenter des variations trés importante du microbiote ou bien conserver un microbiote
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similaire au cours de lintubation. Les résultats retrouvés en culture microbiologique et en

séquencage haut débit étaient globalement concordants.

La diversité alpha était extrémement variable entre patients mais également entre

échantillons pour un méme patient, sans aucune tendance évolutive au cours de la VM.

Enfin, 'analyse de la diversité béta a permis de montrer que la composition du
microbiote a J1 était similaire entre tous les patients (test PERMANOVA, p>0,05) mais
également qu'aucune caractéristique clinique (sexe, age, IMC, motif d’admission) n'impactait

la composition du microbiote.

2.2. Comparaison selon le statut infectieux

La comparaison du microbiote selon le diagnostic de PAVM a été réalisée grace a
l'analyse des centroides, qui regroupent ensemble les résultats de chaque groupe selon le
jour de prélevement (Figure 26). L'analyse des centroides a permis de mettre en évidence
que, dés le deuxieéme jour apres lintubation, une différence significative dans la composition
du microbiote était observée entre les patients qui allaient développer une PAVM et ceux qui
restaient colonisés (PERMANOVA : p < 0.001).

Afin d’'identifier quels taxons étaient a I'origine de cette modification du microbiote entre
nos deux groupes, nous avons utilisé le test de Mann-Whitney-Wilcoxon. De fagon tout a fait
intéressante, nous avons détecté une augmentation de certaines bactéries anaérobies
(bactéries du genre Prevotella) dans le groupe PAVM et cela qu’'importe le scénario étudié
(selon le jour 3 ou le jour de la PAVM). Une tendance a la diminution de certains taxons comme
les bactéries des genres Rothia ou Actinomyces a également été observée dans le groupe
PAVM.

Enfin, a partir de ces résultats nous avons souhaité prédire le diagnostic selon la
composition du microbiote. L’analyse canonique en coordonnée principale (CAP) a permis de
correctement classifier les patients du groupe PAVM un jour avant la survenue de la PAVM et
qu’importe le scénario étudié (Figure 27). Le pourcentage de classification était cependant

plus faible dans le groupe non-PAVM.
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Figure 26 : Analyse en coordonnées principales (PCoA) de la composition du microbiote respiratoire.

A. Comparaison des profils selon le jour de prélévement.

B. Comparaison selon le statut infectieux et le jour de prélévement. A noter que pour tous les patients, les échantillons étaient disponibles pour les jours
1 a 3, mais pas au-dela et ont donc été combinés sous I'appellation « D4+ ».

C. Les communautés bactériennes définies par le jour d'échantillonnage et I'apparition de VAP ont été regroupées en centroides. La différence n'était

pas significative au jour 1 (PERMANOVA p > 0,05). Les vecteurs de corrélation de Pearson (> 0,7) entre I'abondance relative des espéces et les axes
PCo sont présentés a l'origine de la PCoA.

D: jour post intubation; VAP: pneumopathie acquise sous ventilation mécanique.
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A. Scénario 1: analyse selon statut a J3

J1 J2
100+ 100+
z 80 g 80
] g
g 607 § 601 W Absence de PAVMn=9
s = B PAVMn:=3
‘§ 40 1§ 40
o [5]
20 20
*
. 0-
Non-PAVM PAVM  Non-PAVM PAVM Non-PAVM PAVM  Non-PAVM PAVM
Microbiote complet  Espéces significatives Microbiote complet  Espéces significatives

B. Scénario 2 : analyse selon statut PAVM (J3 ou 17)
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Figure 27 : Analyse canonique en coordonnée principale (CAP) selon (A) le scenario au
troisiéme jour ou selon (B) le scenario au jour de survenue de la PAVM.

Chaque barre représente le pourcentage d'allocation correct des échantillons aux groupes PAVM
ou non-PAVM aprés validation croisée soit sur toutes les abondances relatives du microbiote, soit
uniguement sur les abondances relatives des espéeces significatives identifiées grace aux tests de
Mann-Whitney-Wilcoxon (a savoir Prevotella spp, Pasteurellaceae, Howardella spp, Catonella
morbi, Neisseria flavescens). Lors du suivi de ces espéeces spécifiques, la CAP a autorisé une
allocation de 100 % dans le groupe PAVM (rouge) qu’importe le scénario et le jour d’étude.
L'allocation de groupe non-PAVM (bleu) était comprise entre 66,6 et 87,5 % a J1.

*La détermination de la CAP n'a pas été possible en raison de plusieurs abondances relatives
égales a 0.

3. Valorisation

Ces travaux ont fait 'objet d’'un abstract accepté sous forme de communication
affichée au congrés de I’ECCMID (European Congress of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases) en 2020 (Poster numéro P1318): Next generation sequencing for
kinetics of the respiratory microbiota of ICU intubated patients.
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Ces travaux ont été valorisés via une publication scientifique (lettre a I'éditeur)
dans le journal Intensive Care Medicine Experimental en 2023 pour laquelle je suis premier

auteur et qui est présentée ci-apreés.
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Limoges, France Dear Editor,
; , A

Genomic Research Laboratory . . . . .
and Infectious Diseases Division, Ventilator-associated pneumonia (VAP) remains the most frequent healthcare-associ-

Geneva University Hospitals
and University of Geneva,

Geneva, Switzerland driving the progression from colonization to infection during VAP development are not
3 CHU Limoges, Réanimation
Polyvalente CHU Dupuytren,

ated infection in Intensive Care Units (ICUs) with a prevalence of 9-27% [1]. Factors

fully elucidated. Metataxonomics [16S rRNA gene next-generation sequencing (NGS)]

2 Ave. Martin Luther King, has emerged as an efficient tool to investigate pulmonary microbiota. When compared
87042 Limoges Cedex, France . . . . s . . .

“CHU Limoges, INSERM, to conventional aerobic culture, metataxonomics provides additional information which
CIC1435 Limoges, France allows assessing exhaustively the local bacterial community, including anaerobes, that

are fastidious and yet-unculturable organisms. This culture-free approach provides new
insights into respiratory microbiota dynamics and potential mechanisms of VAP devel-
opment [2-5]. No study has yet sequentially explored respiratory microbiota dysbiosis
on a daily basis and its potential relationship with the development of early VAP. We
hypothesized post hoc that patients who develop Staphylococcus aureus VAP might
exhibit modified respiratory microbiota during mechanical ventilation (MV) when com-
pared to patients without VAP. In this pilot study (IRB #464-2021-120), we analyzed the
daily changes of respiratory microbiota in a homogeneous population of patients under
MV without prior exposure to antibiotics or antibiotic treatment during the study period
until potential VAP diagnosis.

Eligible patients were adults admitted to the ICU for an acute brain injury requir-
ing at least 48 h of MV, with no chronic or acute respiratory disease, and who did not
receive antibiotics in the previous 15 days. If antibiotics were administered during the
study period, patients were secondarily excluded. Endotracheal aspirates (ETA) were
collected every morning from the day of tracheal intubation (day 1) to either the day
of VAP suspicion, the day of extubation or until day 7 whichever occurred first. All
VAP events were blindly adjudicated by two independent ICU physicians.

. ©The Author(s) 2023. Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License, which permits
@ Sprlnger O peﬂ use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give appropriate credit to the original
— author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons licence, and indicate if changes were made. The images or other third
party material in this article are included in the article’s Creative Commons licence, unless indicated otherwise in a credit line to the mate-
rial. If material is not included in the article’s Creative Commons licence and your intended use is not permitted by statutory regulation or
exceeds the permitted use, you will need to obtain permission directly from the copyright holder. To view a copy of this licence, visit http://

creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
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Twelve patients were included (Additional file 1: Table S1) with a total of 62 ETA
samples. Four patients developed S. aureus VAP (3 early- and 1 late-onset) (Addi-
tional file 1: Table 52) and 8, including 4 colonized with S. aureus, were considered
non-VAP controls. Clinical characteristics at baseline were comparable between
groups (Additional file 1: Table S1). Microbiota analysis (Additional file 1: Table S3)
consistently confirmed the presence of bacterial species identified by culture even if
their relative abundance was not related to CFU counts (Additional file 1: Figure S1).
Incidence of S. aureus was high because of study population and local epidemiology.
On day 1, the differences in microbiota between patients who will develop VAP and
controls were not statistically significant, and microbiota evolved over time in both
groups (Fig. 1, Additional file 1: Figure S2). The alpha-diversity shifts during follow-
up showed no common trends in VAP or non-VAP patients. However, we were able
to identify specific bacterial taxa with relative abundances significantly higher in early
S. aureus VAP than in non-VAP patients (e.g., Prevotella species, Neisseria flaves-
cens) (Additional file 1: Table S4). These taxa possibly provide a metabolic niche for S.
aureus, as suggested in the context of a different infection [6]. They could constitute
potential PCR targets for future clinical ICU practice. Canonical analysis of principal
coordinates showed microbial profiles that could also potentially be used as predic-
tors of early S. aureus VAP (Additional file 1: Figure S3). This underlines the potential
benefit of microbiota analysis over other diagnostic tools, such as targeted PCRs, to
predict S. aureus VAP.

This proof-of-concept study allowed to identify respiratory microbiota changes dur-
ing the first days of ICU admission that preceded the development of S. aureus VAP.
‘Whether microbiota may be predictive of subsequent development of VAP remains to
be tested in other homogeneous ICU populations to confirm these preliminary results.
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Fig- 1 Microbiota differences of early S. aureus VAP vs non-VAP patients during the first 3 days of intubation
assessed by Principal coordinates analysis (PCoA). PCoA was based on the Bray-Curtis dissimilarity matrix
of square-root transformed relative abundances of bacterial species. Bacterial communities defined by

the sampling day and VAP occurrence were grouped to centroids. For this analysis of centroids, patient 1
was considered ‘nan-VAP" as the VAP occurred on day 7 (late VAP). Difference was not significant on day 1
(PERMANQVA p > 0.05). D = day post-intubation
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Table S1: Patients characteristics at ICU admission.

Total
(n=12)

Non-VAP
(n=8)

VAP
(n=4)

Sex M/W
Age

Admission

Traumatic brain injury
Hemorrhagic stroke
Subarachnoidal hemorrhage
Insulin intoxication

Prehospital intubation

Charlson index
SAPSII

Glasgow Coma Score

9 (75%) / 3 (25%)
65.5 [63.8 — 70.3]

2 (17%
6 (50%
2 (17%
2 (17%
5 (42%)

3.3[2.0-4.3]

52 [46 — 59]
7[4-9]

)
)
)
)

5 (63%) / 3 (37%)
62.5 [59.8 — 70.3]

1(13%
4 (50%
1(13%
2 (25%
3 (38%)

3.5[1.8—5.3]

52 [47 — 59]
7[4-9]

)
)
)
)

4 (100%) / 0 (0%)
68.8 [65.8 — 71.0]

1 (25%)
2 (50%)
1 (25%)
0
2 (50%)
3.0[2.8 - 3.3]
52 [46 — 55]
8[7-9]

Qualitative variables are expressed in n (%) and quantitative continuous variables in median [Q1 — Q3].

M: men; W: women; VAP: Ventilator-Associated Pneumonia; SAPSII: Simplified Acute Physiology Score Il
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Table S2: Radiologic and biologic characteristics of VAP patients the two days before VAP diagnosis

Patient 1 Patient 2 Patient 6 Patient 11
Day VAP-2 | Day VAP-1 | Day VAP | Day VAP-2 | Day VAP-1 | Day VAP | Day VAP-2 | Day VAP-1 | Day VAP | Day VAP-2 | Day VAP-1 | Day VAP
Chest X-ray7 No infiltrate NA Localized NA Localized |Localized | Diffused Diffused |Localized | Diffused NA Localized
Temperature (°C) 37.6 38.7 38.9 38.4 394 39.1 39.1 39.6 38.9 37.6 38.2 38.5
Leukocytes (G/L) 6.63 7.67 8.95 13.32 NA 10.10 8.69 10.57 10.80 15.34 1.73 0.98
I(Dr:ga/gF).oz 383 NA 458 226 273 189 523 202 204 208 187 235
CPIS 3 4 5 5 6 8 5 7 5 6 6 8

Day VAP-2: two days before VAP diagnosis; Day VAP-1: one day before VAP diagnosis
CPIS: Clinical Pulmonary Infection Score. NA: data not available
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Table S3. Reagent contaminant species. Species whose read counts in control samples
were higher than those of 62 ETA samples were considered contaminants.

Average read counts

Average read counts

Putative

Specles in negativ*e controls in ETA samples * contaminant
Microbacterium ginsengisoli 3.8 0 Yes
Bradyrhizobiaceae_unclassified 10 0 Yes
Cupriavidus_unclassified 6.2 0 Yes
Ralstonia insidiosa 14 0 Yes
Ralstonia pickettii 1.0 0 Yes
Pelomonas puraquae 22 0 Yes
Marmoricola_unclassified 1.2 0 Yes
Staphylococcus_unclassified 2.5 9816 No
Moraxellaceae unclassified 0.8 14 No
Solobacterium_unclassified 1.0 2178 No
Prevotella_unclassified 1.5 12982 No

* normalized per million of classified reads
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Table S4: Differences in microbiota composition between early S. aureus VAP and non-VAP groups at different taxonomic levels at Day 1 and Day 2.

Day 1 Day 2
Relative N“”?t.’er of sam_ples Relative N“”.“?er of sam_ples
abundance® positive for a given abundance® positive for a given
taxon taxon

Taxonomy VAP NonVAP VAP  Non-VAP  pvalue 2UUSIPTyap  NonvAP VAP NonVAP  pvalue il
Phylum
Bacteroidetes 17.25 1.76 3 9 0.018 0.073 (NS) 19.65 5.76 3 8 0.064 (NS) 0.255 (NS)
Class
Bacteroidia 17.24 1.76 3 9 0.018 0.145 (NS) 19.54 5.75 3 8 0.064 (NS) 0.361 (NS)
Order
Bacteroidales 17.24 1.76 3 9 0.018 0.182 (NS) 19.54 5.75 3 8 0.064 (NS) 0.159 (NS)
Pasteurellales 0.34 0 3 4 0.125 (NS) 0.313(NS) 0.33 0 3 4 0.013 0.127 (NS)
Family
Pasteurellaceae 0.34 0 3 4 0.125 (NS) 0.438(NS) 0.33 0 3 4 0.013 0.266 (NS)
Porphyromonadaceae 2.74 0.09 3 8 0.209 (NS) 0.488 (NS) 4.69 0.82 3 8 0.036 0.267 (NS)
Prevotellaceae 9.07 1.67 3 8 0.018 0.382 (NS) 15.00 3.57 3 8 0.064 (NS) 0.267 (NS)
Genus
Catonella 0.31 0 3 4 0.013 0.176 (NS) 0.40 0 3 3 0.048 0.308 (NS)
Haemophilus 0.24 0 3 4 0.125 (NS) 0.403 (NS) 0.07 0 3 4 0.035 0.308 (NS)
Howardella 0.03 0 3 2 0.039 0.284 (NS) 0.01 0.02 3 5 0.851 (NS) 0.884 (NS)
Pasteurellaceae_unclassified ~ 0.10 0 3 1 0.016 0.176 (NS) 0.08 0 3 0 0.002 0.047
Prevotella 8.81 1.67 3 8 0.018 0.176 (NS) 13.42 3.00 3 8 0.064 (NS) 0.308 (NS)
Species
Catonella morbi 0.11 0 3 4 0.013 0.264 (NS) 0.36 0 3 3 0.048 0.532 (NS)
Howardella_unclassified 0.03 0 3 2 0.040 0.352 (NS) 0.01 0.02 3 5 0.851 (NS) 0.926 (NS)
Neisseria flavescens 0.05 0 3 1 0.004 0.216 (NS) 0.22 0 3 0 0.002 0.041
Pasteurellaceae_unclassified ~ 0.10 0 3 1 0.016 0.264 (NS) 0.08 0 3 0 0.002 0.041
Prevotella maculosa 0.35 0 3 3 0.048 0.352 (NS) 0.55 0 3 4 0.055 (NS) 0.532 (NS)
Prevotella melaninogenica 2.68 0.10 3 6 0.041 0.352 (NS) 6.69 0.18 3 6 0.063 (NS) 0.532 (NS)

p-values highlighted in orange are showing a statistically-significant increase in VAP relative to non-VAP patients before correction for multiple testing with
Benjamini-Hochberg method. * Median value of the percentage of reads assigned to a given taxon. ** Mann-Whitney-Wilcoxon test. NS, not significant (p >
0.05). In this analysis, patient 1 was considered “non-VAP” as the VAP occurred at Day 7 (late VAP). VAP: Ventilator-Associated Pneumonia.
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Figure S1: Daily evolution of main bacterial genera of the respiratory microbiota for
each patient enrolled in the study.

Top graph in each panel: Relative abundances of main bacterial genera (family for
Enterobacteriaceae) during the first seven days of intubation (or less if the patient developed
VAP or was extubated) as assessed by metataxonomics. Black dots represent CPIS score.
Red arrows indicate the day of VAP diagnosis for patients 1, 2, 6 and 11.

Bottom graph in each panel: Quantitative culture results (expressed in CFU/ml) with potential
pathogens identified.
CPIS: Clinical Pulmonary Infection Score; CFU: Colony Forming Unit.
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Figure S2: Microbiota similarities/differences assessed by Principal coordinates analysis (PCoA).
A. Daily evolution of the microbiota can be visualized for each patient.
B. Samples differentiated by development of VAP and sampling point (D1-D4). D1-D3 samples were available for each patient whereas samples
from following days (D4-D7) were not always available and were combined into “D4+”.
C. Bacterial communities defined by the sampling day and VAP occurrence were grouped to centroids. Difference was not significant at Day 1
(PERMANOVA p > 0.05). Vectors of Pearson correlation (> 0.7) between species relative abundance and PCo axes are shown at the PCoA

origin.

ETA: endotracheal aspirate; D: day post intubation; VAP: ventilator-associated pneumonia
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Figure S3: Receiver operating characteristic (ROC) curve for associations between an

early S. aureus VAP and bacterial communities at Day 1 and Day 2 of intubation.

Sample were allocated to VAP or non-VAP group by the Canonical Analysis of Principal
coordinates (CAP) following the cross-validation procedure. The CAP is a constrained
ordination method that maximizes separation of pre-defined groups (VAP and non-VAP) in the
multivariate space, based on their (bacterial) community profiles. This method calculates the
proportion of successful allocations to these two groups and can also be used for future
predictions i.e. allocation of new samples, given the resemblance of their (bacterial)
communities with existing VAP and non-VAP samples. Patient 1 with VAP-onset at Day 7 (late
VAP) was considered “non-VAP”.

At Day 1 after intubation (in blue), respiratory microbiota composition between both groups
showed a sensitivity and a specificity of 33.3% and 88.9%, respectively. At Day 2 after
intubation (in red), these values reached 100%. Therefore, CAP enabled to discriminate

patients developing VAP based on respiratory microbiota composition.
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Supplementary Material:
VAP diagnosis

VAP diagnosis was based on Food and Drug Administration guidance for diagnosis
and confirmation of VAP criteria from 2010, and was retrospectively adjudicated by two
independent ICU physicians after careful analysis of clinical, biological, radiological and
microbiological data (Table S2). All patients with VAP had a confirmed localized infiltrate in
chest X-ray the day of VAP diagnosis. Pneumonia that occurred 3-5 days after intubation was
considered early-onset VAP. Patients with obvious or suspected aspiration were excluded from

inclusion based on the medical history and the report of the intubation.

Human DNA depletion and 16S rRNA gene sequencing

Five hundred microliters of raw ETA samples were liquefied with 500 uL of Digest-
EUR® (Eurobio) in a sterile tube. Human DNA was depleted from liquefied ETA using the
MolYsis Basic5 Kit (Molzym) as recommended by the manufacturer. Bacterial DNA was
extracted with the Bacterial DNA Extraction Kit on the SaMag-12® automatic system (Sacace
Biotechnologies). For each depletion/extraction series, a negative control consisting of 500 uL
of sterile water was included and followed the same protocol as ETA samples in order to reveal
potential kit contaminants. The 16S rRNA gene was amplified using the lon 16S™
Metagenomics Kit (Life Technologies) which enables the amplification of seven of the nine
variable regions of the 16S rRNA gene. PCR products were purified using Agencourt AMPure
XP beads (Beckman Coulter) and then barcoded using the lon Fragment Plus Core Library Kit
on AB Library Builder™ System (Life Technologies). Amplicons were sequenced on the lon
GeneStudio S5™ Platform (Life Technologies) using a 530 chip (400 bp single-end) according

to manufacturer’s instructions. Twenty ETA samples were sequenced per chip.

Bioinformatics

Raw BAM files were uploaded to the lon Reporter v5.16 platform (ThermoFisher
Scientific) to generate species abundance profiles against the MicroSEQ™ ID 16S rDNA 500
Library v2013.1 database using a confidence threshold > 99%. A minimum threshold of 10
reads per species was defined in lon Reporter platform. Ralstonia, Bradyrhizobium,
Cupriavidus, Pelomonas and Microbacterium genera were usual contaminants found in
negative controls (Table S4) and were excluded from sample analysis. Rarefaction curves
were generated for each sample and for each variable region using vegan R package v2.5-6.

Alpha-diversity (Shannon index and species richness) were computed using the
PRIMER v7.0.21 (PRIMER-e) software. Beta-diversity (Principal Coordinates Analysis, PCoA),
PERMANOVA test and Canonical Analysis of Principal coordinates (CAP) were performed with
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PRIMER using Bray-Curtis dissimilarity matrix based on square-root transformed taxa relative
abundances.

To assess differences in the relative abundance of bacterial taxa between VAP and
non-VAP patients, we used Mann-Whitney-Wilcoxon test. An uncorrected p-value <0.05 was

considered statistically significant.

16S rRNA sequencing results

An average number of 322 418 reads per sample was obtained after filtering and taxonomic
assignment with regions V3, V8, V6-V7 and V4 being the most frequently sequenced.
Rarefaction curves showed that species diversity was fully captured for all sequenced regions.
The highest number of species was identified in the V3 region (n=213), and this region provided
the highest average number of species per ETA sample. Therefore, we decided to conduct
further analyses using the V3 region sequence data. Partial sequencing of the 16S rRNA gene
limits species identification. Nonetheless, the choice of the V3 region allowed identification at
the species level for 122 (57.3%) out of the 213 taxa (others were labeled as

“genus_unclassified” or “family_unclassified”).
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Second travail : Evaluation cinétique exhaustive des outils cliniques et
microbiologiques pour améliorer le diagnostic de la PAVM précoce : étude
INSPIRE

L’objectif de ce deuxiéme travail était de décrire I'évolution microbiologique globale
dans une cohorte de patients intubés-ventilés et de la comparer a I'évolution des critéres
cliniques actuellement utilisés dans le diagnostic de la PAVM du jour de l'intubation jusqu’a

J7. Des prélévements pluriquotidiens d’aspirats endotrachéaux ont été realisés.

1. Protocole de I’étude

De facon trés similaire au protocole précédent, nous avons collectés des AETs dans
une cohorte de patients intubés-ventilés admis sur critéres neurologiques et n’ayant pas regu
d’antibiotiques dans les 2 semaines précédant 'admission et n’ayant pas d’antécédents de
pathologies chroniques (Figure 28). Les patients extubés précocement ou décédés (< 7 jours)
ont été exclus. Afin de mieux observer les variations du microbiote, I'intégralité des AETs a été
collectée par les infirmiéres du service de Réanimation du CHU de Limoges 24h/24 dés que
le patient était encombré et présentait des sécrétions trachéales, et ce jusqu’au septiéme jour

post-intubation afin d’'observer la survenue de PAVM précoces.

Criteres d'inclusion/ = ~ Patients adultes intubés-ventilés 7
N . Motif d'admission : cause neurologique (trauma, AVC hémorragique:
exclusion o ‘.ih:-—— - | gique ( gique)
) -JTA kl Pas d'antibiotiques dans les 2 semaines précédentes
5 5 @ N ] Pas d'antécédents de pathologie chronique

Intubation Jour 7 ou Jour PAVM

Collection des Aspirations dés que nécessaire (plusieurs fois par jour)

échantillons

Aspiration endo-
trachéale (AET)

= L Pi 2 o::::éD i~ Gl

Mesure du volume Culture microbiologique et Extraction ADN et
et poids antibiogramme séquengage 168

Données cliniques et radiologiques

Figure 28 : Présentation du protocole global de I'étude INSPIRE du recueil a 'analyse des
échantillons.
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L’intégralité des données d’évolution clinique (fievre, ratio PaO./FiO,, aspect des
sécrétions, leucocytose) et radiologique ont été collectées durant les 7 premiers jours,
gu’importe la survenue de PAVM. Le CPIS a été calculé quotidiennement afin d’évaluer sa
performance. Si une des variables n’était pas disponible, la donnée la plus proche a été
intégrée dans le calcul (exemple : absence de radiographie quotidienne, donc prise en compte
des données de la derniére radiographie disponible). L’évaluation de I'aspect des sécrétions
trachéales (salivaire, muco-purulent, purulent, hémorragique) a été réalisée par deux

infirmiéres de Réanimation et, si discordante, évaluée par une troisieme infirmiére.

Les AET ont été congelés a -80°C rapidement (<1h) puis envoyés au laboratoire pour
détermination du poids, du volume et de la culture microbiologique. Cette derniere a été
effectuée sur l'intégralité des échantillons collectés afin d’observer I'évolution microbiologique

et a été conduite comme décrit précédemment dans I'étude SCORPIUS.

2.  Principaux résultats

Quarante-huit patients ont été inclus dans cette étude pour un total de 1544
échantillons respiratoires collectés. Dix patients ont développé une PAVM a différents jours
(de J2 a J7) et principalement documentée a H. influenzae (n = 8), S. aureus (n = 5) et/ou S.
pneumoniae (n = 5). Parmi les patients développant une PAVM, le cut-off ou index
bactériologique de 10° UFC/ml a été atteint pour neuf patients mais également au moins 1 fois
chez 32 patients non-PAVM.

Un aspect « purulent » des sécrétions trachéales a été retrouvé dans 81% des AET,
peu importe le statut infectieux des patients, ce qui montre la faible valeur prédictive de ce
parameétre, présent dans le calcul du CPIS. Une valeur de CPIS > 6 a été atteinte chez 8
patients PAVM mais également chez 14 patients non PAVM, au moins 1 jour au cours de la
durée de VM. Au total, nous avons montré a travers cette étude que les criteres de diagnostic
clinique de la PAVM manquaient cruellement de spécificité (16% pour I'lB et 63% pour le CPIS)

pour une sensibilité correcte (90% pour I'lB, 80% pour le CPIS).

En revanche, nous avons observé une augmentation naturelle du volume des
sécrétions trachéales au cours de la VM. Toutefois, cette augmentation était beaucoup plus
prononcée chez les patients développant une PAVM, un a deux jours avant sa survenue. Le
calcul de la différence journaliére de volume de sécrétion trachéale a permis de retrouver une
sensibilité de 67% et une spécificité de 93% dans le diagnostic de la PAVM pour un cut-off de

20ml de sécrétion journaliére.
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Par ailleurs, nous avons montré que la charge bactérienne du S. aureus présente dans
les voies respiratoires avait tendance a augmenter au cours de la VM chez tous les patients
colonisés, sans différences significatives entre nos groupes de patients. Cela n’a pas été

retrouvé pour d’autres bactéries comme H. influenzae ou S. pneumoniae.

3. Valorisation

Les travaux sur I'évolution des caractéristiques cliniques et microbiologiques ont fait I'objet
de deux communications orales courtes (FC-131 et FC-243) au congrés de la SRLF

(Société de Réanimation de Langue Francaise) en 2022 :

- Endotracheal bacterial kinetic changes from intubation to onset of pneumonia

during mechanical ventilation: the core of VAP pathophysiology?

- Volume variation of endotracheal aspirates to predict onset of ventilator-associated

pneumonia. Better than CPIS?

Ces résultats ont également fait I'objet d’'une publication scientifique dans le journal
Chest Critical Care, pour laquelle je suis co-premier auteur. Cet article accepté pour

publication en Avril 2024 est présenté ci-aprés.
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14  ETA: Endotracheal Aspirate
15 MV: Mechanical Ventilation
16  Pa02/ FiO2: Partial pressure of oxygen / Fraction of inspired oxygen
17 VAP: Ventilator-Associated Pneumonia
18
19
20 Abstract
21 Background: Characteristics and course of endotracheal secretions have scarcely been
22  studied in patients under mechanical ventilation (MV) at risk of developing ventilator-
23  associated pneumonia (VAP).
24  Research question: Exhaustive description of endotracheal secretions and determination of
25 their predictive value for the diagnosis of VAP during MV.
26  Study design and methods: Single-center prospective study in neuro-injured patients
27  requiring MV for at least 7 days. Patients with pulmonary and infectious diseases were
28 ineligible. All endotracheal aspirates (ETA) collected between tracheal intubation and Day7
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were analyzed. Macroscopic characteristics and microbiology were assessed. CPIS was
calculated daily. A blinded adjudication commitiee validated all VAP events.

Results: Forty-eight patients and 1544 ETAs were analyzed. Overall, 81% of the ETA were
purulent and 50% were thick. Culture results showed high inter- and intra-individual variability.
Ten patients (21%) developed an early VAP. Eight patients (80%) with VAP and 14 (37%)
without had a CPIS>6. The day before VAP diagnosis, a 20-mL increase in ETA volume
detected a VAP with a sensitivity of 67% and a specificity of 93%.

Interpretation: Our study provides new information on the course of respiratory colonization
in mechanically ventilated patients and suggests that ETA color and aspect, and pathogens
kinetics cannot predict VAP. Traditional VAP criteria (CPIS and bacterial load) had also a low
diagnostic specificity. Contrariwise, an increase in secretion volume should alert for VAP

development.
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Mechanical ventilation (MV) in intensive care unit (ICU) is a routine life-saving
intervention. Tracheal intubation and associated sedation impair the physiological mechanisms
allowing the evacuation of bronchial secretions, hence contribute to the bacterial colonization
of lower airways, which in turn may lead to the development of ventilator-associated
pneumonia (VAP) . Accordingly, VAP is a common complication in the ICU since it involves
at least 20% of ventilated patients 4%. Its incidence approximates 22 per 1000 days of
intubation, with a potential increase of MV duration, ICU and hospital length of stay, and even
increased mortality "'

One of the main mechanisms responsible for the development of VAP are the aspiration
of oropharyngeal and gastric secretions, and the stagnation of these secretions above the cuff
of the tracheal probe 2*'2. Maybe more importantly, VAP pathophysiology depends also on
the lung dysbiosis, the exposure to a virulent microorganism, but also to the immune status of
the host 131 However, the time to occurrence of VAP can be highly variable between patients
and the decisive mechanisms that trigger transition from colonization to infection remain
unexplained '™'®. VAP diagnosis is challenging since clinical signs, bactericlogical and
radiological findings are neither sensitive nor specific. Accordingly, no consensus or gold
standard is currently available for the diagnosis of VAP . The productivity and purulence of
endotracheal aspirates (ETA) are commonly accepted parameters for VAP diagnosis in
international guidelines 81, However, the analysis of the abundance of secretions remains
qualitative and subjective in patients already suspected of VAP 2022,

We sought to describe exhaustively the physical (volume, colorimetric and viscosity
properties) and microbiological characteristics of all ETA during MV from tracheal intubation to
Day 7 and to analyze their variations whether patients developed an early VAP or not, to better
understand colonization and VAP pathophysiology. In a second step, we assessed these

variations according to the development of VAP, compared to daily CPIS variations.

Study design and methods
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This single-center prospective observational study was carried out in the medical-
surgical ICU of a French Teaching Hospital, from January 2020 to March 2021. Non-opposition
of the patients and /or their relatives was collected, after oral and written information. The study

was approved by the local Ethics committee (#355-2020-11).

Patients

To enroll a homogeneous cohort of patients with normal lungs, we exclusively included
adult patients (= 18 years) with neurological impairment requiring MV for at least 7 days.
Additional inclusion criteria were an orotracheal intubation for less than 6 hours at enroliment
time without any tracheal suctioning prior to ICU admission. Patients with chronic lung
diseases, confirmed or suspected ongoing infectious diseases including pneumonia, or who
received antibiotic treatment within 15 days prior to admission were excluded. Use of a single
injection of antibiotic prophylaxis in case of surgery was accepted, when applicable.

Demographic data, past medical history, vital signs, Acute Physiology and Chronic
Health Evaluation (APACHE II) score, Charlson comorbidity index, risk factors of VAP, duration

of MV and of ICU stay were also recorded 2324,

Endotracheal aspirate sampling

Every single suctioning / ETA performed during the first 7 days of MV as part of routine
tracheal suctioning was collected and analyzed. Tracheal suctioning was performed only when
required (accumulated bronchial secretions, cough, increased peak airway pressure, oxygen
desaturation...) by trained nurses of the ICU, following a standardized and written procedure
already in place in the ICU prior to the study and under strict aseptic conditions with sterile
tubes. The suction was realized while removing the tube. The same technique was used for
every suction without any use of saline. If no secretion could be collected, the nurse registered
the volume as 0 ml. Colorimetric (clear, muco-purulent, purulent, bloody) and viscosity (fluid,
viscous, thick) were systematically assessed by two nurses using a standardized color scale

and graduation on the sterile container as usually performed at bedside. In case of
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discrepancy, a third nurse analyzed the sample. All samples were rapidly transferred to the
microbiological laboratory for volume measurements with a calibrated balance, before storage
at -80°C. To better assess daily evolution of ETA secretions, daily volume variations were

calculated.

Microbiological analysis

Microbiological culture of all samples was performed according to ESCMID guidelines
% Briefly, ETAs were liquefied using equal amount of Digest-EUR (Eurobio Scientific),
aliquoted, and plated. Microbiological identification was performed by MALDI-TOF mass
spectrometry on Vitek® MS (bioMérieux). Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes, S. agalactiae,
Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii were classified as
“presumptive pathogens” 2622 Total oral flora and presumptive pathogens were semi-
quantified as routinely performed for respiratory samples. To evaluate the importance of
bacterial load, we analyzed the evolution of oral flora and putative pathogens in the VAP and
VVAP-free groups.

To counteract the time heterogeneity in VAP diagnosis and the effect of antibiotics use
on CFU/ml count after VAP diagnosis, we evaluated CFU/ml kinetics aligning individual patient

kinetic follow up using day of VAP as ending point.

VAP diagnosis

To standardize VAP diagnosis, two independent senior critical care physicians reviewed
all patients’ medical charts. VAP diagnosis was determined by an adjudication committee
according to pre-established definitions €. A radiological criterion (presence or worsening a
radiological infiltrate), associated with at least two of the clinical features (abnormal body
temperature, abnormal white blood cells, purulent endoiracheal secretions, decline in
oxygenation and altered respiratory mechanics) were required. Patients who did not meet

those criteria were registered as VAP-free patients.
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CPIS was calculated daily during the first 7 days of MV, using the usual following
parameters: body temperature, leukocytes count, PaO2/FiO2 ratio, appearance and number
of endotracheal secretions, chest X-ray and bacteriological culture. Indications for biological
and radiological exams were left to the discretion of the attending clinician. In case of absence

of data, the one entered the day before was used for calculation.

Statistical analysis

Descriptive statistics were used to characterize baseline, clinical and microbiological
variables among the total population and to compare the subgroups of VAP patients and VAP-
free patients. Categorical variables were reported as number and proportions, and continuous
variables as mean and standard deviation or median and interquartile interval.

The kinetics of daily volumes of ETAs were presented graphically with individual
trajectories for patients who had VAP, and with 3 lines representing at each time-point the
mean value with the standard deviations for the group of patients without VAP. We decided
post-hoc to investigate the predictive value of the increase in volume of tracheal secretions
from one day to the following. For VAP patients, day of VAP (Dvyap) was chosen as endpoint to
standardize differences in VAP occurrence time. Receiver operating characteristic (ROC)
curve of the secretion volume delta was constructed for the discrimination of VAP.

The temporal variations of the CPIS were analyzed similarly. The analyses were carried

out with SAS v9.4, R v4.1.2 and GraphPad Prism 6.

Results

During the study period, 48 patients were enrolled out of 74 brain-injured patients
receiving MV (Figure 1). The study population was mostly men (58%), aged of 58+15 years,
with a body mass index of 26+7. Patients had few comorbidities as evidenced by a mean
Charlson Index of 2.8+1.9. Sixteen patients (33%) were admitted because of trauma and 29
patients (60%) underwent neurosurgery. The APACHE Il score was 1415 (eTable 1). No

competing events were reported during the seven days of follow-up.
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During the study, a total of 1,544 ETAs was collected and analyzed. Overall, a mean
number of 32+13 ETAs was obtained per patient over 7 days, with a range of 0 to 20 ETAs per
day. A "thick" aspect of tracheal secretions was most frequently described in 771/1,544 ETAs
(50%), followed by the “viscous” and “fluid” aspects reported in 437 (28%) and 330 (21%)
samples, respectively. The "purulent” aspect was reported in 1,259/1,544 samples (81%). The
"muco-purulent” and "clear" aspects were only used for 161 (10%) and 22 (1%) ETAs, mostly
for the samples collected first after tracheal intubation. There was no difference of color or
aspect of endotracheal secretions according to the development of VAP, or not (Table 1).

The most frequent pathogens were Haemophilus influenzae (54%), Staphylococcus
aureus (52%), Streptococcus pneumoniae (18%), and diverse Enterobacterales (64%). At
least one presumptive pathogen was identified in 45 out of 48 patients (94%). Interestingly, 2
of those 3 patients without pathogenic germs received a single shot of antibiotic prophylaxis.
The global bacterial load of presumptive pathogens increased over time for all patients during
the first week of MV. There was no impact of antibiotic prophylaxis on the number of pathogens
detected in the ETA samples (2.5£1.0 and 2.9+1.5 with or without antibiotic prophylaxis
respectively).

At the time of VAP diagnosis eight patients were microbiologically confirmed and
pathogens found in the ETA were considered for treatment (eTable 2).

There was no significant difference in the course of total oral flora between the VAP and
VAP-free groups. Similarly, there was no statistically significant difference in the time evolution
of global CFU/ml for S. aureus, H. influenzae and S. pneumoniae between the two groups.
Presumptive pathogens identified during the first 7 days of MV were highly variable,
irrespective of the infectious status. In VAP patients, the most frequently bacteria were H.
influenzae (80%), S. aureus (50%) and S. pneumoniae (50%). Among the 10 VAP patients,
nine reached the 10° CFU/mL cutoff during MV, but also 32 VAP-free patients. Thus,
microbiological cutoff has poor specificity values (sensitivity = 90%, specificity = 16%). The
pathogens identified in patients who did not develop VAP were mainly S. aureus (58%), H.

influenzae (58%), Enterobacterales (65.8%) and S. pneumoniae (10.5%). Eight VAP-free
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patients had a bacterial load increasing from 10° to 108 CFU/mI during the 7-day follow-up.
Although in VAP patients, the increase of bacterial load appeared to be associated with a
decrease of the flora quantification, no significant difference in quantity of pathogens or flora
was found between groups (eFigure 1).

The CPIS fluctuated during the first 7 days of MV with a trend to a continuous increase
in ETA volume regardless of infectious status. This was associated with a modification in the
aspect of endotracheal secretions in most cases (“purulent” aspect). The CPIS of patients who
developed a VAP rose heterogeneously. The CPIS in VAP-free patients initially increased
linearly and then stabilized between Day 3 and Day 7 in most patients (eFigure 2). A CPIS
score = 6 was present in 8 of the 10 VAP patients (80%) at the time of diagnosis, but also in
14 of the 38 patients (37%) without VAP, showing an 80% sensitivity and 63% specificity.

ETAs volume tended to increase during the first days of MV in VAP-free patients (Figure
2A). Daily volume variations were registered in Table 2. The volume of endotracheal secretions
in the VAP-free group tended to increase until Day 2 and then stabilized (mean value of 6.4
mL at Day 2) whereas in the VAP group, production of secretions started to increase two days
before VAP occurrence (Figure 2B), with an upsurge the day before VAP diagnosis (mean
value of 23.5 ml). Based on those data, a ROC curve found an area under the curve of 0.815,
with a sensitivity of 67% and a specificity of 93% when a daily volume variation was above 20
mi (Figure 3). This result was not influenced when analyzing only microbiologically confirmed

VAP (eFigure 3).

Discussion

This prospective study has exhaustively characterized all ETAs collected during the first
7 days of MV in 48 neuro injured patients with a fairly important number of 1,544 ETAs
analyzed. No difference in ETAs color or aspects was notably found between the VAP and
VVAP-free groups, neither in the overall bacterial pathogens’ kinetics, which are both part of
CPIS calculation. Interestingly, we found, in a post-hoc analysis, that the delta of ETA volume

was higher before VAP occurrence, making it an interesting parameter to suspect VAP.
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Twenty percent of patients developed VAP in the study, which is lower than previously
reported for neuro-injured patients, in whom the incidence can go up to 60% 262829 This
difference can be explained mainly by the use of different diagnostic criteria for VAP (ATS
Guidelines, French guidelines) 8273 and by a less severe population in our study with fewer
comorbidities, head trauma only, and lower APACHE Il score 12263133,

Use of physical characteristics of secretions and CPIS to diagnose VAP have been a
matter of debate 20223437 CPIS is a diagnostic tool, implemented in 1891, that fluctuates over
time, regardless of the infectious status of the patients, and which parameters are often very
subjective 3. Many studies analyzed the use of CPIS for other indications such as treatment
follow-up, unnecessary antibiotic discontinuation and prognosis 8323842 The majority of
studies and recommendations now seem to advocate the use of CPIS in the clinical trials and
studies. During MV, an overall increase of CPIS was observed both in VAP and VAP-free
patients. This can be explained by a rapid change from “clear” to “purulent” in ETAs physical
characteristics and by a rapid bacterial colonization of the lower respiratory tract. Thus, we
confirmed the lack of association between the ETAs aspect and the occurrence of an infectious
event.

Bacterial culture performed on 1,554 ETA samples revealed that most ETAs were
polymicrobial, as previously described 22+ ¥ The pathogens most frequently documented
originated from the oro-pharynx (S. aureus, H. influenzae, S. pneumoniae). These results are
consistent with several studies carried out in neuro-injured patients, especially with the high
risk of S. aureus infection when colonized at admission 26284445 Nevertheless, as previously
observed *47 S. aureus presence was not correlated to VAP as 80% of the patients colonized
with S. aureus in the ETAs, sometimes with high bacterial load (=108 UFC/ml), did not develop
VAP. No difference in bacterial load or number of pathogens was found between the two
groups of patients. The commonly admitted cut-off value of 10° UFC/mI used in the ETAs to
predict VAP should therefore be questioned 3. This high variability of bacterial population and
bacterial load during ventilation adds to the complexity of VAP pathogenesis and clinical

diagnosis 6.

Sylvain MEYER | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2024
Licence CC BY-NC-ND 3.0

121



236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

Finally, patients developing VAP tended to produce more endotracheal secretions two
days before the diagnosis of VAP. We describe, for the first time, that an increase of 20mL in
the volume of secretions over what was produced the day before has a sensitivity and
specificity of 67% and 93% for VAP diagnosis, respectively. An increase in secretion volume
is expected in the course of VAP as a consequence to the converging effect of the lung innate
immune response, and the bacterial growth 2248, During acute infection, the increased local
inflammatory response in the lung causes an increase in mucus production by the goblet cells,
and an increase in the endothelial permeability at the alveolar level to facilitate the infiltration
of neutrophils ##8. On the other side, infection, often defined as the local bacterial outgrowth,
could contribute to the total volume of secretions #8. Together the increased mucus production,
the increased vascular permeability and number of leukocytes, and the increased number of
bacteria, viable or not, are in line with our findings.

Studies usually select patients free of respiratory colonization at admission 2. Here, we
included colonized patients who are therefore more likely to produce endobronchial secretions,
which limits the differences between our groups. It should also be noted that aspirations in our
study were performed according to the patients’ needs and not according to a predefined
rhythmicity. A fixed aspiration schedule could lead on the one extreme to less endotracheal
aspirate volume or a greater volume of secretions with a related irritation of the bronchial
mucosa and more aspirations on the other 2'. The occurrence of VAP was however similar
regardless of the suction rate. These results could also question the usual rhythmicity of ETAs
performed in the ICU.

The strength of this study lies in its prospective design, where a high homogeneity of our
patients, with selective inclusion criteria, were included, thus decreasing confounding factors
affecting clinical, biological and CPIS variables interpretation. Moreover, the collection and
study of physical and microbiological characteristics of each ETA collected during the first 7
days of MV for a total of 1,544 samples were challenging. This is the first study to analyze
exhaustively such an ETA amount during MV. We were also able to precisely measure ETA

volumes, to avoid inter-observer variability present in most studies.
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Nevertheless, there are intrinsic limitations to this study. The small number of VAP
patients (10 patients in total), heterogeneity of VAP occurrence day, single-center design and
subjectivity of the colorimetric analysis of secretions may limit the impact of the results reported
in this study. Part of these results, including the ETA volume measurements, were determined
in a post hoc analysis and need confirmation in a prospective study. Finally, we only
investigated the ETA secretions in a neuroinjured antibiotic-free population, which represents
a small portion of the average ICU patient population. These results cannot be generalized to
other critically ill patients. We also excluded patients with premature death after intubation, and
therefore we do not know how ETAs are evolving in this population. Further analysis conducted

in a multicenter study on different ICU populations should evaluate those preliminary results.

Conclusion

This prospective study highlights a trend towards a greater increase in the volume of
ETAs in patients with VAP. The determination of a precise threshold for variation in the volume
of ETAs could have an impact on the prediction and diagnosis of VAP. On the microbiological
side, high intra and inter-individual variability of bacterial evolution exists during MV, making it
difficult to differentiate colonization from VAP. The definition of bacterial load threshold remains
questionable as well as the performance of the CPIS due to its continuous increase during MV,

regardless of the infectious status of patients.
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420 Table 1: Qualitative description of endotracheal secretions

Samples from VAP-free patients

Samples from VAP patients

(n=1,198) (n = 346)
Aspect
Fluid 242 (20) 88 (25)
Viscous 295 (25) 142 (41)
Thick 659 (55) 112 (32)
Fluid and viscous 0 (0) 1(0)
Fluid and thick 0(0) 1(0)
Viscous and thick 2 (0) 2(1)
Color
Clear 18 (1.5) 41
Muco-purulent 120 (10) 41 (12)
Purulent 976 (81) 283 (81)
Bloody 62 (5) 19 (5)
Clear and bloody 1(0) 0(0)
Muco-purulent and bloody 2 (0) 0(0)
Purulent and bloody 23(2) 3(1)

421  Data are presented as numbers and percentages in parenthesis. VAP = ventilator-associated

422  pneumonia

423
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Table 2: Variations of daily secretion volume in VAP-free and VAP patients

VAF-iice pauciis HEUSSWWIT VAP |
(mL) All (mL)
D1-DO, n = 33, +4.5[0.5 ; 8.0] samples Dvaps— Dvaps,n=2 +0.5[0.0; 6.5]
D2-D1,n=35 +6.4 [0.0 ; 12.5] in the | Dvaps—Dvapa ,n=4 +3.7[0.0;7.2]
D3-D2,n =38 +26[-0.6;8.4] VAP-free | Dvap4—Dvap3,n=4 +0.1[-1.5: 2.6]
D4D3,n=38 ¥34[36;94] group | Dvaps—Dvarz,n=8 | +6.0[15;85]
D5-D4, n =38 +2.6[-6.2;8.0] were Dvap2— Dvap.1,n =10 +11.2[0.0; 13.6]
D6-D5, n =38 -24[-84;6.0] analyzed | Dvap-1—Dvap,n=10 +23.5[8.2; 39.1]

depending on the day of sampling whereas samples in the VAP group were aligned on the day of VAP
diagnosis where “Dvap1— Dvap* represents the difference of volume between the day of VAP diagnosis and
the day before VAP diagnosis.

Data are presented as median and interquartile; n represents the number of samples available in the VAP
and VAP-free groups for each day of the analysis.

VAP = ventilator-associated pneumonia

Sylvain MEYER | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2024
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Figure legends
Figure 1: Study population flowchart

VAP = ventilator-associated pneumonia

Figure 2: A. Evolution of daily volumes of endotracheal aspirates until VAP diagnosis for the VAP group and
until day 6 of ventilation for the VAP-free group; B. Evolution of daily endotracheal aspirate volumes based
on day of VAP diagnosis.

Colored curves: Patients who developed ventilator-associated pneumonia (VAP). Black and dotted curve:

Mean +/- standard deviation of VAP-free patients.

Figure 3: Receiver operating characteristic curve of the secretion volume delta for discrimination of ventilator-
associated pneumonia. The patient-day unit of measure was used as a metric for the secretion volume delta
over time (n=258). We consider as patient-day a patient who was hospitalized and had a secretion volume

measurement.
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74 brain-injured patients

26 exclusions
- Early extubation (N = 9)
- Premature death (N = 9)

N =74

- Exclusion criteria (N = 5)
- Technical incident (N = 1)
- Refusal (N = 2)

48 patients included

—| N =48

28 patients with antibiotic prophylaxis

20 patients without antibiotic prophylaxis

B patients with VAP

N=86
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4 patients with VAP

N=4
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Take-home points:

Study question: The aim was to exhaustively describe the physical and microbiological
characteristics of endotracheal aspirates and analyze their variations in the development of
ventilator-associated pneumonia (\VAP) during the first seven days of mechanical ventilation in
patients hospitalized in intensive care unit.

Results: Ten out of 48 patients developed VAP and the volume of secretions increased
overtime for all patients, with greater variation in the VAP patients.

Interpretation: The study provides new information on the course of respiratory colonization
in ventilated patients and suggests that an increase in secretion volume should alert for VAP

development.
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Evolution of tracheobronchial colonization following tracheal intubation in ventilated

patients: the INSPIRE study

Supplemental Material
Oral flora 5. aureus
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Ew E
= 2
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eFigure 1: Bacterial load evolution of oral flora, S. aureus, H. influenzae and S. pneumoniae
starting from intubation time.
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CPIS evolution

6

Days after intubation

eFigure 2: Evolution of the Clinical Pulmonary Infection Score during the first 7 days of
ventilation.

Colored curves: Patients who developed ventilator-associated pneumonia (stop the
day of the diagnosis of ventilator-associated pneumonia). Black and dotted curves:
Mean+/- standard deviation for ventilator-associated pneumonia-free patients. The
average Clinical Pulmonary Infection Score of patients free of ventilator-associated

pneumonia (black curve) increased between 2.7 on Day 0 and 4.3 on Day 6.
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eFigure 3: ROC curve based on the daily differences in ETA volume for
microbiologically confirmed VAP.

Sensitivity and specificity of 63% and 93% were detected for a cut-off value of ETA

secretion difference of 20.0ml.
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eTable 1: Patients’ characteristics at baseline.

All patients Non-VAP VAP patients
(n=48) patients (n=38) (n=10)

Sex - Male 28 (58.3) 20 (52.6) 8 (80.0)
Age 62.0 [50.8 ;69.3] | 62.0[48.5;69.0] | 59.5[55.0;69.5]
BMI (n=47) 26.4 (6.6) 26.2 (6.9) 27.2(5.7)
Charlson Index 3.0[2.0;4.0] 3.0[2.0;4.0] 3.0[2.0;4.0]
APACHE 1II Score 14 [11; 18] 1410 ; 18] 14 [12; 15]
Diabetes 5(10.4) 5(13.1) 0(0.0)
Surgery 29 (60.4) 22 (57.9) 7 (70.0)
Antibiotic prophylaxis 28 (58) 22 (57.9) 6 (60.0)
Trauma 16 (33.3) 14 (36.8) 2(20.0)
Pre-hospital intubation 11 (22.9) 9(23.7) 2 (20.0)
Corticosteroid/Immunosuppressant 6 (12.5) 6 (15.8) 0 (0.0)

n (%) for qualitative variables; n, Mean (Standard Deviation) or Median [Q1; Q3] for quantitative

variables.

Abbreviations: VAP = ventilator-associated pneumonia; BMI — body mass index; APACHE =
acute physiology and chronic health evaluation
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eTable 2: Patients’ characteristics at baseline.

Delay from Radiological Decreased Altered Purulence of Pathogens in the
Patients MV to VAP . g ) respiratory Fever Leucocytosis ) ETA at the CFU/ml Conclusion
sign P/F ratio . secretions . .
(days) mechanics diagnosis
VAP 1 4 Yes Yes Yes Yes No Yes 0 - Clinically
suspected
. 5 - - -
VAP 2 3 Yes Ves No Ves No No H. /nfluenzge >10 Mlcroblgloglcally
S. pneumoniae >10° confirmed
5 - - -
VAP 3 4 Yes Yes Yes Yes No Yes S.' aureus 10 Mlcroblgloglcally
H. influenzae 10° confirmed
: - - -
VAP 4 3 Yes No Yes Ves No Ves S. aureus' 10 Mlcroblgloglcally
K. pneumoniae 10° confirmed
. s - - -
VAP 5 3 Ves Ves Ves No No Ves H. influenzae 10 Mlcroblgloglcally
S. aureus 104 confirmed
5 - - -
VAP 6 5 Yes Yes Yes Yes No Yes S aureus' >10 Mlcroblgloglcally
S. pneumoniae 10¢ confirmed
VAP 7 7 Yes No Yes Yes Yes Yes 0 - Clinically
suspected
- 5 - . -
VAP 8 3 Yes Ves Yes Ves Yes Ves S. pneumon/?e >10 Mlcroblgloglcally
M. catarrhalis >108 confirmed
. 5 - - -
VAP 9 5 Yes No Yes Ves Yes Ves S. ppeumon/ae >10 Mlcroblgloglcally
H. influenzae 108 confirmed
5 - - -
VAP 10 7 Yes No No Yes Yes Yes S. aureus >10° | Microbiologically
S. pneumoniae 10¢ confirmed

Abbreviations: VAP = ventilator-associated pneumonia; CFU = colony forming units; P/F = PaO2/FiO2 ratio
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2..3. Evolution du microbiote respiratoire chez deux patients

En complément des travaux précédents et afin de confirmer les premiers résultats
obtenus dans I'étude SCORPIUS, les échantillons de deux patients (1 PAVM a S. aureus
survenant a J2, 1 colonisation respiratoire a S. aureus) ont été séquenceés sur les 72 premiéres
heures afin d’objectiver les variations plus fines du microbiote respiratoire. Un protocole
identique a celui de I'étude SCORPIUS a été utilisé pour le séquengage du microbiote
respiratoire. Néanmoins, nous avons ajouté I'analyse par PCR quantitative (qQPCR) en triplicat
biologique ciblant TADNr16S afin de quantifier la charge bactérienne totale dans chaque
échantillon. Les abondances relatives ont ainsi pu étre rapportées a la quantité totale de
bactéries afin d’obtenir une abondance absolue. La charge bactérienne globale retrouvée
entre les deux patients était différente et bien plus élevée pour le patient présentant une PAVM
(10" copies de 16S) (Figure 29). Les abondances absolues de S. aureus restaient néanmoins
identiques pour les deux patients (environ 10® copies/ml). Les variations de microbiotes au
cours d'une méme journée semblaient importantes avec une modification des ratios entre
chaque bactérie. Nous pouvons donc en conclure que le microbiote est trés hétérogéne et
dépend beaucoup du moment du préléevement. Au début de la VM, de fortes abondances de
Streptococcus et de Prevotella et d’autres bactéries de la flore oro-pharyngée (Actinomyces,
Rothia, Gemella...) ont été retrouvées. Trés rapidement, ces genres bactériens ont vu leur
abondance décroitre au profit de S. aureus chez le patient colonisé. A contrario, une
augmentation globale de la flore oro-pharyngée a été retrouvée chez le patient 2 jusqu’a la
survenue d’'une PAVM. Enfin, I'évaluation du microbiote aprés la mise en place d'une
antibiothérapie nous a permis d'observer une forte décroissance de la charge bactérienne

comme attendu mais une persistance de S. aureus a environ 10* copies de 16S (Figure 30).

L’effectif analysé reste cependant réduit, le microbiote d’autres échantillons doit étre

déterminé pour confirmer ces résultats.
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Figure 29 : Evolution du microbiote au cours des 72 premiéres heures de ventilation mécanique chez un patient colonisé a S. aureus (a gauche)
et chez un patient présentant une PAVM a S. aureus a 48 heures (fléeche noire a droite).

Malgré la documentation microbiologique a S. aureus dans les deux cas, 'abondance quantitative était significativement différente entre les deux patients
ou elle était majoritaire chez le patient 1 (courbe rouge) et difficilement visible chez le patient 2. La présence de Prevotella et de Streptococcus restait
majoritaire en tout cas sur les premiéres heures de VM avant une chute notable chez le patient 1 liée a la prolifération de S. aureus et a la mise sous
antibiothérapie par amoxicilline + acide clavulanique chez le patient 2.
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Figure 30 : Evolution du logarithme de I'abondance absolue du microbiote.

A noter, pour le patient 1, 'augmentation croissante du S. aureus et de la chute des Rothia au cours des 48 premiéres heures de VM et, pour le patient 2, la
franche diminution de la charge bactérienne d’environ 5 logarithmes aprés I'introduction de I'antibiothérapie par amoxicilline + acide clavulanique ainsi que la
persistance de S. aureus aux alentours de 10* copies.
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Troisiéme travail : Analyse génomique de souches de Staphylococcus aureus
isolées au niveau respiratoire chez des patients intubés-ventilés : étude
SSUPREM

L’objectif de ce troisiéme travail était de décrire les caractéristiques génomiques des
isolats de S. aureus, retrouvés aprés culture de prélévements respiratoires (AET ou LBA)
collectés dans le cadre du soin de patients intubés-ventilés du service de Réanimation
Polyvalente du CHU de Limoges. Grace a l'analyse compléte des génomes, les liens
phylogénétiques ainsi que le contenu en génes de résistance et de virulence ont été décrits et

comparés au statut infectieux du patient au moment du prélévement.

1. Protocole de I’étude

Tous les isolats respiratoires de S. aureus retrouvés en culture au laboratoire de
Bactériologie-Virologie-Hygiene du CHU de Limoges ont été inclus sur une période de 2 ans,
allant de juillet 2020 a juin 2022. Ont été exclus de I'analyse les patients ayant une infection
active a S. aureus au moment de I'intubation (bactériémie, infection respiratoire...) ou ayant

été trachéotomisés précocement.

Tous les isolats de S. aureus ont été identifiés par spectrométrie de masse MALDI-
TOF (Vitek MS). Pour certains patients, plusieurs morphotypes en culture ont été distingués.
Aprés lyse mécanique par billes de céramique FastPrep®, 'ADN bactérien a été extrait a I'aide
du kit Bacterial DNA extraction (Sacace Biotechnologies). Les librairies des ADN ont, par la
suite, été réalisées a I'aide du kit lon Xpress Plus Fragment sur 'automate Library Builder®
(Thermofisher Scientific) avant d’étre séquencées sur la plateforme lon GeneStudio S5 par

technologie lon Torrent (Figure 31).

A partir des fichiers fastq, un assemblage des reads en contigs a été réalisé a I'aide du
logiciel d’assemblage SPADES. Apres contrOle de la qualité des séquences par les logiciels
FastQC et Quast v5.0.2, les liens phylogénétiques ont été investigués aprés comparaison des
Single Nucleotide Polymophisms (SNP) a partir des génomes entiers a I'aide du logiciel snippy
v4.4.5. (https://github.com/tseemann/snippy) contre la séquence de référence de S. aureus
NCTC8325 (NC_007795.1). Pour générer les arbres phylogénétiques, les logiciels Fasttree
v2.1.10 and Figtree v1.4.4 ont été utilisés. Le typage MLST (Multi-Locus Sequence Typing)
des isolats a éte réalisé sur le logiciel PubMLST

(https://pubmist.org/organisms/staphylococcus-aureus). L’analyse des génes de résistance et
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de virulence a été conduite a [laide des logiciel ResFinder v4.1 database
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) et Virulence Finder DataBase
(http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm), respectivement, en utilisant les parameétres standards

(90% de cut-off d’identification et 60% de longueur minimale).

igmty Juillet 2020 ¢
0 N
Juin 2022 e
Collection des échantillons
AET de patients intubés-ventilés
Collectés dans le cadre du soin

Isolement des souches

Tout isolat de S. aureus ‘.

Identifié par spéctrométrie de masse MALDI-TOF

Staphylococcus
aureus

Extraction ADN
Lyse chimique et mécanique Y
Extraction ADN sur billes magnétiques o

Séquengage génome complet } ‘
Séquencage fragments courts 7 ; y

Plateforme lon GeneStudio S5

Analyse bicinformatique Typage: Genes de Resistance :

PUbMLST ‘E ResFinder
Phylogenie :

Genes de Virulence :
snippy, Fasttree, R VFDB, Geneious

Figure 31 : Principales étapes du protocole du recueil des échantillons au séquencage des
isolats de S. aureus.
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2.  Principaux résultats

172 isolats de S. aureus provenant de 167 patients intubés-ventilés ont été séquencés
et analysés. L’analyse épidémiologique a permis de mettre en évidence une population
polyclonale dominée par 6 types de séquences (ST) représentant prés de deux tiers des
isolats : le ST30 (21%), le ST398 (13%), le ST15 (9%), le ST45 (9%), le ST5 (8%) et le ST8
(6%). Par ailleurs, trois nouveaux ST ont été découverts (ST8985, ST8986 et ST9086).

D’un point de vue phylogénétique, les isolats n’étaient pas lieés entre eux. Un nombre
de SNP > 300 a été retrouvé pour la quasi-totalité des isolats, ce qui montre le caractére non
épidémiogéne et une contamination probable par la propre souche du patient. Seuls deux
couples d’isolats (de ST45 et ST8985), impliquant pour chaque isolat commun deux patients
différents, ont présenté un nombre de SNP égal a 1, respectivement. Les deux couples de
patients ont été hospitalisés sur la méme peériode, ce qui suggére une transmission croisée

directe ou par I'intermédiaire du personnel ou de matériel commun utilisé.

En ce qui concerne la résistance, une excellente corrélation entre phénotype et
génotype a été retrouvée. Le taux de SARM (géne mecA) a été de 4,1% ce qui est en dessous
des taux moyens retrouvés dans les services de Réanimation francais (moyenne de 11,1%,
8,0% et 7,6% en 2020, 2021 et 2022 d’aprés les données du groupe de travail Réa-REZO).
De nombreux autres mécanismes de résistance acquis ont été observés sans lien évident
avec le type de ST hormis la présence du géne erm(A) associé au ST30 et du gene erm(T)
associé au ST398, et conférant tous les deux une résistance aux macrolides (érythromycine).
Des mutations chromosomiques ont surtout été observées dans les genes griA et gyrA codant
les topoisomérases IV et TADN gyrase respectivement. Tous les isolats de ST45 possédaient

la substitution 145M mais qui ne confére pas de résistance phénotypique.

L’étude des principaux facteurs de virulence connus chez S. aureus a permis de
montrer que le profil de virulence était étroitement corrélé au ST. Afin d’analyser I'impact du
profil de virulence sur la survenue de PAVM, nous avons comparé les différences de
répartitions des facteurs de virulence dans chaque sous-groupe (PAVM, TAVM et
colonisation). Cette analyse a été réalisée sur 105 patients de notre cohorte pour lesquels un
diagnostic de PAVM précoce et une documentation microbiologique dans les 48 heures
adjacentes au diagnostic a été réalisée. Nous n’avons pas observé de lien entre le profil de
virulence et la survenue de PAVM. En effet, la répartition des isolats dans chaque sous-groupe
n’a pas permis de montrer de différences en termes de ST ou de facteurs de virulence. Par
conséquent, la survenue de PAVM ne semble pas liée a la présence d’un ST particulier ni a

I'expression d’un gene de virulence spécifique.
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3. Valorisation

Ces travaux ont fait 'objet d'une communication orale au congrés de 'ECCMID
2021 a Vienne (présentation 02964) intitulée Comparative genomic analysis of respiratory
Staphylococcus aureus isolates from ICU mechanically ventilated patients, d'une
communication orale aux journées d’animation scientifique de la FéRI 2022 et d'une
présentation affichée au Microbiology Day 2022 a Bordeaux intitulée Whole genome

sequencing of consecutive respiratory S. aureus isolates in the ICU: the SSUPREM study.

Par ailleurs, un article scientifique soumis dans le Journal of Hospital Infection

pour lequel je suis premier auteur, est présenté ci-apres.
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Abstract:

Background: Ventilator-associated pneumonia (VAP) is the main healthcare-
associated infection in the intensive care units with Staphylococcus aureus as the first
pathogen in early VAP.

Objectives: Primary objective was to compare, using whole genome sequencing
(WGS), consecutive S. aureus isolates from lower respiratory samples of mechanically
ventilated patients for identification of potential cross-transmissions. Secondary
objective was to determine a potential link between S. aureus WGS data and patients
with S. aureus early VAP.

Study design and Methods: All MV patients with a documentation of respiratory S.
aureus isolates were included over a two-years period. WGS allowed typing,
comparative genomic and phylogenic analyses, as well as analyses of antibiotic
resistance genes and virulence genes. Virulence genes were compared between VAP
patients and patients who did not develop any respiratory infectious event.

Results: A total of 172 S. aureus isolates from 167 patients were sequenced. WGS
revealed that the S. aureus population was polyclonal with only two potential
healthcare cross-transmissions, each involving two isolates (2.3%). A very low
resistance rate was observed with a strong genotypic/phenotypic association, and with
a virulence profile highly dependent on the sequence type. No significant correlation
was observed between VAP and virulence profile.

Conclusion: This study on consecutive respiratory S. aureus isolates of MV patients
revealed a very low level of cross-transmission. No association was observed between

S. aureus WGS data and VAP occurrence.

Sylvain MEYER | These de doctorat | Université de Limoges | 2024 149
Licence CC BY-NC-ND 3.0



42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

Introduction

Staphylococcus aureus is one of the major respiratory pathogens in the
Intensive Care Units (ICU), which can notably lead to early ventilator-associated
pneumonia (VAP) in mechanically ventilated (MV) patients [1,2]. VAP is the most
prevalent healthcare-associated infection in the ICU, involving at least 15 to 20% of
MV patients [3,4]. Despite the continuous improvement of healthcare provided to these
patients, VAP incidence remains high and increases ICU length of stay and costs [5].
In the SENTRY study, S. aureus was involved in 10 to 27% of total ICU-reported
pneumonia cases [6]. S. aureus-associated VAP incidence was estimated at around
4.5 per 1000 MV days worldwide [1] but some ICU populations are at higher risks of
S. aureus VAP, such as neuro-injured and trauma patients in whom the prevalence
can reach up to 21 per 1000 MV days [7], or patients with superinfected viral

pneumonia such as COVID-19 [8].

S. aureus VAP is mainly occurring in the early course of MV [9]. Cross
transmissions between patients have already been described but at a low frequency
[10]. Indeed, patients are mostly infected with their own S. aureus strain. Nasal
colonization with S. aureus is the main risk factor for S. aureus VAP development [11].
S. aureus migration from the nasopharynx to the lungs through the endotracheal tube
is known to lead to early VAP [12]. Ventilator-associated tracheobronchitis (VAT),
considered as the previous step before VAP, has been poorly investigated, and
transition from VAT to VAP is thought to be related to the bacterial inoculum, the type
and virulence of invading bacteria versus containment by host defenses [13].

Factors explaining transition from colonization to VAT/VAP are misunderstood.
Virulence factors are thought to be key intermediates. S. aureus can express a wide

variety of proteins that can facilitate colonization (adhesion proteins), increase biofilm
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production, interact with human local pulmonary defenses (immune escape proteins)
or induce cytotoxicity (toxins)[14]. But predicting clinical outcome based on genotype
information is still a major challenge nowadays, virulence factors being poorly
explored.

In this study, the genomic characteristics of consecutive respiratory S. aureus
isolates of MV patients were analyzed using whole genome sequencing (WGS). First
objective was to compare S. aureus isolates for identification of potential cross-
transmissions. Second objective was to determine if genomic composition and notably

virulence factors, may differ between colonization, VAT and VAP.

Materials and methods

Study design and collected data

This is a retrospective monocentric study where all MV patients hospitalized at
the ICU department of Limoges University Hospital Center from July 2020 to June 2022
with a microbiological documentation of S. aureus from lower respiratory samples
(endotracheal aspirates or bronchoalveolar lavage) were included.

Collected data included age, sex, reason for admission, ICU mortality, date of
intubation and extubation or death, presence of a tracheostomy, sampling date,
microbiological results (identified bacteria and number of colonies forming units
(CFU/mL)), VAP or VAT during MV and presence of a SARS-CoV-2 infection. All
subjects were informed that their samples could be used for a clinical research purpose
and were able to express their opposition.

To standardize VAP diagnosis, two independent physicians reviewed all patients’

medical charts. VAP diagnosis was determined according to pre-established
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definitions. A radiological criterion (presence or worsening of a radiological infiltrate),
associated with at least two of the clinical features (abnormal body temperature,
abnormal white blood cells, purulent endotracheal secretions, decline in oxygenation
and altered respiratory mechanics) were required [15,16]. VAT was diagnosed based
on the same clinical criteria except that there was no presence or worsening of a
radiological infiltrate. Patients who did not meet those criteria were considered as
colonized patients. For SARS-CoV-2 positive patients, as it is difficult to differentiate
SARS-CoV-2 pulmonary infection alone from VAP or VAT, we categorized them in

“respiratory infectious event” and “no respiratory infectious event” during their ICU stay.

Strain isolation and antimicrobial susceptibility testing

Quantitative microbiological culture was done as routinely performed at the
microbiology laboratory following current international guidelines for respiratory
samples [17]. All different morphotypes suspecting S. aureus were identified by
MALDI-TOF mass spectrometry using the Vitek®MS (bioMérieux), isolated and
preserved at -80°C.

For each isolate, an antibiogram was performed with the Vitek®2 AST-P631
cards (bioMérieux) and interpreted according to the European Committee for

Antimicrobial Susceptibility Testing (http://www.eucast.org) breakpoints table v10.0.

DNA extraction and Whole Genome Sequencing

Each isolate was plated on a blood agar plate, and after 24 hours at 37°C,
around 10 colonies were transferred into 500 pL of BL2B buffer of the Bacterial DNA
extraction kit (Sacace Biotechnologies). After 1 hour under agitation at 37°C, the
sample was transferred to a Lysing Matrix D tube, then submitted to a FastPrep® (MP

Biomedical) step for 45 seconds at speed 6.5. Then, 400 yL of lysate was extracted
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with the Bacterial DNA extraction kit for SaMag machine (Sacace Biotechnologies) and
eluted in 50 pL.

As previously described [18], libraries were performed using the lon Xpress Plus
Fragment Library Kit on the Library Builder® following manufacturer's
recommendations. Libraries were then pooled and 40 isolates were sequenced on the
same lon 540 chip. Sequencing was done using the lon GeneStudio S5 platform (Life

technologies).

Bioinformatic analysis

Fastq raw reads were assembled using de novo assembler SPADES v3.13.0
and annotated using Prokka v1.14.6. Quality analysis of raw reads and SPADES
assembly was performed using FastQC and Quast v5.0.2, respectively. Sequence
typing was done using PubMLST tool (https://pubmlst.org/organisms/staphylococcus-
aureus), spa typing using spaTyper 1.0 (https://cge.food.dtu.dk/services/spaTyper/) and
capsule and agr typing using Geneious Prime 2023.0.4 software with previously
published primers [19,20].

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) phylogenetic trees were created using
Snippy v4.4.5 (https://github.com/tseemann/snippy) against reference genome
NCTC8325 strain (NC_007795.1), and Newick format tree was generated using
Fasttree v2.1.10.

Resistance genes were retrieved using ResFinder v4.1 database
(http://genepi.food.dtu.dk/resfinder) with standard parameters of 90% identification
threshold and 60% minimum length.

Virulence-associated genes analysis was performed on Virulence Finder
DataBase and presence/absence of microbial surface components recognizing

adhesive matrix molecules (MSCRAMM) was confirmed using Geneious Prime
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software following Strauss et al recommendations [21]. Principal coordinate analysis
(PCoA) was performed after generation of Bray-Curtis’ dissimilarity matrix using the
Primer-e v7.0.17 software.

All generated sequences are available at the National Center for Biotechnology

Information’s BioProject database under accession number PRIJNA1102351.

Statistical analysis

Data were analyzed using RStudio v2023.09.1 and GraphPad Prism softwares.
Descriptive statistics were used to summarize clinical data and their distribution among
groups (proportions, dispersion analyses when appropriate). Correlations between
microbiological variables and VAP/VAT or respiratory infectious event development
were assessed using the Student t-test, Pearson’s X? correlation, or Kruskal-Wallis

(ANOVA) test when applicable. p-values were considered significant if p<0.05.

Results
Description of S. aureus population in MV patients

One hundred and eighty MV patients were included over two years. Thirteen
patients were excluded because of active infection at admission, early tracheostomy
or opt-out for the use of their data in research (Figure 1). Epidemiological and
resistance analyses were performed over the isolates of 167 patients. Five patients
presented two morphologically different S. aureus isolates in their respiratory sample,
which represents a final total of 172 isolates. WGS generated a mean value of 2 461
027 reads [IQR: 1834490 - 2907190]. After assembly, we obtained high-quality

genomes with a N50 value > 55,000 and less than 150 contigs.

Sylvain MEYER | These de doctorat | Université de Limoges | 2024 154
Licence CC BY-NC-ND 3.0



172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

ST repartition showed a high heterogeneity with ST30 (n = 36, 20.9%), ST398
(n = 23, 13.4%), ST15 (n = 16, 9.3%), ST45 (n = 16, 9.3%), ST5 (n = 14, 8.1%) and
ST8 (n =11, 6.4%) being the most prevalent. We notably detected three new ST, which
were deposited and recognized on public database as ST8985, ST8986 and ST9086.
Correlation between ST, spa type, capsule and agr type is shown in Figure 2. Some
spa-types were not assigned, either due to the finding of a new spa-type profile or
because of the limitation of short-read shotgun sequencing assembly.

Based on the SNPs phylogenetic tree, no epidemic clones were detected
(number of SNP between isolates > 300 SNPs) except for isolates Sa_41 / Sa_45
(ST45) and Sa_44 / Sa_55 (ST8985), both showing only 1 SNP difference
(Supplementary Figure 1). These two cross-contaminations happened at the same
time period and involved patients hospitalized in the same sectors (Supplementary
Figure 2).

Antimicrobial susceptibility testing showed excellent concordance with genotype
results (Figure 3). Acquired resistance to -lactams included 130 (75.6%) blaZ positive
and 7 (4.1%) mecA positive isolates (no mecC isolate was detected). These latter were
carried by ST8 (n = 4), ST22 (n = 2) and ST5 (n = 1) and were all associated with
SCCmec type IV. Other resistance mechanisms included acquired resistances to
macrolides (n = 33, 19.2%), aminoglycosides (n = 11, 6.4%), fusidic acid (n =7, 4.1%),
tetracyclines (n = 5, 2.9%), fluoroquinolones (n = 4, 2.3%) and sulfonamides (n = 3,
1.7%) (Figure 3).

Considering the virulence profile, several virulence genes were present in all S.
aureus isolates (Supplementary Figure 3). We notably detected one PVL-positive
isolate (ST8), 3 exfoliative toxin A-positive isolates (ST6, ST398 and ST1290) and 37
TSST-positive isolates (mainly in ST30). S. aureus virulence profile was strongly

associated with ST with the serine protease, leucocidin D and E, enterotoxin gene
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cluster (entG, entl, entM, entN, entO, entU) and collagen binding protein encoding
genes being the most discriminative parameters between ST (Pearson correlation =

0.7) (Figure 4).

Characterization of S. aureus population with infectious status

Characteristics of VAP, VAT and colonized patients are presented in Table 1.
To better target the association between the S. aureus strains and the development of
infection, we excluded patients who were early extubated or dead before day 3 from
intubation and for whom the delay between respiratory sample and infectious event
was higher than 48 hours. Patients were mainly admitted for acute respiratory distress
syndrome (ARDS) due to COVID-19 (n = 23), stroke (n = 15) and polytrauma (n = 13).
VAP events happened mainly in the first days of MV (median: 4 days [3 — 6]), therefore
we decided to focus on early S. aureus VAP, and excluded patients forwhom S. aureus
was detected after Day 7 (Figure 1). In total, 103 patients (105 isolates) were included
in this secondary analysis.

Twenty-three (22%) patients were admitted due to ARDS secondary due to
SARS-CoV-2 infection, and, 19 developed a S. aureus secondary respiratory infection,
which required antibiotic treatment. On the other hand, in the SARS-CoV-2 negative
group, 27 VAP (34%), 16 VAT (20%) and 37 (46%) S. aureus colonization were
documented. ST repartition between these populations (SARS-CoV-2-psotive and
negative) was globally similar (Supplementary Figure 4) and no significant association

between virulence profile and infectious status was retrieved.
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Discussion

In this study, we investigated the genomic characteristics of 172 respiratory S.
aureus isolates in MV patients from a single ICU over two years.

Comparative genomic analysis revealed S. aureus population was essentially
polyclonal. S. aureus isolates found in the respiratory tract of ICU patients are mainly
coming from nasal carriage, but transmission between patients has previously been
shown via direct patient-to-patient transmission or transmission via staff and
environment [10,22]. Colonized healthcare workers have also been implicated as
sources of transmission in some outbreaks [23]. We found that nearly all isolates were
not genetically linked with a SNP number above 300. Only two couples of isolates out
of the 172 isolates (2.3%) were considered clonal. We investigated the two micro-
epidemies and revealed the patients were hospitalized at the same period of time and
in proximate rooms, which underlines the potential healthcare transmission. This study
allowed to evidence that, although rare, cross-transmission is a possible cause of
healthcare-associated infection. Preventive measures including hand hygiene

compliance have shown to decrease cross-transmission [24].

Six ST represented two thirds of the population: ST30 was the most frequent
followed by ST398, ST15, ST45, ST5 and ST8. These STs are commonly isolated in
humans, especially in the nasopharynx, the ecological niche of S. aureus [25-28], but
also in the digestive tract or the skin [29,30]. We found a higher number of isolates
belonging to ST398 compared to previous studies [10,31]. Originally reported in animal
and environmental samples, ST398 is nowadays being reported at increasing
incidence in human isolates. The genomic analysis performed here found that all
ST398 strains expressed fibronectin- and collagen-binding proteins, that may facilitate

long term persistence in the nasal and gut microbiota [32]. Further phenotypical
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analyses and human/environmental distributions are needed to better understand the
epidemiological success of ST398. Two major clades from livestock-associated and
human lineages have been previously described [33]. Here, only human-associated
ST398 isolates were reported, mainly with spa-type 1451. Consistently with this
lineage, no tetM gene was detected but we found a high rate of macrolide resistance
explained by the carriage of the erm(T) gene. In this ST, the blaZ gene was also less
frequently described (43.5%) compared to other STs.

Genotype to phenotype resistance correlation was excellent. Detection of
penicillin G susceptibility being difficult, in our study, all strains were considered
resistant. Nevertheless, our data showed that in 24.4% of cases, penicillin could have
been used, but with high differences depending on ST. Similar results have been
reported recently in bloodstream infections [34], for which penicillin use also showed
comparable results in terms of therapeutic success compared to cloxacillin [35]. Only
4.1% of MRSA were detected. This is in line with current epidemiology in European
ICUs where 1 to 7% of patients are MRSA carriers at ICU admission [36]. Macrolide
resistance was frequent especially in ST398 (78.3%) due to erm(T) and ST30 (17.6%)
due to erm(A) gene carriage [37]. Other resistance genes were less frequent and in
full accordance with phenotype.

The outcome of severe bacterial infections is determined by the interplay
between host, pathogen and treatments [38]. This is particularly true for S. aureus VAP,
but little is known about genotypes and bacterial factors contributing to colonization or
infection development. This motivated our analysis of the virulence in regards to
infection development. We report a high correlation between ST and virulence profile,
as it has been previously shown in other diseases [26]. Different strain subgroups were
identified depending on the presence or absence of a few virulence genes, such as the

collagen binding protein gene (cna), the leucocidin D and E (lukD and IukE), the
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enterotoxin gene cluster and the serine proteases (sp/A-F). Nowrouzian et al. showed
that isolates of the ST30 had the highest amount of virulence genes [30]. This is mainly
due to the presence of the tst gene, encoding the toxin TSST, which in our study was
identified in 32 isolates of this ST type (84.2%), but also to the presence of the
enterotoxin gene cluster (egc) or the collagen binding protein gene (cna). On the other
hand, ST398 seems to have a poor virulence profile as this ST lacks the serine-
protease operon and the enterotoxins and leucocidins genes. We only detected one
PVL-producing ST8 isolate that was associated with a non-necrotizing VAP, and three
exfoliatin-A-producing isolates of various ST that were associated with colonization.
Moreover, we could describe three new STs in this study including the ST8985, close
to ST45, notably carrying the tst gene and the ST8986 lacking the biofilm forming icaA-

D operon.

S. aureus is a common VAP pathogen but differentiation between respiratory S.
aureus colonization and infection remains difficult and may contribute to an overuse of
antibiotics in the ICU [39]. Except for PVL, which is a well-described virulence factor
responsible for community-acquired necrotizing pneumonia, implication of other
virulence factors remains poorly investigated in clinical practice [40]. Despite our large
collection, with rather homogeneous baseline characteristics and criteria to limit
confounding factors, our genomic analysis found no correlation between virulence
profile and respiratory infectious status. Similar results have been found in other S.
aureus infections [41,42]. Virulence profile differences in S. aureus overinfection in
patients admitted for COVID-19 infection disclosed no significant associations either.
These results highlight the role of other determinants in the development of infection:
regulatory pathways controlling gene expression, host immune response, lung tissue

resilience, S. aureus interaction with other pathogens and/or with other bacterial
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species of the lung microbiota [43,44], etc. Further phenotypical analysis and
immunological characterization of S. aureus early VAP patients vs. colonized
individuals are needed to unveil these interactions.

This study has some limitations. Even if we analyzed a large population with
172 S. aureus isolates over two years, first and main limitation, is the fact that this is a
monocentric study with results that cannot be generalized to other populations and
other ICUs. We, however, found a distribution of S. aureus ST types similar to previous
studies, including multicenter ones, reported in different regions of the world [11][10].
Second, this was an observational study for which we relied on standard-of-care
respiratory samples, with patients that were not sampled at a fixed time following
intubation. Even if we restricted the analysis to early S. aureus VAP, this could have
created a selection bias and many potentially S. aureus-colonized patients were
probably not included in this study because of lack of sampling. Third, the clinical
review of medical charts to classify infectious vs. non-infectious cases was performed
retrospectively, making it difficult for reviewers to be blind to bed-side clinician’s
diagnoses. Fourth, identification of some virulence genes was difficult with short-read
WGS especially after assembly of reads for genes with repetitive sequences. Finally,
we tried to include the maximum of isolates based on their morphological
characteristics in culture but we might have missed some different isolates of different

ST in the respiratory samples.

Conclusion

We performed one of the largest studies on WGS characterization of S. aureus
isolates of respiratory origin from MV ICU patients. By combining information on
phylogeny, antibiotic resistance and virulence gene repertoire, this study provided

insights into the population structure of respiratory S. aureus in MV patients. We
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showed that this population was polyclonal with exceptional likely healthcare cross-
transmissions. Our cohort showed a Ilow resistance rate with a strong
genotypic/phenotypic association, and with a virulence profile highly dependent on the
ST. Finally, we found that there was no significant correlation between infectious (VAP,

VAT or colonization) status and genotypic virulence profile.
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Table 1: Clinical characteristics between VAP, VAT, respiratory infectious events

and colonized patients.

Respiratory
infectious
Colonisation event VAP VAT Overall p-value?
n=41" n=19' n=27" n=16' N=103'
Sex 0,13
Male 24 (33%) 14 (19%) 23 (32%) 11 (15%) 72 (100%)
Age 58 [46-68] 66 [60-71] 60[47-68] 58[51-67] 60[49-69] 0,2
Reason for ICU admission
ARDS 5 (56%) 0 (0%) 3 (33%) 1(11%) 9 (100%)
COVID-related
ARDS 4 (17%) 19 (83%) 0 (0%) 0 (0%) 23 (100%)
Cardiac arrest 4 (43%) 0 (0%) 3 (43%) 1 (14%) 7 (100%)
Cardiovascular 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 1 (100%)
Neurologic (other) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%) 2 (100%)
Other 3 (75%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (25%) 4 (100%)
Polytrauma 5 (38%) 0 (0%) 3 (23%) 5 (38%) 13 (100%)
Programmed
surgery 3 (60%) 0 (0%) 2 (40%) 0 (0%) 5 (100%)
Shock 3 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (100%)
Spinal cord injury 0 (0%) 0 (0%) 3 (75%) 1(25%) 4 (100%)
Stroke 7 (47%) 0 (0%) 4 (27%) 4 (27%) 15 (100%)
Subdural
haematoma 1 (33%) 0 (0%) 1 (33%) 1(33%) 3 (100%)
TBI 4 (50%) 0 (0%) 3 (38%) 1(13%) 8 (100%)
Toxic-metabolic
encephalopathy 3 (50%) 0 (0%) 3 (50%) 0 (0%) 6 (100%)
Culture results 0,2
Polymicrobial 24 (36%) 10 (15%) 22 (33%) 10 (15%) 66 (100%)
S. aureus alone 17 (46%) 9 (24%) 5 (14%) 6 (16%) 37 (100%)
Tracheostomy 0 (0%) 2 (50%) 2 (50%) 0 (0%) 4 (100%) 0,086
Delay from
intubation to
infectious event NA 4 [3-6] 4 [3-6] 3,5[2,25-4] 4 [3-6] 0,4
Unknown 41 0 0 2 43
Days under MV 9[7-15] 26 [12-31] 12 [7-24] 10 [8-14] 11 [7-19] 0,015
Death 9 (32%) 10 (36%) 8 (29%) 1(3,6%) 28(100%) 0,017

"'n(%); Median [IQR]

2 Fisher's exact test; Kruskal-Wallis rank sum test; Person’s Chi-squared test
VAP: Ventilator-Associated Pneumonia; VAT: Ventilator-Associated Tracheobronchitis; ICU:

Intensive Care Unit; ARDS: Acute Respiratory Distress Syndrome; COVID: Coronavirus disease;
TBI: Traumatic Brain Injury; MV: Mechanical Ventilator; IQR: Interquartile range
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Mechanically ventilated patients

> 48 hours
n = 180 patients
No informed consent (n=1)
Sample before intubation (n=2)
Sample after extubation (n=1)
n = 176 patients Community acquired pneumonia (n=2)

Epidemiological analysis of circulating S.
aureusin MV patients

< n = 167 patients, 172 isolates

Hospital acquired pneumonia (n=1)
Aspiration pneumonia (n=1)
Endocarditis (n=1)

Early tracheostomy (n=3)
Catheter infection (n=1)

Early extubation < 3 days (n=6)
Early death < 3 days (n=4)
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Epidemiological and virulence analysis
between VAP/no VAP groups

Day of sample > Day 8 (n=31)
Time between sample and VAP > 48 hours (n=23)
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(n=23 patients / isolates)

COVID negative
(n=80 patients, 82 isolates)
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isolates)

No infectious event
(n=4 patients/ isolates)

VAP (n=27 patients/
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No infectious event
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Figure 1: Flow chart of

the study
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Figure 2: Phylogenetic relationships between S. aureus isolates based on WGS
SNP differences against reference sequence NC_007795.1.

Isolates are represented based on their ST (inner circle), agr type (second circle),
capsule type (third circle) and spa type (outer circle).
ND: not determined because of unknown spa type or WGS assembly difficulties.
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Figure 3: Phenotypic and genomic resistances observed for all S. aureus isolates.

Isolates are classified depending on their phylogenetic relationships. Resistances for beta-lactams,
aminoglycosides, tetracyclines, macrolides, quinolones, sulfonamids and fusidic acid were detected.
Phenotype and genotype were perfectly correlated.

peg: penicillin G, oxa: oxacillin, kan: kanamycin, gen: gentamicin, tob: tobramycin, tet: tetracycline,
ery: erythromycin, lin: lincomycin, pri: pristinamycin, ofl: ofloxacin, sxt: sulfamethoxazole +
trimethoprime, rif: rifampicin, fos: fosfomycin, fuc: fusidic acid.
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Figure 4: Principal coordinate analysis (PCoA) of virulence factors profiles
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Virulence factors with a Pearson correlation = 0.7 are shown in blue.

cna: collagen binding protein, egc: enterotoxin gene cluster, lukD/IukE: leucocidin D
and E, selk: enterotoxin K, sp/A-F: serine protease A to F.
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Supplementary Figure 1: Phylogenetic relationships between isolates of (A) the

clonal complex CC30, (B) CC398, (C) CC45, (D) CC15, (E) CC5, and (F) CCS8.

All isolates presented a SNP number above 300 except isolates Sa_41 and Sa_45 of
ST45 and isolates Sa_44 and Sa_55 of ST8985.
Legend represents the number of substitutions per site.
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Patient Sa_44 S T
COVID-19 S. aureus
Ceftazidime + Ciprofloxacin + Fosfomycin
Patient Sa_55 S VAP + sepsis D
COVID-19 Saaureus Raoultella ornithinolytica
1 Ceftriaxone
ST8985
Patient Sa_41 S/VAT E
CovID-19 S. aureus

|Amoxici|lin + Clavulanic acid

S. aureus Escherichia coli

Patient Sa_45 | [ofioxacin S/VAT  UTI

| Sulfamethoxazole + trimethoprim
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Supplementary Figure 2: Timeline of patients’ hospitalization period documented with a respiratory S. aureus cross-

contamination.

Patients Sa_44 and Sa_55 were colonized with the same S. aureus ST8985 clone (1 SNP difference) and were hospitalized at the
same time period and in the same ICU sector. Similarly, patients Sa_41 and Sa_45 were colonized with the same S. aureus ST45
clone (1 SNP difference). In blue is represented the mechanically ventilated time period in the ICU and in grey the non-mechanically
ventilated period in the ICU. Main infectious event and antibiotic therapies were documented on the timeline.

D1 =day 1, D = death, E = extubation, S = first respiratory sample with a S. aureus documentation, T = tracheostomy, UTI = urinary
tract infection, VAP = ventilator-associated pneumonia, VAT = ventilator-associated tracheobronchitis.
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Supplementary Figure 3: Shade plot of the virulence factors profile of each S. aureus isolate depending on their
phylogenetic relationships.
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Supplementary Figure 4: ST repartition depending on patient’s respiratory

infectious or colonization status during mechanical ventilation.

No differences of ST composition were detected. Colonization profile in COVID-19

patients showed a different profile because of small number of included isolates (n=4).

Sylvain MEYER | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2024
Licence CC BY-NC-ND 3.0

174



Discussion générale

L’évolution microbiologique au cours de la VM reste peu comprise dans la littérature
actuelle. Peu de données décrivent les déterminants microbiens a l'origine de la transition de
I'étape de colonisation vers I'infection. Les différents travaux conduits au cours de ce Doctorat
s’'inscrivent dans une meilleure compréhension de ces mécanismes. Afin de répondre a notre
objectif, nous avons mené trois études distinctes chez le patient intubé-ventilé permettant
d’analyser I'évolution du microbiote respiratoire (étude SCORPIUS), I'évolution des
parameétres cliniques, microbiologiques et rhéologiques (étude INSPIRE), ainsi que les
caractéristiques génomiques des isolats de S. aureus isolés de prélévements respiratoires
(étude SSUPREM). L’intégralité de ces résultats va étre discuté et comparé a la littérature

existante.

1. Impact de la composition et de la cinétique du microbiote respiratoire au cours

de la ventilation mécanique

Le microbiote respiratoire évolue grandement au cours de la VM. Son réle dans le
développement d’événements infectieux n’est pour I'heure pas compris. A la lueur de la
bibliographie actuelle, bien que soumise a de nombreux biais, le microbiote respiratoire est
profondément modifié par la présence du tube endotrachéal et des pressions partielles en
oxygéne. Plus la durée de la VM est augmentée, plus la perte de diversité est importante
[228,271]. Cela s’explique essentiellement par la perte de certains taxons de la flore trachéale
et pulmonaire normale comme les Streptococcus, les Veillonella, les Actinomyces... au profit
de bactéries potentiellement pathogenes a croissance plus rapide (S. aureus,

Enterobacterales, P. aeruginosa, A. baumannii...).

Au cours de I'étude SCORPIUS et INSPIRE, nous avons observé des profils de
microbiotes différents selon la présence de S. aureus et selon le statut infectieux du patient.
Les patients non colonisés a S. aureus conservaient une quantité de Streptococcus élevée au
sein de leur microbiote respiratoire (patients 3, 5, 9 et 10), tandis que pour les patients
colonisés a S. aureus, une perte rapide de la flore respiratoire a été observée jusqu’a atteindre
plus de 80% de S. aureus (patients 4, 7, 8 et 12). Le microbiote des patients développant une
PAVM documentée microbiologiquement a S. aureus n’était pas forcément dominé par
'espéce S. aureus, mais une forte proportion de bactéries anaérobies était retrouvée telles
que les bactéries du genre Prevotella (essentiellement P. melaninogenica a I'échelle de
'espéce). D’autres bactéries appartenant aux genres Catonella, Howardella ou Neisseria ont
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également été retrouvées significativement augmentées dans notre étude mais avec des
abondances relatives beaucoup plus faibles, tandis que les abondances relatives des genres
Streptococcus, Rothia ou Actinomyces diminuaient rapidement aprées la mise sous VM. Des
résultats similaires ont été retrouvés pour les échantillons séquencés des premiers patients
de la cohorte INSPIRE.

Une augmentation des bactéries du genre Prevotella a été observée dans I'étude
d’Alagna et al. publiée de fagon conjointe a notre article [272]. Cette étude italienne
s’intéressait également au microbiote respiratoire de patients intubés-ventilés avec des
caractéristiques similaires a notre population étudiée comme un motif d’admission sur critéres
neurologiques, une durée de VM courte (7 jours en moyenne), une absence de pathologies
infectieuses ou chroniques a I'admission et des criteres diagnostiques de PAVM identiques a
notre étude. Les résultats de I'analyse du microbiote conduits sur 35 patients (13 PAVM et 22
non-PAVM) et de fagon cinétique a JO et J3 post intubation ont montré une modification
importante du microbiote entre JO et J3 principalement liée a une baisse des genres
Actinomyces, Rothia, Granulicatella et Streptococcus. De plus, une augmentation significative
des Prevotella 7 (p=0.024) a été retrouvée entre les groupes PAVM et non-PAVM dans leur
étude. Cependant, aucune information sur la culture microbiologique des échantillons n’était
disponible et en particulier sur la présence de S. aureus.

Au-dela de cette étude, d’autres travaux de I'équipe de Doré et al., ont décrit en 1996
une augmentation de la présence de bactéries anaérobies (principalement Prevotella
melaninogenica) par culture microbiologique dans des échantillons de brosse télescopique
protégée chez des patients développant une PAVM [273]. Cette méme équipe a suggéré que
ces bactéries pouvaient étre directement responsables de la survenue de la PAVM et ont
montré, dans le sérum de ces patients, une présence d’anticorps anti-Prevotella plus élevée
comparativement a différents témoins [274]. La colonisation par des bactéries du genre
Prevotella dans les voies respiratoires inférieures pourrait donc étre associée a un processus
infectieux conduisant a une réponse systémique humorale. Ces auteurs ont également
démontré que ces « PAVM a bactéries anaérobies » survenaient plus frequemment chez les
patients avec une sonde d’intubation orotrachéale que nasotrachéale et qu’elles survenaient
également plus fréquemment dans les 5 premiers jours post intubation (PAVM précoces).
Avec des technologies tout a fait différentes, nos travaux confirment ces résultats. Cela pose
néanmoins la question de I'agent pathogéne directement responsable de la PAVM et un role
des bactéries anaérobies dans la physiopathologie n’est pas a exclure (Annexe 2) [275]. Peut-
on alors parler de « PAVM a bactéries anaérobies » comme suggéré par cette équipe ? C’est
peut-étre exagéré surtout au vu du potentiel pathogéne de S. aureus, mais davantage d’études
devront s’intéresser a cette hypothése dans le futur.
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Le microbiote respiratoire des patients évolue difféeremment en fonction des
caractéristiques des patients inclus (motifs d’admission, comorbidités, utilisation
d’antibiotiques...) mais également des caractéristiques microbiologiques des échantillons
respiratoires. L’augmentation des Prevotella observée dans ce contexte n'est pas retrouvée
dans d’autres études portant sur les PAVM tardives et/ou causées par des pathogénes
différents (P. aeruginosa, Enterobacterales...). En effet, les dynamiques de colonisation au
niveau respiratoire ne sont pas similaires selon les bactéries, et des coopérations
métaboliques différentes sont a supposer entre bactéries pathogenes et bactéries de la flore
oro-pharyngée [276]. Peu de données sont disponibles sur ce sujet dans la PAVM mais
d’autres modeles respiratoires offrent quelques pistes sur ce sujet.

Dans la rhinosinusite chronique, Lucas et al. ont par exemple montré une coopération
métabolique positive entre I'espece S. aureus et plusieurs bactéries anaérobies (Prevotella,
Fusobacterium...) [277]. D’autres études portant sur la mucoviscidose ont par exemple avancé
un effet bénéfique des Prevotella sur la réduction de l'inflammation engendrée par P.
aeruginosa [278] mais leur réle reste discuté a I'heure actuelle dans cette pathologie [279]. De
fagon toute aussi intéressante, une augmentation des bactéries anaérobies (Prevotella,
Catonella, Fusobacterium...) et une baisse des genres Streptococcus, Actinomyces,
Veillonella et Rothia ont également été retrouvées au niveau des tumeurs épidermoides
cutanées de la téte et du cou [280,281]. L’analyse fonctionnelle prédictive a partir des
communautés microbiennes a révélé un possible lien entre ces perturbations de microbiote et
I'activation de voies pro-inflammatoires locales (voies TLR1 et 4). Segal et al. ont également
rapporté qu’un microbiote respiratoire sain enrichi en Streptococcus, Veillonella, Granulicatella
ou encore Prevotella (environ 45% des sujets sains) favorisait 'immunité cellulaire mucosale
Th17 de I'héte avec une réduction de la réponse inflammatoire innée [282]. De fagon similaire,
Xue et al. ont rapporté une association positive entre proportion de Prevotella et réponse
inflammatoire Th17. Le role des bactéries appartenant au genre Prevotella apparait donc
ambivalent (role tantét protecteur, tantét pro-inflammatoire) avec trés probablement des
disparités en fonction des espéces majoritairement présentes. La comparaison des résultats
de microbiote a I'échelle du genre ou d’un rang taxonomique supérieur reste néanmoins une
limite importante de la technique de séquengage de I’ADNr16S et doit faire interpréter les

résultats obtenus avec la plus grande prudence.

Au cours de I'étude SCORPIUS, nous avons également pu démontrer qu'il était
possible de prédire la survenue d’événements infectieux a partir de la composition du
microbiote (analyse CAP), et méme uniquement a partir des genres Prevotella, Catonella,
Neisseria et Howardella. La prédiction du diagnostic de PAVM était excellente un jour avant la
survenue de la PAVM, bien qu’elle ait été conduite sur un faible effectif. Emonet et al. ont
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montré, par la méme technique (analyse CAP) une concordance de prédiction de survenue de
PAVM tardive beaucoup plus faible au cours de la VM (entre 15 et 65% a partir I’AET). Ces
résultats doivent étre interprétés avec précaution mais tendent a montrer que la composition
du microbiote et son évolution ne sont probablement pas similaires entre PAVM précoces et
PAVM tardives et qu’elles sont dépendantes du type de pathogéne présent au niveau

respiratoire.

Au vu de 'ensemble de ces résultats, nous pouvons nous poser la question du role du
microbiote et particulierement de la flore anaérobie dans la survenue de PAVM. Cette flore n’a
été que peu étudiée chez le patient intubé-ventilé, en témoignent les recommandations
actuelles de ne pas la rechercher lors d’'une culture microbiologique de prélévements
respiratoires. Plusieurs équipes se sont intéressées au rble de cette flore dans I’'homéostasie
respiratoire et particulierement dans le contexte de la mucoviscidose ou le nombre de
publications et la compréhension des mécanismes physiopathologiques du microbiote
respiratoire est beaucoup plus avancée que dans le contexte des PAVM. Par exemple,
Lamoureux et al. rapportent qu’'un taux élevé de Veillonella était associé a une meilleure
fonction pulmonaire dans cette pathologie. D’autres travaux dans la mucoviscidose ont révélé
que la flore anaérobie respiratoire dominante (Prevotella, Fusobacterium, Porphyromonas)
serait capable de dégrader les sucres composant le mucus respiratoire et de fournir ainsi aux
autres espéces environnantes des nutriments pour leur propre croissance [276,277,283]. De
plus, la présence d’acides gras a chaine courte (issus du métabolisme fermentaire des sucres
par les bactéries anaérobies) en forte concentration engendrerait un relargage de cytokines
pro-inflammatoire et un recrutement de PNN [284,285]. Cet effet a été observé de fagon bien
plus prononcée chez le patient atteint de mucoviscidose que chez le patient sain et un

mécanisme similaire pourrait étre mis en ceuvre chez le patient intubé-ventilé.

Les modifications du microbiote respiratoire observées dans notre étude pourraient
donc refléter la présence d’'un état inflammatoire avancé. Bien entendu, la question se pose
de savoir si la modification du microbiote est une cause ou une conséquence de cet état
inflammatoire. A I'heure actuelle, cette question reste en suspens et aucune donnée ne permet
encore d’y répondre. Le lien étroit entre I'héte et le microbiote font qu’il est primordial de
prendre en considération a la fois 'immunité locale et I'évolution microbiologique dans la
compréhension physiopathologique des événements infectieux du patient intubé-ventilé. Des
travaux futurs associant évolution du microbiome et de 'immunome devront étre menés en ce

sens.
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2. Caractérisation et performance diagnostique des paramétres cliniques,

microbiologiques et rhéologiques au cours de la ventilation mécanique

Le diagnostic de la PAVM reste difficile en service de Réanimation. La faible
performance des outils diagnostics et prédictifs actuels fait que la PAVM est un défi diagnostic
majeur. Le score CPIS créé en 1991 par Pugin et al. et toujours utilisé au lit du malade n’est
pas un bon score de diagnostic. Plusieurs études ont montré sa faible sensibilité et spécificité
aux alentours de 60 et 80% respectivement selon les études [89,106,107]. Nous avons
retrouvé dans I'étude INSPIRE, des valeurs similaires a la bibliographie.

Le CPIS est basé sur une association de critéres cliniques, radiologiques et
microbiologiques, qui pris séparément, ont tous des limites importantes. Nous avons par
exemple montré que plus de 80% des AET ont un aspect purulent au cours de la VM, et ce
gu’importe le statut infectieux du patient. De méme la présence de bactéries au-dela du seuil
de 10° UFC/ml montrait un taux élevé de faux positifs (patients colonisés et non infectés) et
de faux négatifs (patients infectés sans documentation microbiologique). Ces critéres sont trés
peu discriminants au vu du fort nombre de patients colonisés au niveau respiratoire et
rejoignent les résultats avancés par Garnacho-Montero et al. [134].

L’un des probléemes majeurs du CPIS est qu'il est perturbé par différentes pathologies
pouvant survenir chez le patient intubé-ventilé. La fievre, la purulence des AET, la leucocytose
ou encore la baisse de la PAO,/FiO; sont autant de facteurs pouvant étre perturbés dans
d’autres manifestations cliniques infectieuses (sepsis, infection respiratoire virale...) ou non
infectieuses (SDRA, atélectasie, pneumothorax...) en Réanimation. Il a également été
démontré que le CPIS est encore moins bon pour diagnostiquer une PAVM dans certaines
catégories de patients, notamment les patients admis pour polytraumatismes. En effet, Parks
et al. ont par exemple insisté sur le fait que « le CPIS ne devrait pas étre utilisé dans cette
catégorie de patients car il ne peut pas différencier de maniere fiable une PAVM d’'un syndrome
de réponse inflammatoire systémique lié a des facteurs cliniques confondants » [286]. Ces
auteurs avancent méme que « l'utilisation du CPIS pour déterminer la durée appropriée de
traitement antimicrobien dans cette indication est couteuse et qu’elle pourrait étre nocive en
prolongeant inutilement I'exposition aux antibiotiques ». Des résultats similaires ont été
retrouvés dans d’autres catégories de patients comme les grands-brulés [103]. De la méme
maniére que le microbiote respiratoire évolue differemment dans cette catégorie de patients,
le CPIS n’est pas adapté a diagnostiquer efficacement la PAVM dans cette population.

Par ailleurs, les recommandations américaines préconisent, dans le diagnostic
microbiologique de la PAVM, l'ajout de points au CPIS en cas de présence de bactéries
pathogénes a la coloration de Gram. Certaines études ont montré un intérét modéré de ce
critere [287], mais d’autres travaux justifient sa performance dans la mise en place d'une
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antibiothérapie anti-staphylococcique adaptée précoce et d’'une réduction de I'antibiothérapie
a large spectre [288-290]. Cela demeure néanmoins extrémement difficile a mettre en
évidence. Les faibles sensibilité et spécificité de la coloration de Gram font qu’il est important

de trouver de nouveaux outils microbiologiques permettant un diagnostic rapide [66].

Dans I'étude INSPIRE nous avons réalisé une analyse exhaustive de I'évolution
microbiologique par culture avec plus de 1500 échantillons collectés et analysés. Nous avons
notamment pu mettre en évidence, chez les patients colonisés a S. aureus, une augmentation
de la charge bactérienne de cette espéce au cours de la VM. En effet, les patients colonisés
dés I'entrée présentaient un taux moyen d’un peu moins de 10* UFC/ml pour finir & prés de
10° UFC/ml aprés 7 jours de VM. Ceci montre que S. aureus croit facilement dans les AET
des patients colonisés. La formation de biofilm, la perte de diversité microbienne observée au
niveau du microbiote respiratoire ou encore certains déterminants métaboliques, inconnus a
I'heure actuelle, doivent probablement faciliter sa croissance. De tels résultats n’ont pas été
observés pour les deux autres pathogénes d’origine oro-pharyngée que sont Haemophilus
influenzae et Streptococcus pneumoniae. Peu de données sont disponibles dans la littérature
concernant ces deux bactéries comme agents responsables de PAVM mais au vu de ces
résultats, nous pouvons supposer que les interactions héte-pathogéne et microbiote-
pathogéne sont différentes.

Un nombre important d’AET de [I'étude INSPIRE retrouvait une culture
polymicrobienne. Cela a déja été observé dans la littérature scientifique [72,291], mais
représente une difficulté supplémentaire dans la prise en charge des patients développant une
PAVM. En effet, il est difficile de différencier les bactéries colonisant les voies respiratoires de

la (ou des) bactérie(s) pathogéne(s).

Par ailleurs, nous avons mis en évidence qu’'une augmentation importante des
sécrétions trachéales avait lieu un a deux jours avant la survenue de la PAVM dans notre
population de patients neurolésés. Ce test a montré une spécificité de 93% mais une sensibilité
plus faible de 67%, au-dela d’'un seuil de 20mL de sécrétions par jour. Ce signal, bien que
réalisé sur une cohorte monocentrique et a faible effectif, s’intégre dans la physiopathologie
de la PAVM. En effet, une augmentation du volume de mucus est habituellement observée
lors de réponses inflammatoires locales, aigués ou chroniques [292]. Il s’agit d’'un mécanisme
de défense face a la croissance bactérienne et a I'inflammation pour piéger et évacuer les
bactéries et déchets cellulaires. Nous avons observé qu’une augmentation naturelle du volume
de mucus a lieu au cours de la premiére semaine de VM (de moins de 5ml/jour a JO jusqu’a
pres de 20ml/jour a J6), et qui peut s’expliquer par la présence du tube endotrachéal et de
I'augmentation croissante de la colonisation bactérienne. Les travaux de Powell et al. viennent
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corroborer notre résultat. Ces travaux sur le microenvironnement des sécrétions trachéales
montraient une augmentation de la quantité, de la viscosité, de I'inflammation médiée par les
PNN et de la colonisation par des bactéries pathogénes [293]. Cette augmentation de
production de mucine était significativement associée a la durée de VM et a un age avanceé.
Dans cette méme étude, le mucus des patients intubés-ventilés était également enrichi en
ADN double brin et en certaines mucines composant le mucus (augmentation des mucines
MUCS5B mais pas MUC5AC, qui sont les deux mucines principales du mucus respiratoire). La
forte proportion de la mucine MUC5B dans les AET de ces patients perturbait la chimiotaxie
des PNN et diminuait la capacité a phagocyter des bactéries telles que P. aeruginosa. Ces
résultats n’étaient par contre pas observés a partir ’AET de patients tout juste intubés.

Ainsi, une modification fonctionnelle du mucus respiratoire a lieu au cours du temps
sous VM, ce qui favorise la croissance bactérienne et affecte la réponse immunitaire. Un
potentiel cercle vicieux s’installe alors entre la croissance bactérienne, la réponse
inflammatoire et la sécrétion de mucus, qui ne peut plus jouer son réle épurateur du fait de la

perte des réflexes de la toux et de 'ascenseur muco-ciliaire.

Ce signal intéressant de 'augmentation du volume de sécrétion au cours de la VM
reste cependant difficile a mettre en ceuvre car cela nécessite une équipe médicale et
paramédicale dédiée et formée ainsi qu’une logistique importante de jour comme de nuit
(respect des temps d’acheminement, des modalités de conservation des échantillons, ...). Le
seuil de 20 ml de sécrétion est également critiquable car réalisé sur un faible nombre de
patients (10 PAVM). De plus, nous n’avons pas évalué si ce paramétre était influencé par
d’autres événements survenant au cours de I'hospitalisation en Réanimation. Au-dela de la
définition d’un seuil, une augmentation anormale du volume de sécrétion et/ou de la fréquence
d’aspiration doit faire suspecter un événement infectieux respiratoire, et faire rechercher les

critéres cliniques, radiologiques et microbiologiques de la PAVM.
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3. Typage, phylogénie, résistance et virulence des isolats de S. aureus retrouvés

au niveau respiratoire au cours de la ventilation mécanique

Au cours de nos travaux, nous nous sommes intéressés a la PAVM précoce a S.
aureus survenant préférentiellement chez le patient intubé-ventilé hospitalisé sur motifs
d’admission spécifiques (polytraumatisme, patient neurolésé). Afin de mieux comprendre le
réle de ce pathogéne dans la survenue de la TAVM et de la PAVM précoce, nous avons
séquence le génome des isolats de S. aureus retrouvés au niveau respiratoire et comparé les

caractéristiques génomiques de ces isolats a I'évolution infectieuse.

Nous avons notamment montré que la population respiratoire des isolats était
polyclonale avec 36 ST différents identifiés parmi 167 patients intubés-ventilés. Les isolats du
ST30, ST5, ST15, ST45 et ST8 étaient majoritaires (54%), ce qui n’est pas surprenant puisque
ces ST sont fréquemment retrouvés en portage nasal [11,294]. La colonisation nasale par S.
aureus est généralement unique mais plusieurs clones peuvent cohabiter [295].

En revanche, la mise en évidence de 23 isolats (13,4%) appartenant au ST398 est
beaucoup plus étonnante. Ce ST n’était que trés peu retrouvé dans les études de populations
de S. aureus dans les années 2000s [296]. L’augmentation de l'incidence de colonisation par
ce ST continue d’étre rapportée dans la littérature, sans que I'on sache exactement pourquoi.
Deux clades coexistent provenant soit d’'une origine animale (bétail), soit d’'une origine
humaine [297]. Ces deux clades se distinguent principalement par la résistance a la
tétracycline portée par le géne tetM et qui est caractéristique du clade animal [298]. Au cours
de notre étude nous n'avons pas mis en évidence d’isolats d’origine animale. En revanche,
une forte proportion d’isolats présentait une résistance aux macrolides médiée par le géne
erm(T) [298]. Une virulence plus grande a par ailleurs été mise en évidence dans ce ST par
'acquisition d’'un prophage @Sa3 portant notamment des génes de virulence associés a
I'échappement immunitaire (génes sak, scn et chp) [299,300]. Une surveillance accrue de la
dissémination de ce ST est nécessaire pour mieux comprendre sa plasticité génomique et son

caractére pathogene.

Une concordance parfaite entre le phénotype de I'antibiogramme et les génes de
résistances présents a été observée, bien que peu de résistances d’intérét clinique aient été
mises en évidence. Un taux bas de SARM (4,1%) comparé a la moyenne nationale (7,6%) a
été révélé [122]. Cela confirme l'origine principalement communautaire des isolats via le
portage nasal. Le portage nasal de S. aureus est un facteur de risque important de développer
une PAVM au cours du séjour de Réanimation, mais I'acquisition peut également se faire au
cours du séjour a I'instar des deux contaminations inter-individuelles que nous avons pu mettre

Sylvain MEYER | These de doctorat | Université de Limoges | 2024 182
Licence CC BY-NC-ND 3.0



en évidence. La transmission de clones de S. aureus au sein d’un service de Réanimation est
connue et a essentiellement été mise en évidence lors d’épidémies de SARM [259,301,302].
Néanmoins, bien qu’elle ait été trés limitée dans notre étude (2,4% des isolats), la transmission
de clones au cours du séjour de Réanimation représente un risque important pour le patient.
En limitant cette transmission, nous limitons la colonisation et donc le risque de survenue de
PAVM. Cela est dautant plus le cas pour dautres pathogenes a transmission
environnementale comme P. aeruginosa [303].

Le WGS est une technique sensible et performante pour détecter les phénotypes de
résistance connus mais aussi pour mettre en évidence de nouveaux génes de résistance.
Cependant, il ne remplace pas les méthodes phénotypiques actuelles et demeure
complémentaire de celles-ci. En effet, le colt, le temps d’obtention des résultats (plusieurs
jours vs 48 heures pour un antibiogramme) et la difficulté de certains pipeline bioinformatiques
a identifier certaines résistances (mutations chromosomiques conférant une résistance aux
fluoroquinolones, variants de génes blaZ...) sont des freins a son utilisation en routine
hospitaliére [247,304].

Dans une population de 103 patients présentant une documentation microbiologique
lors des 7 premiers jours post-intubation, nous n’avons pas mis en évidence de lien entre la
survenue d’événements infectieux et le typage génomique des souches de S. aureus ni avec
leurs profils de virulence. Les facteurs de virulence portés par la bactérie ne sont a priori pas
a l'origine d’événements infectieux plus fréquents. Néanmoins, nous n’avons étudié qu’un
panel de génes et d’autres déterminants génétiques, non analysés (autres génes de virulence,
phages, ...) ou non connus, peuvent toutefois étre impliqués dans cette transition. Cela est
cependant peu probable, d’'une part puisque les mémes ST ont été mis en évidence dans les
différents groupes au cours de notre étude et, d’autre part, différents modeéles pathologiques
n‘ont également pas mis en évidence de corrélation génomique avec la survenue
d’évenements infectieux [305]. Une étude similaire sur un faible nombre d’isolats ne retrouvait
pas d’associations entre PAVM et génes de virulence [306]. Dans les bactériémies, Roe et al.
n’ont pas non plus mis en évidence de déterminants génétiques (SNP, génes spécifiques,
variants de genes, nombre de copies de génes ou combinaisons de génes) permettant de
distinguer les isolats de portage des isolats responsables d’événements infectieux [307].

Ainsi, le développement de nouvelles thérapies doit prendre en considération ces
résultats dans la lutte contre la survenue de PAVM. Des anticorps ciblant des protéines
universelles doivent par exemple étre développés a l'instar du suvratoxumab ciblant 'alpha
toxine (codé par le géne hla) de S. aureus pour pouvoir cibler tous les différents types d’isolats

[265]. Au regard des résultats précédents, 'absence de spécificité génomique des isolats
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responsables de PAVM démontre également que d’autres facteurs microbiologiques clefs sont

impliqués dans la survenue de PAVM tels que le microbiote respiratoire.

4. Synthése des résultats et hypothése physiopathologique

Aprés avoir présenté les différents résultats de nos travaux et avoir comparé ces
résultats a la bibliographie existante, nous proposons une hypothése physiopathologique qu’il
conviendra d’étudier par la suite (Figure 32). De la méme maniére que ce que nous avons
retrouvé dans la PAVM, la mucoviscidose ou dans d’autres pathologies respiratoires, nous
pensons qu’un cercle vicieux se met en place au cours de la VM. En effet, les poumons ne
sont pas adaptés a la présence du TE qui demeure une procédure invasive et perturbe
I'écosystéme local en particulier par la translocation de bactéries potentiellement pathogénes
depuis [l'oropharynx (S. aureus, ...). La VM engendre également ['apparition de
microaspirations dans les voies pulmonaires inférieures et de microlésions de la trachée (voire
de ['épithélium pulmonaire) facilitant une réponse inflammatoire locale. De plus, les
disparitions des réflexes de la toux et de I'ascenseur muco-ciliaire vont a I'encontre de la

physiologie pulmonaire et empéchent I'élimination des sécrétions.

Intubation

Translocation bactéries oropharynx

l 1 Prevotelia
I anaérobies

Augmentation des anaérobies

1 secretions trachéales
Dégradation du mucus
: ; _ 2
Augmentatl?n derla Produ:tlon ; Coopérations métaboliques
de mucus (cytokines pro-inflammatoires)
: Acces a I'épithélium

Augmentation des nutriments pour S. aureus
Perte de la flore locale

T du pathogéne T | Streptococcus,
_ Prolifération du pathogéne Actiocmses ot

Figure 32 : Synthése des résultats obtenus au cours de nos travaux et proposition d’'une
hypothése physiopathologique

Réponse immunitaire accrue
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La perturbation locale du microbiote liée aux microaspirations répétées engendre une
dysbiose locale qui pourrait promouvoir la réponse inflammatoire et faciliterait la mise a
disposition de nutriments aux bactéries par la dégradation des sucres composant les mucus.
La prolifération des bactéries locales engendrerait une réponse inflammatoire accrue qui serait
responsable de la surproduction de mucus (augmentation du volume de sécrétion), contribuant
a l'instauration d’'une atmosphére anaérobie locale et a 'augmentation des nutriments mis a
disposition des bactéries.

Ce cercle vicieux reste cependant soumis a de nombreuses variables qu'il conviendra
d’étudier comme les voies métaboliques qui existent entre les bactéries retrouvées au niveau
trachéal, mais également les voies immunitaires responsables de I'augmentation des

sécrétions.
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Perspectives

A la lueur de nos résultats obtenus durant ce doctorat, de nombreuses questions se
posent encore ou doivent étre confirmées. La physiopathologie de la PAVM précoce est
compliquée et multifactorielle. Il est certain que cette compréhension passe par la mise en
place d’études multicentriques et prospectives incluant des patients les plus homogénes
possibles en termes de profils cliniques et microbiologiques pour limiter le nombre de
variables, ce qui n'a été que peu réalisé jusqu'a présent dans les études portant sur le
microbiote respiratoire dont I'exploration est, rappelons-le, assez jeune. Puis, dans un second
temps, il faudra valider ces résultats sur des populations de patients aux profils plus adaptés
a la réalité d’'un service de Réanimation : patients ayant recu des antibiotiques, patients
polypathologiques, motifs d’admission différents... De telles études doivent étre notamment
envisagées pour mieux évaluer la performance analytique du volume de sécrétion ou encore
de la cinétique du microbiote respiratoire.

D’un point de vue plus fondamental, le développement de gPCR ciblant spécifiquement
les genres et/ou especes bactériennes d’intérét (Prevotella, Staphylococcus, Catonella...)
pourrait par exemple permettre de développer un outil plus rapide, plus pratique et moins cher
pour évaluer les proportions de ces bactéries dans un échantillon respiratoire. Un ratio entre
les quantités de Prevotella et de Staphylococcus rapporté a la quantité du géene codant
'ARNr16S total obtenus par des qPCR spécifiques pourrait permettre de mieux suivre et
quantifier ces variations bactériennes au cours du temps. De précédentes études ont déja
développé de tels outils ciblant les pathogénes principaux retrouvés dans les voies
respiratoires (Enterobacterales, H. influenzae, P. aeruginosa, S. aureus, S. pneumoniae...),
mais aucune étude ne s’est intéressée a I'évolution de la flore anaérobie par gPCR dans la
PAVM [96,308]. Une meilleure compréhension de la diminution de certains taxons
potentiellement protecteurs comme les Rothia, Streptococcus ou Actinomyces pourrait
également permettre de développer des algorithmes de risque microbiologiques, voire peut-
étre d’envisager de nouvelles thérapies probiotiques plus adaptées a la physiologie
pulmonaire. Enfin, des études in vitro dans un modéle mimant I'environnement respiratoire
pourrait permettre d’observer les interactions bactériennes voire les interactions bactéries-hote
dans un modéle cellulaire d’épithélium respiratoire [309,310].

Pour tester notre hypothése scientifique (Figure 32), il conviendrait de doser
directement sur des échantillons respiratoires, un panel de métabolites d’intéréts. Villarreal et
al. ont par exemple développé un protocole permettant le dosage des acides gras a chaine
courte sur matrice respiratoire [311]. D’autres équipes ont proposé des protocoles de

quantification des cytokines et des principaux facteurs ou cellules de la réponse immunitaire
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dans le poumon par cytométrie en flux [312-314]. La quantification des types de mucines ou
de leur intégrité peut également étre une piste intéressante pour confirmer 'augmentation de
certains types de mucines, des kits de dosage par technique ELISA ciblant les mucines
MUC5B et MUC5AC (majoritaires au niveau respiratoire) existent par exemple dans le
commerce [315]. Enfin le dosage de composés issus de la dégradation des mucines (acides
sialiques, fucose, N-acétylgalactosamine...) pourrait permettre de mesurer le niveau de

dégradation du mucus par les bactéries ou la réponse inflammatoire [316].

Au-dela de la PAVM a S. aureus, des études similaires devraient étre conduites pour
évaluer [I'évolution microbiologique des patients colonisés a Enterobacterales ou a
Pseudomonas aeruginosa au niveau respiratoire. Ces bactéries posent également de
nombreux challenges diagnostiques et thérapeutiques puisque le taux de bactéries résistantes
aux antibiotiques est plus élevé que pour S. aureus ou d’autres bactéries de la flore oro-

pharyngée.
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Conclusion

L’ensemble des travaux réalisés au cours de ce Doctorat nous a permis de mieux
comprendre 'évolution du microbiote respiratoire et des caractéristiques microbiologiques au
cours de la VM. Nous avons notamment exploré I'impact de I'évolution du microbiote, de la
culture microbiologique ou encore de la composition du génome bactérien sur I'apparition
éventuelle d’'une PAVM. Nos différents travaux ont notamment permis de révéler que
I’évolution microbiologique du patient intubé-ventilé était trés hétérogéne, d’ou la nécessité de
suivre de fagon cinétique chaque patient tout au long de la période d’intubation.

De plus, nous avons mis en évidence, lors des premiers jours de VM, une augmentation
de certaines bactéries anaérobies de la flore oro-pharyngée concomitante au développement
d’'une PAVM précoce a S. aureus. Cette augmentation peut étre le reflet d’'une inflammation
pulmonaire excessive avec, pour corolaire, une augmentation importante de la sécrétion de
mucus telle que nous I'avons décrit. A la lueur de ces résultats, nous avons pu émettre une
nouvelle hypothése physiopathologique qu’il conviendra dorénavant d’étudier. Nous pensons
gu’'un cercle vicieux lié a la surproduction de mucus entraine une réponse inflammatoire
excessive qui favoriserait la transition de la trachéobronchite vers la pneumopathie, comme
cela a pu étre mis en évidence dans d’autres pathologies respiratoires.

L’exploration des caractéristiques génomiques d’isolats de S. aureus retrouvés lors de
colonisation, de TAVM ou de PAVM a permis de révéler une population polyclonale mais n’a
pas permis de mettre en évidence de déterminants génomiques différenciant le continuum
colonisation-infection. Ce résultat renforce également notre hypothése selon laquelle d’autres
déterminants microbiologiques (tels que le microbiote respiratoire) et immunologiques seraient
impliqués dans la survenue de la PAVM.

Ainsi, les futures études conduites chez le patient intubé-ventilé doivent prendre en
considération les déterminants cliniques (motif d’admission, comorbidités, ...),
microbiologiques (culture, microbiote respiratoire, importance du pathogéne identifié),
immunologiques (statut immunitaire, réponses inflammatoires, cytokines, ...) et métaboliques
(dosage des produits issus du métabolisme bactérien, cellulaire et immunitaire) et ce de fagon

cinétique, afin de mieux comprendre la transition de la colonisation vers l'infection.
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Annexe 1 : Tableau de synthése des études ayant analysé le microbiote respiratoire chez le patient intubé-ventilé en
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Index de diversité peuvent étre .
ou oral chez les . et survivants
d . des marqueurs de pronostic
onneurs sains
Composition du microbiote différente
. selon le statut fumeur a I'admission et a
74 patients 48h
intubés : 38 Homogéne . . 74 AET a . Pas de modifications des index . . ’ -
Panzer et ) Patient admis pour Non \ oo Oui . . o Microbiote des non-fumeur enrichit en
fumeurs, 15 (uniquement des s I'admission, 30 V4, lllumina de diversité selon le statut . . .
al., 2018 ; ) cause de trauma précisé . TO et T48h Streptococcus, Rothia et Neisseria
passifs, 21 non- | patients trauma) AET a 48h fumeur X , DR
P Développement d'un SDRA associé a
umeurs ' : )
l'augmentation d'Enterobacterales, de
Prevotella et de Fusobacterium
Microbiote des contrles dominé par
Neisseria, Prevotella, Streptococcus et
Alloprevotella Microbiote des patients
Hétérogenes PAVM dominé par Pseudomonas,
(chirurgie, Age > 18 ans Index de Shannon diminué Acinetobacter, Enterobacteriaceae
36 patients défaillance %M > 48h ’ Oui chez les patients PAVM vs (Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter)
Qi et al PAVM respiratoire, Patients ’ Non 94 AET (24h post | 24h post contréles et Lachnospiraceae
2018 v 18 patients trauma...) documentés avec P récisé VAP, aJ7eta |PAVM, aJ7 | V3-V4, lllumina
intubés non Tous les patients aeruginosa durant Ie; P J14) etaJi14 Index de Shannon stable entre | Pas de modification du taxon dominant
PAVM. PAVM ont regus griode de VM post PAVM le jour 1 et 7 chez les patients post antibiothérapie
des antibiotiques P PAVM Pas de différence du microbiote entre
avant I'admission patients décédés et patients extubés
Corrélation négative entre I'abondance
de Lactobacillus et le CPIS le jour du
diagnostic
Augmentation progressive des
. . Proteobacteria (Enterobacterales) et
240 écouvillons . )
Hétérogéne oro-pharyngés . Lo . . des Tgngrlcqtes (Mycgp/qsma) mais
. VM > 48 h Oui Diminution de la diversité au diminution des Firmicutes
(patients trauma, ) 235 AET .
18 PAVM Patients sans Jo, J3, cours du temps (Streptococcus, Lactobacillus et
Emonet et . choc R PAVM > 5 24 LBA .
36 patients L antibiothérapie a . . . JVAP-3, V3-V4, lllumina Staphylococcus) dans le groupe PAVM.
al., 2019 . . ) cardiogéniques, , L . jours 88 échantillons L
intubés controles défaillance I'admission (moins contréles JVAP, Grande variabilité inter-
. de 24h) . ) JVAP+3 individuelle La quantité d'’ADN humain et bactérien
respiratoires...) (écouvillons et e - he | .
AET) était supérieure chez es.patlents
PAVM au niveau respiratoire haut et
bas entre JO et JVAP.
Sylvain MEYER | These de doctorat | Université de Limoges | 2024 214

Licence CC BY-NC-ND 3.0




Age > 18 ans,
Durée de VM > 48h, Diminution de la diversité chez
H N Patients Oui les patients documentés a
omogeéne . ] _ .
. . immunocompétents, Pas Enterobacterales (n = 3) mais
5 patients PAVM (patients . . , . .
. ) ) . Pas d'infection PAVM 51 AET d'homogén pas chez les patients
Sommerstei 5 patients neurologiques : T L X . oo . P )
. . active a I'admission | entre J5 et 71 écouvillons | éité de date V4, lllumina documentés a Haemophilus (n -
netal., 2019 intubés non neurotrauma, . . —
. . Patients sans J7 oro-pharyngés de =2)
PAVM AVC, hémorragie e s
méningée) antlbloth.eraple dans prélévemen . o
les 3 mois précédant t Pas de corrélation significative
I'admission sauf entre patient PAVM et controles
prophylaxie
Abondance des Staphylococcus,
. Hétérogene Pas de modification de la Pseudomp nas et Corynebacterium
41 patients e . o . augmentée dans le groupe PAVM.
PAVM (défaillances A 18 diversité alpha et béta entre les S P Il .
Baek et al. . respiratoires ge > 16 ans, Non Oui . deux groupes freptococcus et Prevotella augmentés
’ 19 patients L Durée de VM > s 180 AET V3-V4, lllumina dans le groupe non PAVM.
2020 . . neurologique, . précisé J1,J43,J7
intubés non A . 7jours s . .
arrét cardiaque, Variabilité du microbiote non o L
PAVM . . SN o Association significative entre
post-opératoire) associée a la mortalité ) .
proportion de Corynebacterium
ulcerans et survenue de PAVM
Tres hétérogéne
(patients
immunodéprimés, Tres grande hétérogénéité
72 patients avec maladies entre les résultats de microbiote Différents clusters avec soit une
SDRA chroniques, avec . , 256 AET Index de Shannon plus faible prédominance de bactéries
. Présence d'une X . . . B} L .
o 229 patients ou sans . ) 262 écouvillons chez les patients intubé ventilés oropharyngées (Streptococcus,
Kitsios et : ! s trachéostomie, Non . . ) L ; .
al.. 2020 intubés sans asplratlon....) VM > 72h avant précisé oropharyngés Non V3-V4, lllumina | que chez les volpntalres sains : ] Vellllonella, Prevotc?ll?), soit une
’ SDRA 32% des patients inclusion 23 LBA, 19 dysbiose prédominance de bactéries pathogénes
20 patients non avec des crachats chez pa Identification de clusters avec (Staphylococcus, Enterobacteriaceae,
intubés antibiotiques a une plus grande proportion de Pseudomonadaceae).
I'admission, 80% SDRA si index de Shannon bas
avec antibiotiques
durant le séjour
Age > 18 ans, Index de Shannon similaire a Psegdomonas, quynebagterlz{m,
. . Veillonella, Rothia et Neisseria
Début de la VM J0, J3, J7 entre patient PAVM . )
. PP ) prédominent dans le groupe PAVM.
19 patients Hétérogene moins de 48h post et non PAVM
S . ) - Streptococcus, Prevotella,
PAVM (défaillances admission, Durée de . Mais index de Shannon ;
Woo et al., . - . - Non Oui . P L Alloprevotella, Granulicatella, et
41 patients respiratoires, VM > 7j, s 216 AET V3-V4, lllumina | significativement diminué entre
2020 . . ; précisé J1,J43,J7 Mycoplasma dans le groupe non-
intubés non neurologiques, Absence de J1 et J7 dans le groupe PAVM PAVM
PAVM post-opératoire...) maladies avec échec d'extubation. J— PN .
. e s . " Prédiction entre mortalité a 28 jours et
neuromusculaires Pas de différence de diversité
(type SLA) selon la mortalité apopq ance de Strep .tqc.occus
(sensibilité = 86%, spécificité = 63%)
10 patients Pas de criteres Patients COVID développent plus de
intubés COVID- précisés. e s L PAVM que les patients non COVID
. Pas de différence significative . - . L
De Pascale 19 s Documentation Entre 4 et . . o malgré un microbiote similaire
. Non précisé . . . ) 26 LBA Non V3-4, lllumina de diversité selon le statut )
et al., 2020 16 patients microbiologique 19 jours coviD S. aureus, Streptococcus anginosus et
intubés non uniquement a S. Olsenella sont enrichis dans le groupe
COVID-19 aureus COoVID
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7 patients Oui
mtulbelzs aspires 79 AET . 5. Trgs grande varlabll!te des Différence significative de composition
Sole et al., | quotidiennement s . . . . . échantillons . résultats entre patients : .
N Non précisé Durée VM > 5 Non évalué | 79 prélevements . V3-V4, lllumina L du microbiote entre les deux groupes
2021 9 contréles non . /patient. Index de Shannon diminue au ) .
. oropharyngés interventionnels.
aspirés Jours non cours du temps
quotidiennement précisés
Age > 18 ans Culture bactérienne positive dans le
Homogéne ge ! Pas de différences LBA n'est pas associée a une issue
. . e Durée de VM > 142 LBA o . e . o .
Suleiman et 142 patients (défaillance . . . . . Métagénomiqu | significatives de diversité alpha plus défavorable.
R 7jours Non évalué | 135 écouvillons Non . . " el -
al., 2021 COVID-19 respiratoire liée . e et béta selon la durée de VM ou L'identification de bactéries de flore
PCR COVID-19 oro-pharyngés . e S
au COVID-19) ositive la survie. respiratoire était associée a une
P augmentation de la durée de VM
Duran- 117 patients Age > 18 ans,
Manuel ef intubé COV]D-19 Non précisé Suspicion de.> PAVM Nop ] 117 LBA Non V3-V4, lllumina Pas de différence de (IiAlversne }
Pas de patients (pas de critéres précisé selon le sexe ou l'age
al., 2022 A e 1
contréles cliniques établis)
Hétérogene (post-
opératoire,
trauma, Diminution significative de la
. defalllapces dlve.r.sne -SI cult}Jre mlcroblen?e Sensibilité et la VPP de I'analyse du
90 patients respiratoires...) Age > 18 ans, positive : dysbiose augmentée e N
. ! h o 90 LBA dans les . . . s 16S étaient trés bonne pour P.
Fenn et al., intubés PAVM Diversité des VM > 48h Entre 5 et . si culture microbienne positive . f o
PR L L . 24h post Non V4-V5, lllumina aeruginosa et K. pneumoniae mais trés
2022 2 témoins cultures Suspicion clinique 12 jours . . :
PO . . . diagnostic . o U faibles pour les genres Staphylococcus
négatifs microbiologiques de PAVM Perte de diversité associée a (PPV 30%) et Haemophilus (PPV 36%)
(P. aeruginosa, S. une augmentation d'lL-1b dans 0 P 0
aureus, les LBA
Enterobacterales,
Haemophilus...)
e Pas de différence de diversité
Hétérogene " .
. au cours de l'intubation sur 3
Patients avec des .
durées sous VM semaines
- Age > 18 ans,
variables avant . N . , S
. . Dépendance a la . Présence d'un faible index de
. inclusion Oui L.
83 patients . VM . Shannon de fagon répété est
. . . Patients avec . JO puis oa .
Harrigan et | trachéotomisés : . Documentation Non . associé a un risque accru
. . maladies . . . e 1066 AET toutes les | V1-V2, lllumina . . . . -
al., 2022 20 infectés et 63 ) microbiologique précisé N d'infections respiratoires
. ! chroniques . N 24 a72h
non infectés essentiellement a P. . '
(BPCO, asthme, . 5 S jusqu'a J30 Leri dinfecti
leucémie...) aeruginosa et a S. e risque d'in ections .
P aureus respiratoires augmente si
Antibiothérapie " .
. I'index de Shannon est bas et si
fréquente avant .
. la charge bactérienne totale
admission
augmente.
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Diminution significative d'Actinomyces,
Rothia, Granulicatella et Streptococcus
Age > 18 ans Grande hétérogénéité des entre JO et J3 au cours de l'intubation.
Homogéne MV > 48h . 9 . Corrélation négative entre abondance
" . 13 PAVM < résultats entre patients
13 PAVM (neurotrauma, Pas d'infection . g . de Streptococcus et survenue de
Alagna et . R T . 7 jours . . Pas de différences de richesse
22 patients AVC ischémique, | active a I'admission 64 ETA Oui V3, lllumina L e PAVM.
al., 2023 N . . . 5 PAVM > entre JO et J3 mais différence . L
contréles hémorragie Intubation pour . : ) Augmentation significative des genres
PN 7 jours de richesse entre patients
méningée) cause non- Porphyromonas, Alloprevotella,
. . PAVM et non PAVM
infectieuse Prevotella, Prevotella 7,
Peptostreptococcus et Fusobacterium a
J3 dans le groupe PAVM.
Homogéne
(patients avec Pas de différence de diversité
trauma cranien). selon l'age, le sexe, le statut
10 PAVM Culture Age > 18 ans V2-V3-VA-V6.7- fumeur ou le type de nutrition Augmentation des genres
Cotoia et al., 21 patients microbiologique MV > 48h PAVM > 14 61 LBA Oui V8-V Ion’ Acinetobacter dans le groupe PAVM et
2023 intubés non diverse Motif d'admission : jours JO et J7 Torrent Pas de différence de diversité Staphylococcus dans le groupe non-
PAVM. (Klebsiella, trauma cranien alpha mais présence d'une PAVM
Staphylococcus, différence de diversité béta
Pseudomonas, selon le statut PAVM a J7
Acinetobacter)
Homogéne Grande hétérogénéité des Augmentation des genres Prevotella,
Mever et al. 12 patients : 4 (patients neuro- Age > 18 ans PAVM V2-V3-V4-V6,7- résultats entr% atients Catonella, Howardella et
y " PAVM, 8 non lésés). Pas 9 précoces 62 AET Oui V8-V9 lon et patie ... | Pasteurellaceae dans le groupe PAVM.
2023 A . Pas de différence de diversité s : .
PAVM d’antibiothérapie (< 7 jours) Torrent La composition du microbiote peut
s entre les groupes .
avant admission prédire la survenue de PAVM
Faible abondance en Streptococcus
associé a la survenue de pneumopathie
50 patients lie a rAVC
pneu.njc?p?thle Oui Corrélation négative entre les
associé a 'AVC, . ) .
. Homogéne . . . . 6h, 12h, . L . . abondances relatives de Fusobacteria,
Ren et al., 10 patients ; Patient admis pour Non Ecouvillons oro- . Perte de diversité du microbiote . )
(patients post- e . 24h, 48h, | V3-V4, lllumina - . Lactobacillales, Rothia, Prevotella,
2023 PAVM, AVC précisé pharyngés . oral au cours de l'intubation Ve
. AVC) 72h, 7j et Streptococcus et I'utilisation
104 patients . e
. 10j d'antibiotiques
contréles non A P
PAVM Corrélation négative entre les
abondances de Prevoftella, Rothia,
Veillonella et Pseudomonas et la durée
de VM
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Annexe 2 : Revue de la littérature publiée dans la Revue Francophone des
Laboratoires en 2020.
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RESUME

La pneumopathie acquise sous ventilation méca-
nique (PAVM) reste, encore aujourd’hui, l'infec-
tion associée aux soins la plus fréquente dans
les services de réanimation. Les bactéries aéro-
bies telles que les entérobactérales, Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus sont claire-
ment les pathogénes les plus fréquemment impli-
qués dans sa survenue. Néanmoins, la découverte
de bactéries anaérobies dans les préléevements
profonds respiratoires chez ces patients, a fait
reconsidérer le réle de la flore orale anaérobie
dans les années 1990 sans apporter de réponse
claire. L'évolution des technologies actuelles de
recherche avec I'accés au séquengage haut-débit
a permis de mettre en évidence le microbiote pul-
monaire profond et de reconsidérer la place des
bactéries anaérobies dans la survenue de la PAVM.

i
s
/MOTS CLES a3 3
» bactérie anaérobie 3
» microbiote G
» pneumopathie acquise
sous ventilation
mécanique ABSTRACT
» réanimation Role of anaerobic bacteria on the development of Ventilator
» séquencage haut-débit associated pneumonia
Ventilator associated pneumonia (VAP) remains, until today, the most frequent
Keyworps nosocomial infection in the Intensive Care Units. Aerobic bacteria such as
» anaerobic bacteria Enterobacteria, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus are the most
» intensive care unit documented pathogens. However, the discovery of anaerobic bacteria from
» microbiota samples of the lower respiratory tract (LRT) in these patients in the 1990s,
» next gen.eration suggested the implication of anaerobic oral flora on VAP pathophysiology wit-
sequencing hout providing a clear answer.The recent evolution of research technologies
; ventllator. AL such as Next Generation Sequencing has revealed the existence of a LRT
N — -/ microbiota, allowing to revisit the question over the role of anaerobic bacteria
© 2020 - Elsevier Masson SAS on the development of VAP,
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D Introduction

Les infections associées aux soins concernent a I'heure
actuelle prés de 5 % des patients hospitalisés en France,
et sont majoritairement consécutives a |'utilisation de
dispositifs invasifs (sondes, cathéters, assistance cardio-
respiratoire...) [1]. Les services de réanimation sont
particuliérement exposés a cette problématique avec
en premier lieu des complications respiratoires telles
que la pneumopathie acquise sous ventilation méca-
nique (PAVM), qui représente plus de 50 % des infec-
tions survenant chez le patient intubé et ventilé [2].La
ventilation mécanique (VM) est une intervention vitale
requise en service de réanimation lorsque la respiration
autonome du patient est déficiente. Prés de 40 % des
patients admis en service de réanimation sont au moins
sous VM durant leur séjour et jusqu'a 27 % d'entre eux
vont développer une PAVM [3,4].

Méme si la prise en charge pour réduire les facteurs
de risques s’est beaucoup développée ces derniéres
années [5,6], la fréquence et la gravité de cette
pathologie en réanimation interrogent
toujours, et ce d'autant que le dia-
gnostic de la PAVM reste complexe
car basé sur un faisceau d’argu-
ments cliniques, radiologiques et
microbiologiques [7]. La démo-
cratisation de nouvelles techno-
logies utilisées jusqu’a présent
en recherche clinique permet de
mieux investiguer la physiopatho-
logie de la PAVM et, en particulier,
de mieux cerner le réle des bacté-
ries anaérobies, réle qui fiit longue-
ment débattu au sein de la communauté
scientifique.

Cette revue a pour objectif de décrire d'un

point de vue microbiologique I'importance de la
PAVM dans les services de réanimation et plus parti-
culiérement, le réle des bactéries anaérobies, qui reste
aujourd’hui encore controversé. Nous détaillerons éga-
lement I'apport du séquencage haut-débit (ou en anglais
NGS pour Next Generation Sequencing) dans la compré-
hension de la physiopathologie de la PAVM.

P La pneumopathie acquise

sous ventilation mécanique
Définition et épidémiologie

La pneumopathie acquise sous ventilation mécanique
est la complication infectieuse majeure, qui survient
dans les services de réanimation chez les patients
intubés et ventilés. Elle est définie comme une pneu-

monie survenant chez un malade dont la respiration
est assistée par une machine de maniére invasive par

La pneumopathie
acquise sous
ventilation mécanique
représente plus de 50 %
des infections survenant
chez le patient
intubé et ventilé

l'intermédiaire d’un tube endotrachéal ou d’une tra-
chéotomie aprés au moins 48 heures d'intubation [8].
Il est actuellement estimé que 9 a 27 % des patients
vont en développer une au cours de leur séjour [4].
L'apparition d'une PAVM entraine un risque de sur-
mortalité évalué entre 20 et 50 %, en fonction du délai
d'introduction d'une antibiothérapie adaptée et une
mortalité attribuée estimée a 13 % [9]. De plus, elle
implique une augmentation de la durée d’hospitalisa-
tion d’en moyenne sept jours et un surco(t des soins
évalué entre 10000 et 40000 dollars par hospitalisation
[10,11].Elle entraine également une surconsommation
d'antibiotiques, ce qui en fait un enjeu important de
santé publique a I'heure ol la prescription d’antibio-
tiques doit étre raisonnée [12].

Physiopathologie de la PAVM :
ce que I'on sait

La survenue de la PAVM, c’est-a-dire 'histoire naturelle
de la maladie, est  ce jour toujours peu comprise.LaVM
est en soi un facteur de risque de développer
une PAVM et chaque jour sous VM aug-
mente ce risque [2]. Une longue durée
deVM ou I'utilisation préalable d’anti-
biotiques ont montré étre parti-
culierement associées a une fré-
quence plus élevée de la maladie.
Son délai de survenue est trés
variable allant de quelques heures
a plusieurs semaines aprés |'intu-
bation [13]. Néanmoins, certains
patients ne développeront aucune
infection alors que la durée deVM
est prolongée. D’autres patients vont
présenter une colonisation des voies
respiratoires par des pathogénes reconnus,
sans pour autant conduire au développement

d’'une PAVM.
A ce jour, il est admis que la majorité des PAVM sont
dues au passage sous glottique des germes colonisant
I'oropharynx. Il a été montré, grace au NGS, une asso-
ciation entre le microbiote de la flore orale et de la
plaque dentaire et le microbiote pulmonaire chez des
patients atteints de PAVM [14,15]. La flore buccale peut
permettre le développement d'éventuels pathogénes,
qui vont au cours du temps migrer le long du tube
endotrachéal (TET) par micro-inhalation de sécré-
tions salivaires (figure 1). Ce procédé est dénommé
« transcolonisation » [16]. La formation de biofilm a
la surface du TET va rapidement devenir une source
majeure de colonisation des voies respiratoires infé-
rieures (bronches, bronchioles et alvéoles) conduisant,
en fonction des défenses de I'hote, au développement
d’'une PAVM [17]. Lintubation, a savoir la pose du TET,
est également un facteur favorisant puisque le nombre
de tentatives d'intubation ou encore le lieu de I'intu-
bation peuvent engendrer de multiples microlésions de
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Figure 1. Représentation schématique de la physiopathologie
lors de l'intubation endotrachéale.

A. Le biofilm bactérien
de la plaque dentaire
est un excellent
réservoir de bacté-
ries essentiellement
anaérobies.

B. Ces bactéries sont
capables, au cours du
temps, d'essaimer au
niveau du tube endo-
trachéal, d'adhérer et
de former un nouveau
biofilm : source
majeure de coloni-

sation de I'appareil
respiratoire.

C et D. Les sécrétions
endotrachéales conta-
minées s'accumulent
en amont du ballonnet
de maintien du tube
endotrachéal tout en
se déversant petit a
petit dans ['appareil
respiratoire bas.

E. L'altération locale de
I"appareil mucocilliaire
ne permet pas une
élimination efficace des
sécretions/pathogénes.

\ Draprés [20].

|

J

I'appareil mucociliaire mais aussi l'introduction directe
d’'un pathogéne dans les voies respiratoires [|8].Ainsi,
aprés 72 heures de réanimation, il est estimé que 60%
des patients sont déja colonisés au niveau respiratoire
par des germes de I'oropharynx [19]. Bien entendu,
d’autres facteurs favorisant la survenue de la PAVM ont
été identifiés, qui sont essentiellement liés a I'héte (dge,
état nutritionnel) et a I'état de ses défenses immuni-
taires (immunodépression, pathologies sous-jacentes).
L'origine du prélévement respiratoire est essentielle
pour documenter le caractére infectieux ou colonisa-
teur des germes retrouvés. La présence de bactéries
a partir d'un échantillon prélevé profondément dans
I'arbre respiratoire (lavage broncho-alvéolaire, brossage
distal protégé) est ainsi plus en faveur d’une infection
puisqu’il diminue le risque de contamination par la flore
orale, mais ce type de prélévement nécessite un geste
invasif réalisé a I'aide d’un fibroscope et donc difficile &
réaliser au quotidien [9]. Un prélévement plus supérieur,

tel que l'aspiration endotrachéale permet de documen-
ter plus facilement le processus de colonisation par
micro-aspirations répétées.

D Bactéries isolées des
préléevements respiratoires
dans la PAVM

Les bactéries aérobies

De nombreuses études ont affirmé ['implication de cer-
taines bactéries aérobies dans 'apparition de la PAVM,
telles que les enterobactérales, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus ou Acinetobacter baumannii [21].
Ces bactéries colonisent les voies respiratoires des
patients sous VM aprés une durée d'intubation plus ou
moins longue et sont reconnues comme directement
responsables de la survenue de la PAVM. Cependant, un
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pathogéne est identifié dans environ 70 % des cas sus-
pectés, avec une variation de la documentation micro-
biclogique de 40 4 90 % selon les services de réanima-
tion [22]. Les principales recommandations de prise en
charge de la PAVM sont actuellement adaptées a l'iso-
lement de ces pathogénes en culture microbiologique
et I'antibiothérapie empirique utilisée lors d’'une PAVM
cible principalement ces pathogénes [9].

Les anaérobies : acteurs
ou figurants dans la PAVM ?

La littérature concernant le réle des bactéries anaéro-
bies strictes dans le poumon et leur imputabilité dans
I'apparition de la PAVM reste aujourd’hui encore peu
claire. Les modalités de prélévement, d'acheminement
et de culture sont particuliérement critiques pour la
conservation et la détection des bactéries anaéro-
bies en culture microbiologique. Initialement, trés peu
de bactéries anaérobies étaient retrouvées chez ces
patients. Une étude prospective du début des
années 1990 ne retrouvait par exemple
qu'un seul prélévement respiratoire
profond sur 185 contenants une bac-
térie anaérobie (Veillonella parvula)
considérée par les auteurs comme
non pathogéne [23]. D'autres
publications similaires ne retrou-
vaient également pas d'anaéro-
bies par culture microbiologique
[24,25].

Néanmoins, d’autres équipes ont
pu mettre en évidence des bactéries
anaérobies dans des prélévements
respiratoires plus ou moins profonds.
Il a par exemple été retrouvé que 59 % des
patients intubés hébergeaient, dans des prélé-
vements endotrachéaux, des bactéries anaérobies en
association avec des bactéries aérobies ou des levures,
et que 8 % des patients intubés présentaient des anaé-
robies dans des prélévements respiratoires profonds
[26.27]. De plus, il a été démontré que les PAVM docu-
mentées avec des bactéries anaérobies étaient plus fré-
quentes lors d'une intubation orotrachéale que lors
d'une ventilation par trachéotomie et qu’elles surve-
naient préférentiellement les cing premiers jours d'in-
tubation [28]. Cela confirme |'origine buccale de ces
bactéries anaérobies et le rdle de la flore orale dans le
processus de microaspiration. Bien entendu, I'imputa-
bilité de ces anaérobies était a I'époque faible puisque
remise en question par une éventuelle contamination
oropharyngée lors du prélévement. Pour documenter
I'éventuel caractére invasif de ces anaérobies, Grollier
et al. ont cherché & mettre en évidence la présence
d'anticorps anti-Prevotella par Elisa et VWestern blot dans
le sérum de patients pris en charge pour une PAVM
documentée microbiologiquement a ces anaérobies.

Les PAVM
documentées
avec des bactéries
anaérobies étaient
plus frequentes lors
d’'une intubation
orotracheale

lls ont ainsi retrouvé une réponse humorale anti-Prevotella
plus importante chez ces patients, ce qui suggére, selon
eux, un caractére invasif de ces anaérobies [29].

Le recours & une antibiothérapie dont le spectre permet
de couvrir les principales bactéries anaérobies fait d'ail-
leurs toujours débat. Une étude a par exemple mis en
évidence que les patients traités par antibiothérapie cou-
vrant les principales bactéries anaérobies présentaient
un meilleur pronostic que ceux traités par antibiotiques
a spectre plus étroit. Les auteurs concluent méme que
ces bactéries ne doivent pas &tre négligées puisqu’elles
peuvent présenter de nombreux facteurs de virulence
et d'invasion [30]. Néanmoins, les bactéries anaérobies
retrouvées au niveau respiratoire ne présentent que peu
de résistance aux traitements classiques de la prise en
charge d'une PAVM et il est donc aujourd’hui difficile de
confirmer cette hypothése. Leur intérét a ainsi grande-
ment diminué d’un point de vue thérapeutique et prise
en charge du patient a tel point que les recommanda-

tions officielles n’en tiennent pas compte [9].

La flore digestive,
l'autre source
des anaérobies ?

Les bactéries anaérobies de la
flore digestive peuvent égale-
ment jouer un role dans 'appa-
rition de la PAVM. L'estomac est
d’ailleurs une source reconnue
de colonisation des voies respi-
ratoires par mécanisme de reflux
gastro-cesophagien [31]. Une étude
plus récente de Clavier T et al. a mon-
tré que la nutrition entérale était un fac-
teur de risque de présenter une plus grande
proportion d’anaérobies dans le poumon [27]. En effet,
la présence d'une sonde nasogastrique est une source
de colonisation par des bactéries de la flore intesti-
nale contenant de nombreuses bactéries anaérobies
(Bacteroides sp, Clostridium sp, Peptostreptococcus sp...).
La nutrition entérale alcalinise également le contenu gas-
trique, favorisant ainsi la prolifération bactérienne le long
de la sonde. La présence de telles bactéries anaérobies
dans leur étude était quasiment systématiquement asso-
ciée A une bactérie aérobie, ce qui pourrait suggérer un
réle facilitateur de ces anaérobies.
Ainsi,méme si la pathogénicité des bactéries anaérobies
dans la PAVM reste toujours incertaine faute d’étude
clinique de grande envergure, leur présence dans les
voies respiratoires interroge. L'arrivée de moyens tech-
nologiques performants comme [I'identification par
spectrométrie de masse Maldi-TOF ou le NGS permet
de mieux détecter et identifier les bactéries anaérobies
difficilement cultivables et donc de mieux objectiver
leur abondance et leur réle dans les voies respiratoires.
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D Apport du séequencage haut
débit dans la compréhension
de la physiopathologie

de la PAVM

Une nouvelle technologie au
service d'un nouveau microbiote

Le séquencage nouvelle génération ou haut-débit (NGS)
permet de séquencer massivement des millions de frag-
ments d’ADN simultanément. Deux techniques de NGS
sont principalement utilisées pour ['analyse du micro-
biote, a savoir la métataxonomique et le séquengage
dit shotgun. La métataxonomique consiste a amplifier et
séquencer le géne codant 'ARN ribosomique 16S, qui
est uniquement présent au sein du régne procaryote. Sa
forte variabilité inter-espéces est utilisée pour évaluer
la distance taxonomique entre les différentes espéces

bactériennes présentes dans I'échantillon analysé et per-
mettre leur identification par comparaison des séquences
a une base de données. La technique de séquencgage
« shotgun » permet quant-a-elle de séquencer directe-
ment le contenu global en ADN d'un échantillon biolo-
gique de fagon non ciblée. Cette stratégie est particulié-
rement intéressante pour analyser a la fois la présence de
bactéries, virus, champignons et parasites ou pour explo-
rer la composition ou la fonction des génes présents au
sein d'une communauté bactérienne. Néanmoins, la pré-
sence de fortes quantités dADN humain dans I'échan-
tillon a séquencer, comme cela est fréquemment le cas
dans les prélévements respiratoires, diminue la profon-
deur du séquengage et la couverture génomique des pro-
caryotes. Son utilisation est donc encore peu répandue.
(figure 2)

Les applications du NGS en microbiologie clinique sont
nombreuses et apportent de nouvelles perspectives a
la discipline. La métataxonomique et le séquencage sho-
tgun ont permis d'investiguer massivement les flores

Figure 2. Techniques actuelles de séquenc¢age pour la caractérisation

structurelle et fonctionnelle d'un microbiote.
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Le séquencage du géne codant 'ARNr 165 (a gauche) permet de décrire les bactéries présentes dans 'échantillon analysé. Le séquencage
d’ADN massif ou « shotgun » (a droite) permet également d'identifier des génes bactériens comme des facteurs de virulence ou de résis-
tance aux antimicrobiens, des polymorphismes génétiques bactériens mais aussi de détecter des virus ou des champignons.

D'aprés [32,33].

o
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microbiennes. Celles-ci sont devenues en
quelques années un attrait scientifique majeur
pour améliorer la compréhension des inter-
actions hétes-microorganismes et des proces-

Tableau 1. Bactéries retrouvées par NGS

dans le microbiote pulmonaire sain chez 'homme.

sus physiopathologiques. Il est désormais possible Localisation Quantité Familles bactériennes (Phylum)
d'analyser 2 moindre coiit le contenu génomique bactérienne les plus prévalentes
microbien d'un prélévement, d'évaluer la propor- Nasopharynx Hiiita Staphylococcaceae (Firmicutes)
tion et la taxonomie microbienne ou encore d’ap- 44x 106 /mL | Propionibacteriaceae (Actinobacteria)
précier la présence de génes de résistance [34]. Corynebacteriaceae (Firmicutes)
Le microbiote respiratoire fait I'objet ces derniéres Strepteococcaceae (Firmicutes)
années d'une attention toute particuliére puisqu’il Veiloriellaceae {Firmicirles)
s’agit d'un microbiote « jeune ». En effet, jusqu’a Prisvotallacsos (Bacteriderss)
peu, les poumons étaient considérés comme steé-
riles [35]. Mais I'analyse de prélévements profonds Oropharynx Haute Strepteococcaceae (Firmicutes)
de patients sains a permis de mettre en évidence 68x 107 /mL | Veillonellacege (Firmicutes)
une flore pulmonaire constituée en partie de bac- Prevotellaceae (Bacteroidetes)
téries anaérobies strictes avec une masse bacté- Fusobacteriaceae (Fusobacteria)
rienne cent & mille fois plus faible que la sphére Neisseriaceae (Betaproteobacteria)
respiratoire haute (tableau [). Ceci explique la Porphyromonadaceae (Bacteroidetes)
difficulté de détection de ces bactéries en culture Lachnospiucese: (Rrmictes)
microbiologique standard. Les premiers résul-
tats de séquengage ont révélé que la trés grande Lavage buccal Haute Strepteococcaceae (Firmicutes)
majorité des bactéries présentes dans les pou- 1,9 % 107 /mL | Veillonellaceae (Firmicutes)
mons ne sont pas cultivables ou identifiables par Prevotellaceae (Bacteroidetes)
les méthodes conventionnelles de bactériologie. Fusobacteriaceae (Fusebacteria)
Lintérét pour cette flore et son évolution s’est Neisseriaceae (Betaproteobacteria)
accru et a permis de relancer l'intérét des bac- Porphyromonadaceae (Bacteroidetes)
téries anaérobies dans diverses pathologies res- Lachnospiraceae (Firmicutes)
piratoires : mucovicidose, bronchopneumopathie
chronique obstructive, asthme ou encore PAVM. Lavage broncho- Faible Strepteococcaceae (Firmicutes)
alvéolaire 2,6 x 104 /mL Veillonellaceae (Firmicutes)

e L . " Prevotellaceae (Bacteroidetes)
Utilisation du NGS pour etudier Fikbbcta T (Fasbcedt)
la physiopathologie de la PAVM Neisseriaceae (Betaproteobacteria)
Trés rapidement, le NGS a pu confirmer I'ori- Porphyromonadaceae (Bacteroidetes)
gine buccale et plus particuligrement dentaire Lachnospiraceae (Firmicutes)
des bactéries retrouvées dans des prélévements D'apres [36-38].

respiratoires de patients présentant une PAVM,

confirmant ainsi I'hypothése de la « transcolo-
nisation ». La présence de pathogénes respiratoires
dans la plaque dentaire est un facteur de risque de
développer une PAVM, ce qui confirme I'importance
de réaliser des soins locaux pour maintenir une
hygiéne buccale et ainsi prévenir I'apparition de la
PAVM [15].

Plusieurs études ont déja tenté d’analyser la composi-
tion et la richesse du microbiote respiratoire chez les
patients développant une PAVM. Il a ainsi été mis en
évidence une diversité microbienne qui diminue au fur et
a mesure de l'intubation indépendamment de ['utilisation
d'antibiotiques ou du développement d'une PAYM. Ce
déclin est d0 2 la disparition de certains genres bacté-
riens de la flore pulmonaire comme les Streptococcus ou
certaines bactéries anaérobies (Veillonella, Fusobacteria. ..)
et g contrario a I'apparition de bactéries aérobies telles
que les protéobactéries ou les Pseudomonadales [39].

Ces changements s’effectuent non seulement dans les
voies respiratoires basses mais également au niveau de
I'oropharynx, ce qui confirme le lien étroit entre ces
deux localisations anatomiques. Lors du diagnostic de
PAVM, les pathogénes respiratoires aérobies prédo-
minent en proportion et en quantité au sein du micro-
biote, ce qui conduit a cette perte de diversité [40]. Par
ailleurs, beaucoup de bactéries anaérobies et de myco-
plasmes ont également pu étre mis en évidence chez
ces patients [39,41].

L’étude menée par Otsuji et al. a confirmé la diminu-
tion de diversité bactérienne attribuée également a la
diminution globale des anaérobies des voies respira-
toires profondes entre le début de ['intubation et la
survenue de la pneumonie [42]. Woo et dl. retrouve, en
plus, une prédominance de Streptococcus et de Prevotella
chez les patients ne développant pas de PAVM sur des
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Figure 3. Différence de composition du microbiote respiratoire en phylum

et en genre bactérien entre patients ayant développé ou non une PAVM.
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D'aprés [43].

Iy

aspirations endotrachéales (figure 3). Néanmoins, lors
de la survenue d’'une pneumonie, il est retrouvé une
augmentation de Pseudomonas et de Corynebacterium
mais également de Veillonella [43]. Ces deux études
prouvent que le réle des anaérobies n'est pas aussi
simple et que chaque espéce bactérienne composant
cette flore pulmonaire entretient des relations diffé-
rentes avec les pathogénes impliqués dans la PAVM.

Le NGS présente certaines limites pour pouvoir conduire
des études cliniques a plus grande échelle. En effet,
le manque de standardisation, le manque de données
de reproductibilité entre les différentes technologies
disponibles sur le marché ou la grande diversité de
pipelines bio-informatique sont autant de freins pour
conduire un projet de grande ampleur. De plus, il
faut mettre en perspective I'extréme « jeunesse » de
ce microbiote, qui lié au manque de description du
microbiote pulmonaire chez le sujet sain et a la nécessité
d’un prélévement invasif, complique I'analyse comparative
des résultats. Enfin, la documentation par le NGS de
plusieurs micro-organismes rend le diagnostic de la PAVM
beaucoup plus complexe, ce d’'autant qu'elle peut étre
mono ou plurimicrobienne. La présence de co-infections
bactériennes « synergiques » (si elles existent) avec
des bactéries anaérobies dépend trés probablement du
pathogéne présent, ce qui suggére que la physiopathologie
de la maladie est fortement dépendante du ou des
germes incriminés. |l apparait donc évident que le

NGS ne peut pas répondre seul a toutes ses questions.
Une association avec des techniques de métabolomique
et de transcriptomique est envisagée pour pleinement
comprendre les interactions entre pathogénes et flore,
et ainsi pouvoir mieux comprendre les interactions et
le réle des différentes espéces anaérobies composant
le microbiote respiratoire [44]. B

Déclaration de liens d'intéréts: l'auteur déclare ne pas
avoir de liens d'intéréts.

» La PAVM reste ['infection associée aux soins la plus fre-
quente dans les services de réanimation. Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus ou les enterobacté-
riales sont directement impliquées dans sa survenue.

» Les bactéries anaérobies de la flore orale jouent un
réle dans la physiopathologie de la PAVM via le tube
endotrachéal et/ou les sondes gastriques mais leur réle
pathogéne reste discuté.

» Le NGS a permis de mettre en évidence un microbiote
respiratoire pulmonaire profond composé essentiel-
lement de bactéries anaérobies. C'est un outil inté-
ressant pour mieux investiguer le réle des bactéries
anaérobies et non cultivables dans la physiopathologie
de la PAVM.
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De la colonisation a I'infection : suivi de la composition du microbiote respiratoire et des
caractéristiques microbiologiques des aspirats endotrachéaux des patients intubés-
ventilés.

La pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (PAVM) est I'infection associée aux soins
la plus fréquente dans les services de Réanimation et la complication infectieuse respiratoire
majeure du patient intubé-ventilé. Elle fait suite a la colonisation des voies respiratoires inférieures
par des bactéries de la flore oro-pharyngée, digestive ou environnementale. La transition de la
colonisation vers l'infection n’est, pour I'heure, pas bien comprise mais la présence d'une
dysbiose pulmonaire au cours de la ventilation mécanique (VM) suggére un rdle important du
microbiote respiratoire dans sa survenue. L’objectif principal de ce travail était de mieux
comprendre I'évolution du microbiote respiratoire du patient intubé-ventilé, en particulier dans le
contexte des PAVM précoces (< 7 jours) a Staphylococcus aureus. Pour cela, dans une premiére
étude, I'analyse quotidienne du microbiote des aspirats endotrachéaux (AET) a montré une forte
variabilité inter-individuelle du microbiote au cours de la VM. Chez les patients développant une
PAVM a S. aureus, 'augmentation de bactéries anaérobies a été observée un a deux jours avant
la survenue de la PAVM, ce qui pourrait suggérer des coopérations métaboliques entre bactéries.
Dans une deuxiéme étude, nous avons collecté I'intégralité des AET dans une cohorte homogéne
de patients intubés-ventilés et avons mis en évidence une augmentation significative du volume
journalier des AET précédant le diagnostic de PAVM précoce, avec une spécificité de 93%. Enfin,
dans une troisiéme étude, le séquengage de 180 génomes entiers de S. aureus isolés de
prélevements respiratoires de patients sous VM, a révélé une population polyclonale. L'analyse
des génes de virulence n’a pas montré de corrélation avec la survenue de PAVM précoces. A
travers ces trois études, nous avons révélé des signatures microbiologiques complexes au cours
de la VM, qui pourraient permettre de mieux comprendre la physiopathologie de la maladie.

Mots-clés : Pneumopathie acquise sous Ventilation Mécanique, Microbiote, Réanimation,
Staphylococcus aureus, Microbiologie

From colonization to infection: kinetics of the respiratory microbiota and microbiological
characteristics of endotracheal aspirates in mechanically ventilated patients.

Ventilator-associated pneumonia (VAP) is the most frequent healthcare-associated infection in
the ICU and the main respiratory infectious complication of mechanically ventilated (MV) patients.
VAP follows the oropharyngeal, digestive or environmental bacterial colonization of the lower
respiratory tract. The transition from colonization to infection is not yet fully understood. A
respiratory microbiota dysbiosis has been recently shown to occur during MV, which suggests an
important role of the respiratory microbiota in VAP. The goal of this PhD work was to better
characterize the microbiological evolution of MV patients, particularly in early Staphylococcus
aureus VAP (< 7 days). In a first study, analysis of daily respiratory microbiota revealed an inter-
individual variability of respiratory microbiota during MV. In S. aureus VAP patients, the increase
of some anaerobic bacteria was detected one to two days before VAP occurrence, which could
suggest a metabolic cooperation between bacteria. In a second study, we collected all
endotracheal aspirates (ETAs) of MV patients in a homogeneous population. We notably found a
significant increase in the daily ETA volume before VAP diagnosis with a specificity of 93%.
Finally, in a third study, we sequenced the whole genomes of 180 S. aureus isolated from
respiratory samples of MV patients. We revealed a polyclonal population with no correlation
between virulence profile and S. aureus VAP development. With these three studies, we showed
complex microbiological signatures during MV, which could help to better understand early VAP
pathophysiology.

Keywords: Ventilator associated Pneumonia, Microbiota, Intensive Care Unit, Staphylococcus

aureus, Microbiology
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