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La Pneumopathie Acquise sous Ventilation Mécanique (PAVM)

* Un processus dynamique de diagnostic difficile

= 1¢€ cause d'lAS en réanimation
= 10-25% des patients
= Durée d’hospitalisation, durée d'intubation, mortalité et codt significativement augmentés
= Diagnostic tres difficile : éléments cliniques + radiologiques + microbiologiques
= Histoire naturelle de la PAVM non élucidée

Guillamet et al, Current Opinion in Critical Care, 2015
Torres et al, Nature reviews, 2021
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La Pneumopathie Acquise sous Ventilation Mécanique (PAVM)

« Les etiologies bactériennes, une vision...

basée sur la culture conventionnelle

« PAVM précoces (< 5 jours) : S. aureus, H. influenzae, S. pneumoniae, B. catarrhalis...
« PAVM tardives (> 5 jours) : entérobactérales, P. aeruginosa, A. baumannii...

avec des quantifications en UFC/mL... variables
+ des patients sans PAVM fortement colonisés
+ des patients avec PAVM faiblement colonisés

* Le tube endotrachéal
facilite I'entrée des bactéries dans les voies respiratoires basses
interfére avec les défenses immunitaires
sert de réservoir a des bactéries potentiellement pathogenes (biofilm)

Pirrone et al, Current Opinion in Infectious Diseases, 2016
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Origine du microbiote respiratoire chez les patients intubes-ventilées ?

 Phénomeéne de « transcolonisation »

modification de la flore oro-pharyngée et de la plague dentaire remplacée progressivement par
des bactéries originaire du sinus et du tube digestif = « dysbiose »

inhalation de ces microorganismes au niveau trachéo-bronchique via le tube endotracheal

« Facteurs de risque :
Intubation(s), position allongée du patient, nutrition entérale, traitements...

Sands et al, Journal of Medical Microbiology, 2016
Soussan et al, Journal of Critical Care, 2019 6
22¢s INI, Montpellier du 30/08 au 1¢/09/2021 Martin-Loeches et al, Critical care, 2020



Le microbiote respiratoire

22es NI, Montpellier du 30/08 au 1¢/09/2021 7



Etat des lieux des connaissances

¢ Un microbiote humain peu étudie
< 2000 publications versus pres de 30 000 pour le microbiote digestif
des publications trés récentes (depuis 5-6 ans environ)

«  Un microbiote encore moins étudié chez les patients intubés-ventilés
<100 études
NGS utilisé depuis 2014
seulement quelques patients a quelques dizaines de patients analyses dans chaque étude
peu d’études multicentriques
peu de points de prélevements
des résultats essentiellement descriptifs
une grande hétérogénéité des methodologies employées

. Fromentin et al, Intensive Care Medicine, 2021 8
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Contraintes préanalytiques et analytigues

« L’analyse NGS des échantillons respiratoires...
A partir de quels prélévements faut-il travailler ? LBA, AET ?
Comment faut-il extraire 'ADN total ? Faut-il les dépléter de '’ADN humain ?
Quelle technologie NGS faut-il utiliser ?
« Séquencage ADNr 16S ? Et si oui, quelle(s) région(s) variable(s) ?
« Whole Metagenome (shotgun) sequencing ?

* Quelle plateforme de séquencage ?
« Quels témoins négatifs (et positifs ?) quid des contaminants ?

Quelles analyses faut-il mener ? Avec quels outils bioinformatiques ?
« Nombre de patients, nombre de prélévements ?
« Métadata a recueillir ? Tests statistiques ?
A quel niveau taxonomique ?
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Composition du microbiote respiratoire

= Exemple chez des patients a J1 = Exemple chez des patients suspects de PAVM

Woo et al, Journal of Clinical Medicine, 2020 Toma et al, Journal of Clinical Microbiology, 2014

= 4 Phyla principaux : Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria

= Une grande hétérogéneité selon les patients avec en moyenne 10 a 20 genres bactériens par échantillon :
= «flore oropharyngée » : Streptococcus, Haemophilus, Neisseria, Actinomyces, Parvimonas, Prevotella, Porphyromonas, Veillonella...
=« pathogenes » : Staphylococcus, Pseudomonas, « entérobactérales »...
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Diversité microbienne en lien avec la culture conventionnelle

Huebinger et al, PLOS one, 2018

« Diversité maximale pour les LBA avec culture négative : présence d’anaérobies +++
« Diversité la plus faible pour les LBA avec culture positive
« Diversité intermediaire pour les LBA avec une culture de flore oropharyngée
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ROle des bactéries anaérobies strictes dans la PAVM ?

Table 4. Outcome at Day 10 According or Not to Adapted
Antibiotherapy Against Anaerobic Bacteria

Adapted AB Nonadapted AB

e Un ré\)le peu étUdié : I';npr‘oved . 24 :
onimprove 5
Non retrouvées en culture car anaérobiose non recommandée  remic, 2018 Fisher's exact tost (P < 02
Non pris en compte dans les recommandations de traitement des PAVM  «aiit et a/, Ciinical Infectious Diseases, 2016

Quelques études anciennes avec des éléments d'imputabilité (Prevotella) rovert et ar, sourai of critical care, 1999

« Qu’apporte le NGS ?

Une exploration bien plus exhaustive que les rares études
s'intéressant a la culture des anaérobies

Une diminution de la proportion des anaérobies lors des premiéres
heures de l'intubation

Des bactéries souvent associées a des bactéries aérobies lors du
diagnostic de la PAVM : role de facilitateur ?

Otsuji et al, BMC Pulmonary Medicine, 2019

22¢ INI, Montpellier du 30/08 au 1¢7/09/2021 Meyer et al, Revue Francophone des Laboratoires, 2020 1 2



La dynamique d’évolution
du microbiote respiratoire
au cours de l'intubation

22es NI, Montpellier du 30/08 au 1¢/09/2021 1 3



Dynamique d’évolution du microbiote au cours de I'intubation

« Une grande hétérogeénéité entre les patients

« Une diminution de I'a-diversité (indice de Shanon)

= disparition de certaines bactéries de la flore : Streptococcus,
Veillonella, Fusobacteria... et apparition de bactéries aérobies
potentiellement pathogenes: entérobactéries, Pseudomonas...

= une diminution a priori plus marquée en cas de PAVM

Kelly et al, Microbiome, 2016

Zakharkina et al, Critical Care, 2017

Woo et al, Journal of Clinical Medicine, 2018

Sommerstein et al, Antimicrobial Resistance and Infection Control, 2019
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Des biomargueurs microbiens de la PAVM ?

« Dickson et al, American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, 2020
LBA recueillis chez 91 patients dans les 24h suivant leur admission, 17 avec SDRA
Concernant les patients développant un SDRA : une quantité initiale d’ADN bactérien >

Concernant le devenir des patients (nombre de jours sans ventilation a J28) :
« Diversité initiale du microbiote (oc-diversité) non prédictive du devenir
« Composition initiale du microbiote prédictive du devenir : quantité > de Lachnospiraceae et Enterobacteriaceae
« Prédictivité confirmée avec des modéles de simulation « random forest »
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Des biomargueurs microbiens de la PAVM ?

« Emonet et a/, Intensive Care Medicine, 2019 T o

AET prélevés chez 54 patients
18 PAVM tardives, 36 controles : Jos I3, Ipavmar Ipavm € Jpavma

Chez tous les patients :
 augmentation des Proteobacteria, diminution des Firmicutes
« diminution a-diversité

Patients avec une PAVM versus patients controle

« aJ,:quantité > de Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus et
Lactobacillus chez les patients controle

* aJpayns - quantitée de Gammaprotéobacteries plus élevée chez les
patients avec PAVM

* & Jpayy - quantite d’ADN humain > chez les patients avec PAVM
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Etude pilote SCORPIUS
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SCORPIUS - méthodologie

Criteres d’inclusion :
Patients adultes, sans antécédent respiratoire, bronchorreique
Aucune antibiothérapie dans les 15 jours précédant l'inclusion ni durant la ventilation

* Recueil de 1 AET /jour, du jour de I'intubation jusqu’a J7 OU Jextubation OU Jpavm
« Séquencage ADNr 16S, région V3

M: men; W:women; VAP: Ventilator-Associated Pneumonia; IGS: Indice de Gravité Simplifié

Total No VAP VAP

(n=12) (n=8) (n=4) p-value
. Sex ratio MIW 9 (75%) / 3 (25%) 5 (63%) / 3 (37%) 4(100%) / 0 (0%) 0.480

¢ 12 patlent81 62 AET Age 65.5[63.8 - 70.3] 62.5[59.8 - 70.3] 68.8[65.8 - 71.0] 0.296

4 PAVM précoces a S. aureus Admission 0652
., N Cranial trauma 2(17%) 1(13%) 1(25%)
8 non PAVM (4 COIOnlseS a S aureUS) Haemorrhagic stroke 6 (50%) 4 (50%) 2 (50%)

+ Analyse & J1.: pas de différence oo
concernant les caractéristiques cliniques Prehospita intubation 5 (42%) 3 (36%) 2 (50%) 1
concermnant |e micrObiOte (ége’ IMC, Sexe...) Charlson index 3.3[2.0-4.3] 3.5[1.8-5.3] 3.0[2.8-3.3] 0.754

1GSII 52.3[45.8 - 58.5] 52.3 [46.5 - 58.5] 52.3 [45.8 - 54.5] 1
Glasgow index 704-9] 704-9] 8[7-9] 0.702
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SCORPIUS - résultats microbiote

« Une grande héeterogénéité entre les patients dans la composition de leur microbiote
«  Une concordance entre microbiote et culture
«  Des variations importantes du microbiote d’un jour a l'autre

«  Une évolution du microbiote différente entre les patients
développant une PAVM et ceux qui n’en développent pas

«  Prédiction possible 2 jours avant la PAVM (CAP)

Meyer et al, en préparation
22es NI, Montpellier du 30/08 au 1¢/09/2021 1 9



Conclusion

« Un microbiote « jeune » encore tres peu étudié dans cette indication

« Des etudes difficilement comparables : patients, types et dates de prélevements,
antibiothérapies, methodologies, critere de jugements... = nécessité d’harmonisation
 Points princeps :
Une grande hétérogénéiteé intra et inter-individuel dans la composition du microbiote
Au global, une diminution de la diversité microbienne au cours de l'intubation

« Impact des autres agents infectieux ? Virus, champignons ? Tres peu d’etudes...
1¢ étude italienne PAVM a S. aureus +/- COVID-19 (n=120, 2:1), LBA

Chez les patients COVID-19+ :
¢ communauté microbienne distincte
« moindre diversité
* enrichissement avec S. aureus, S. anginosus et Olsenella

22es INI, Montpellier du 30/08 au 1¢709/2021 De Pascale et al, Critical Care, 2021 20



Conclusion

Fernandez-Barat et al, EBioMedicine, 2020
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