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INTRODUCTION

En 1996, un Observatoire Régional de la bactérie Pseudomonas aeruginosa a été
mis en place pour le Nord-Pas-de-Calais. Ce réseau de surveillance, auquel
participent vingt établissements de santé, représente un intérét dans le suivi des
infections a bacille pyocyanique puisque peu de données étaient disponibles
auparavant sur cette bactérie. Reconnu en 2011 par I'Observatoire National de
'Epidémiologie et de la Résistance Bactérienne aux Antibiotiques (ONERBA), il
constitue ainsi une base de données épidémiologiques et microbiologiques, en
répertoriant notamment les sites d’isolement, I'incidence d’isolement, ou encore la
sensibilité aux antibiotiques.

Pseudomonas aeruginosa, pathogéne opportuniste, est responsable d’un grand
nombre d’infections aiglies ou chroniques, il est associé a une morbidité et une
mortalité élevées, en particulier chez les patients hospitalisés les plus fragiles. |l
figure parmi les principales bactéries a l'origine d’infections nosocomiales. L’enquéte
nationale de prévalence de 2012 le place effectivement au troisieme rang des
espéces incriminées (8.4% des cas d’infections nosocomiales) derriére Escherichia
coli et Staphyloccocus aureus (26% et 15.9% des cas respectivement) (1). Ses
mécanismes complexes de virulence, sa résistance naturelle a de nombreux
antibiotiques et sa capacité a acquérir des résistances aux autres molécules
disponibles en thérapeutique font de lui un germe redoutable.

La prise en charge des patients devient actuellement de plus en plus problématique
avec l'incidence croissante des souches multirésistantes, voire totorésistantes.
Malgré la mise en place de mesures de prévention, visant au bon usage des
antibiotiques et a épargner les carbapénémes, les traitements d’'une efficacité
certaine s’amenuisent au fur et a mesure de notre utilisation, et dans le méme temps
I'arsenal antibiotique ne se renouvéle qu’au ralenti. Ces derniéres années, I'essentiel
des activités de développement et de recherche de l'industrie pharmaceutique s’est
concentré sur les molécules actives vis-a-vis des cocci a Gram positif. Les
problemes les plus aigus concernent pourtant les bacilles a Gram négatif, parmi
lesquels P.aeruginosa.

Chaque année, le réseau Microbiologistes du Nord-Pas-de-Calais recense entre 200
et 250 cas de bactériémies a bacille pyocyanique parmi ses vingt établissements
participants. Ces infections ne sont donc pas rares.
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Cette thése a pour objectif une étude ciblée de cas de bactériémies a Pseudomonas
aeruginosa au sein de deux centres hospitaliers régionaux. Dans un premier temps,
nous aborderons un chapitre de généralités et une analyse de la littérature
concernant les infections a P.aeruginosa. Puis, a partir des données collectées dans
les centres hospitaliers d’Arras et de Valenciennes, nous décrirons les principales
caractéristiques des épisodes de bactériémies a bacille pyocyanique qui ont eu lieu
dans ces deux établissements, sur une période de cing années (entre janvier 2012 et
décembre 2016). Enfin, aprés avoir sélectionné des souches d’intérét parmi les
dossiers précédents, nous comparerons l'activité antibactérienne in vitro de deux
nouvelles associations d’antibiotiques (le ceftolozane - tazobactam et le ceftazidime -
avibactam) par rapport a deux molécules plus anciennes (la ceftazidime et le
cefepime).

Ces deux nouvelles thérapeutiques, réservées a l'usage hospitalier, représentent
une alternative intéressante pour le traitement des infections compliquées
notamment a entérobactéries productrices de bétalactamases a spectre élargi
(EBLSE) et possédent une excellente activité antipyocyanique.
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CHAPITRE I : GENERALITES

I. Rappels microbiologiques

A. Etymologie - Historique

En 1882, Carle Gessard, pharmacien des armées, réalisa les premiers isolements de
la bactérie Pseudomonas aeruginosa (du latin « aeruginosus » qui signifie couvert de
rouille, en relation avec la couleur métallique des colonies isolées en culture).

Il mit en évidence la production de pigments caractéristiques, qui coloraient en bleu-
vert les pansements recouvrant les plaies de soldats infectés (« Sur les colorations
bleue et verte des linges a pansement », Compte rendu Acad. Sci., 1882). Un de ces
pigments, identifié en tant que pyocyanine, est a l'origine de la dénomination plus
couramment utilisée pour désigner cette bactérie : le bacille pyocyanique (du grec
« puon » pour pus et « kuanos » pour bleu foncé).

B.  (lassification - Taxonomie

Pseudomonas aeruginosa appartient a la famille des Pseudomonadaceae et
représente I'espéce du genre Pseudomonas la plus rencontrée en pathologie
infectieuse.

La famille des Pseudomonadaceae appartient au vaste groupe des bacilles a Gram
négatif non fermentants. Le recours aux nouvelles techniques d’analyse génomique
ces derniéres années a conduit a de nombreux remaniements taxonomiques. En
conséquence, a été établie une classification plus précise concernant les
Pseudomonas et apparentés, avec la réassignation dans de nouveaux genres ou le
transfert dans des genres déja existants (2).

Les travaux de Palleroni et Doudoroff en 1972 ont révélé I'extréme hétérogénéité du
genre Pseudomonas et ont permis de distinguer cing groupes d’homologie d’ARN
ribosomal (tableau 1). Cette restructuration a par la suite été confirmée par
I'utilisation de diverses méthodes (hybridation ADN/ADN, séquengage de I'’ARNr
16S).

Les Pseudomonas « sensu stricto » ou Pseudomonas « vrais » correspondent au
groupe | de Palleroni. Ce groupe rassemble des especes dites « fluorescentes »
productrices de pyoverdine (ce qui est le cas de P.aeruginosa) et des espéces non
fluorescentes. Le groupe Il de Palleroni rassemble les genres Burkholderia,
Ralstonia et Pandoreae. Le groupe lll inclue la famille des Comamonadaceae (genre
Comamonas, Delftia, Acidovorax). Le groupe IV correspond au genre
Brevundimonas et le groupe V au genre Stenotrophomonas (3,4).
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Groupe d’homologie (ARNr) | Genres Espéces

I Pseudomonas Espéces fluorescentes :

P.aeruginosa, P.fluorescens, P.putida
Espéces non fluorescentes :
P.alcaligenes, P.stutzeri,

P.pseudoalcaligenes
II Burkholderia B.cepacia, B.mallei, B.pseudomallei
Ralstonia R.pickettii
111 Comamonas C.testosteroni
v Brevundimonas B.diminuta, B.vesicularis
\Y Stenotrophomonas S.maltophilia

Tableau 1: Classification actuelle simplifiée des principales espéces de Pseudomonas et bactéries
apparentées rencontrées en pathologie humaine (2)

C. Habitat - Réservoir naturel

P.aeruginosa est une bactérie ubiquitaire, qui vit naturellement a I'état de saprophyte
dans I'environnement. Son réservoir naturel et permanent est représenté par I'eau
(eaux douces, usées ou marines), les sols humides et les végétaux. Elle peut aussi
étre présente dans les poussiéres en suspension dans l'air. Ses exigences nutritives
modestes lui permettent de survivre et de se multiplier sur différents supports et
matériels, surtout s’ils sont humides. A ce titre, I'hdpital représente un milieu
particulierement propice a son développement (humidité, chaleur, présence de
débris organiques) (4-6).

Il s’agit d'un commensal peu fréquent chez 'homme sain, avec seulement 2 a 4% de
porteurs. Ce taux de portage est considérablement accru en cas d’hospitalisation ou
de traitement antibiotique, pouvant atteindre 50 voire 60% (6). Le tube digestif
représente le principal site de colonisation, suivi des voies aériennes supérieures et
des plis cutanés. En 1984, Morrison et ses coll. décrivaient des taux de colonisation
par site respectif de 0 a 2% pour la peau, 0 a 3.3 % pour la muqueuse nasale, 0 a
6.6% pour la muqueuse pharyngée et 2.6 a 24% pour la flore fécale (7,8).

En milieu hospitalier, les deux réservoirs de P.aeruginosa sont d’'une part les patients
infectés ou colonisés, vecteurs de contamination par leurs exsudats (urines,
crachats, selles) et d’autre part I'environnement. En raison du caractére ubiquitaire
de P.aeruginosa, la colonisation peut étre antérieure a I'hospitalisation. L’'infection
peut ainsi étre endogéne : le malade colonisé par la bactérie devient porteur
chronique. Mais on observe également des cas d’infections nosocomiales acquises
pendant I'hospitalisation. La transmission des souches est directe ou indirecte,
manuportée par le personnel soignant ou transmise par du matériel ou des fluides
contaminés. On peut retrouver le bacille pyocyanique au niveau des points d’eau
(siphons des lavabos, vases, objets de toilette), dans I'eau des nébuliseurs, dans les
humidificateurs des appareils de ventilation, les équipements de dialyse, ou encore
dans des solutions antiseptiques conservées trop longtemps (résistance naturelle
aux ammoniums quaternaires). |l peut aussi contaminer le matériel meédical
insuffisamment nettoyé, désinfecté ou séché (endoscopes) (6,9).
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Plusieurs études ont été menées pour évaluer la part des points d’eau dans la
colonisation/infection des patients en service de réanimation. Dans le tableau 2, on
retrouve les résultats de ces différentes études. Certains attribuent un réle majeur
aux points d’eau sur l'incidence de la colonisation ou infection des patients. D’autres
au contraire mettent en évidence un faible lien épidémiologique. Les points d’eau
sont ainsi a l'origine de 7 a 50 % des colonisations en fonction des services. D’autres
études ont montré que le personnel médical peut étre réservoir et vecteur potentiel,
avec notamment une épidémie liée a des ongles artificiels, rapportée par Moolenar et
al (10) ou encore une épidémie due a la colonisation chronique de I'ongle du pouce
d’une infirmiére, décrite par McNeil et al (11).

Auteurs Année Pays % de patients colonisés par
une souche préalablement
isolée dans I’environnement

Ferroni et al. 1998 France 21.4

Berthelot et al. 2001 France 25.0

Trautmann et al. 2005 Allemagne 14.2

Reuter et al. 2002 Allemagne 29.4

Vallés et al. 2004 Espagne 41.0

Blanc et al. 2004 Suisse 27.3

Trautmann et al. 2006 Allemagne 50.0

Rogues et al. 2007 France 11.4

Cholley et al. 2008 France 7.1

Tableau 2: Place des points d'eau comme source de colonisation et d'infection par P.aeruginosa (6)

D. Caracteres bactériologiques

1. Caractéristiques morphologiques
P.aeruginosa se présente sous la forme de bacille a Gram négatif (figure 1), parfois
incurvé et d’aspect tres fin (1 a 3 um de long et 0.5 a 1 um de large). C’est un germe
non sporulé, mais il peut étre entouré d’'une pseudo-capsule (ou « slime ») impliquée
dans sa pathogénicité.
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Figure 1: Pseudomonas aeruginosa : coloration de Gram (12)
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L’observation d’'une goutte d’échantillon clinique entre lame-lamelle met en évidence
des bacilles trés mobiles se déplagant en ligne droite, gréce a un flagelle en position
polaire (4).

2. Caractéristiques culturales
Aérobie strict, il s’agit d’'un germe non exigeant, de culture facile et rapide sur milieux
usuels (gélose au sang, gélose BCP) ou sélectifs (milieu de Drigalski). Pour la
recherche dans les milieux polymicrobiens ou les eaux, des milieux sélectifs a base
de cétrimide (gélose contenant un dérivé d’'ammonium quaternaire) additionnés ou
non d’antibiotique (acide nalidixique) sont aussi disponibles.

La température optimale de croissance du bacille pyocyanique est située entre 30 et
37°C. C’est une bactérie qui est également capable de pousser jusqu'a une
température de 41°C.

Les aspects des colonies sont particuliers a cette espéce. Trois types principaux
peuvent étre observés :

- Des colonies « la » (larges) : grandes colonies rugueuses de 2 a 3 mm de
diamétre, avec une partie centrale bombée et un bord irrégulier, aussi
appelées Fried Eggs (aspect en ceufs sur le plat). Elles présentent des reflets
métalliques, cet aspect irisé étant di0 a une autolyse sous I'action d’enzymes
protéolytiques bactériennes.

- Des colonies « sm» (small) : petites colonies lisses et mates, légérement
bombées, avec un contour circulaire régulier.

- Des colonies « M » (muqueuses) : colonies bombées, opaques, visqueuses
voire coulantes. Ces colonies sont retrouvées dans les infections chroniques,
urinaires ou pulmonaires (mucoviscidose). Cet aspect particulier est lié a la
production d’un polysaccharide extracellulaire par la bactérie (polymére
d’alginate).

P.aeruginosa peut produire des pigments qui diffusent dans le milieu de culture. La
pyocyanine, pigment phénazinique bleu vert, soluble dans 'eau et le chloroforme, est
spécifique de P.aeruginosa. La pyoverdine, pigment fluorescent jaune vert, soluble
dans I'eau, permet de classer les espéces du genre Pseudomonas en deux groupes,
selon qu’elles produisent ou non ce pigment : Pseudomonas du groupe fluorescent
et Pseudomonas du groupe non-fluorescent. Les milieux de culture King A et King B
sont utiles pour mettre en évidence la production respective de ces deux pigments.

Environ 5% des souches sont non pigmentées, le plus souvent on les retrouve chez
des malades traités par antibiotiques. D’autres pigments peuvent étre produits de
fagcon transitoire : la pyorubrine ou aéruginosine A (pigment brun rouge) et la
pyomélanine (pigment brun noir, isolé de Iésions purulentes notamment).
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Enfin, le bacille pyocyanique possede une odeur aromatique caractéristique de fleur
de seringat en culture, due a la production d’ortho-amino-acéto-phénone (4).

3. Caractéristiques biochimiques et antigéniques
P.aeruginosa posséde une oxydase. Il ne fermente pas les sucres, mais il peut en
oxyder certains avec acidification du milieu, et il est capable d’utiliser de nombreux
substrats hydrocarbonés comme seule source de carbone et d’énergie. En
anaérobiose, il utilise les nitrates comme accepteur final d’électron et « respire »
ainsi les nitrates (nitrate réductase positive). Les autres caractéres biochimiques sont
les suivants : gélatinase positive, lactose négatif, arginine dihydrolase (ADH)
positive, indole négatif (4).

Il est possible de sérotyper une souche de bacille pyocyanique par étude de
I'antigene O lipopolysaccharidique (antigéne somatique thermostable), grace a une
technique d’agglutination sur lame en présence d’antisérums. On connait
actuellement vingt variants de cet antigéne O. La sérotypie présente cependant des
limites. En effet, il existe des réactions croisées entre sérogroupes (souches
polyagglutinables) et 10% des souches sont non agglutinables, c’est notamment le
cas des souches muqueuses. D’autre part, on peut étre confronté a des
modifications de sérotype aprés traitement antibiotique (4).

Les données épidémiologiques actuelles indiquent que parmi les vingt sérotypes, les
sérotypes O1, O6 et O11 sont responsables de 70% des infections du bacille
pyocyanique (13). Certains sérotypes sont plus fréquemment impliqués dans des
épidémies hospitalieres et s’avérent plus résistants aux antibiotiques (011 et O12)
(14).

Dans le rapport d’activité 2016 du CNR de la résistance aux antibiotiques, le
sérotypage systématique des isolats de P.aeruginosa met en évidence une large
prédominance de certains sérotypes parmi les souches résistantes : O11 (31.3%),
04 (17.7%), O6 (12.5%) et O12 (9.4%). Ces résultats sont liés a la présence en
France de clones épidémiques multirésistants qui appartiennent aux génotypes
ST235 (O11), ST175 (04), ST233 (06) et ST111 (0O12). Ces clones sont aptes a
collecter les génes de résistance et s’adaptent ainsi a I'environnement hospitalier
(15).

4. Caractéristiques génomiques
Le génome de la souche de référence PAO1 a été entierement séquencé par Stover
et son équipe en 2000. Il s’agit d'un génome de trés grande taille, avec 6.3 millions
de paires de bases, soit 5570 open reading frames (ORF ou génes). A titre de
comparaison, le génome d’Escherichia coli est composé de 4.6 millions de paires de
bases.
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L’analyse du génome fait apparaitre I'importance des génes de régulation, puisqu’ils
représentent 8.4% des génes identifiés (5.8% des génes pour E.coli). De hombreux
genes interviennent dans le catabolisme, le transport et I'efflux des composants
organiques. Quatre systémes potentiels de chémotaxie sont aussi reconnus, l'un
d’eux contribue a la formation de biofiims. 0.3% des géenes sont directement
impliqués dans les mécanismes de résistance. De nombreux plasmides transférables
entre souches par conjugaison ou par transduction ont été identifiés (3,16).

Ces nombreuses variations génétiques expliquent ainsi la fréquence des souches
retrouvées multirésistantes aux antibiotiques. La grande taille et la complexité de son
genome reflétent les capacités d’adaptation du bacille pyocyanique et sa survie dans
divers environnements.

II. Pouvoir pathogéne

A.  Facteurs favorisants ou aggravants des infections a bacille
pyocyanique

S'il est peu virulent chez 'individu en bonne santé, P.aeruginosa est particulierement
pathogéne vis-a-vis des sujets aux défenses immunitaires altérées. Le bacille
pyocyanique a toutes les caractéristiques d’'un germe opportuniste. Parmi les
facteurs favorisants ou aggravants des infections, on distingue les facteurs de risque
liés au patient, ceux associés a son environnement et enfin le risque iatrogéne (4,5).

1. Facteurs de risque liés au patient
P.aeruginosa s’installe de préférence chez les patients hospitalisés affaiblis ou
porteurs d’'une immunodéficience.

Les sujets ou situations particulierement a risque sont les suivantes :

- les nourrissons et les personnes agées (en raison de leur age extréme :
immaturité ou altération des mécanismes de défense face aux infections),

- les sujets porteurs d’affections graves ou chroniques (insuffisants respiratoires
et mucoviscidose, insuffisants rénaux et dialysés),

- les maladies métaboliques (diabéte),

- les patients transplantés, les pathologies hématologiques ou cancéreuses
(traitement immunosuppresseur, corticothérapie, aplasie post-chimiothérapie),

- la présence de plaies cutanées chroniques (ulcéres, brllures, escarres),

- les malades infectés par le VIH,

- les malades de réanimation ou soins intensifs (utilisation d’antibiotiques a
large spectre avec risque de sélection de bactéries multirésistantes ou BMR).

L'immunodépression est associée a un risque accru de bactériémies et de
localisations viscérales multiples (pneumopathies, méningites).
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2. Facteurs de risque liés a I'’environnement
Ce risque est lié a la présence de la bactérie dans I'environnement hydrique proche
du patient (au niveau des points d’eau, siphons des lavabos et douches) ou a la
contamination du milieu extérieur (surface de travail, matériel et instruments). Cette
contamination favorise les transmissions croisées et est associée le plus souvent a
une défaillance dans les procédures d’hygiéne.

3. Risque iatrogene
Le risque iatrogéne est associé aux techniques meédico-chirurgicales, avec la
colonisation progressive des dispositifs meédicaux utilisés lors des procédures
invasives (sondage vésical, intubation trachéale, cathétérisme intravasculaire). |l
peut aussi résulter de I'emploi de matériel contaminé (endoscopes, respirateurs,
dialyseurs).

Enfin, comme cité dans le paragraphe précédent, le recours au traitement curatif ou
préventif des patients a haut risque avec des antibiotiques a large spectre contribue
a la sélection de souches de BMR, notamment le bacille pyocyanique.

B.  Les facteurs de virulence du bacille pyocyanique

Le pouvoir pathogene de P.aeruginosa est multifactoriel et complexe (17). L’emploi
de modéles expérimentaux animaux a permis un apport considérable dans la
compréhension des mécanismes de la pathogénicité de cette bactérie (18).

Elle est liee a la production de divers facteurs de virulence a la fois membranaires et
extracellulaires. Les facteurs membranaires ont un réle dans la mobilité et 'adhésion
aux endothéliums et épithéliums (flagelle, pili de type IV, LPS, alginate, protéine
CupA). Les facteurs sécrétés interviennent dans les Iésions cellulaires et tissulaires
et favorisent la pénétration dans les tissus (protéase, élastase, phospholipase,
exotoxine A, exotoxines du systéme de sécrétion de type lll) (4,5).

On distingue les facteurs de virulence impliqués dans linfection aigie et ceux
associés a l'infection chronique (19,20).

1. Infection aigiie

a) Facteurs de virulence impliqués dans I’adhérence et la
motilité

= Le flagelle
Le flagelle, unique et polaire, permet a la fois la mobilité en milieu liquide et de fagon

indirecte participe a I'adhésion cellulaire, notamment au niveau des cellules
épithéliales respiratoires. Pour faciliter son adhésion aux cellules, le bacille
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pyocyanique peut se déplacer dans différents milieux grace a plusieurs types de
mouvements. Le flagelle est associé aux mobilités de type « swimming »
(mouvement en milieu liquide) ou de type « swarming » (déplacement en milieu
semi-solide, dans ce cas le bacille s’allonge par rapport a sa forme initiale et devient
hyperflagellé) (9).

Il joue aussi un rdle dans la réponse inflammatoire par interaction avec les
récepteurs Toll (TLR5 et TLR2), ce qui active la production d’interleukines (IL6 et IL8)
et de mucines.

Enfin il participe a la phase précoce de développement du biofilm bactérien. Les
flagelles sont nécessaires a la liaison des premieres bactéries a la surface et ainsi a
la formation de la premiére couche bactérienne.

Le flagelle étant un élément tres immunogéne, le bacille pyocyanique s’adapte en
sélectionnant des mutants dépourvus de flagelles afin de contourner la réponse de
I'héte, notamment dans les infections chroniques (mucoviscidose) (21).

= Le pilus de type IV

Il s’agit de la principale adhésine du bacille pyocyanique, impliquée dans I'adhésion
aux cellules épithéliales par interaction avec les glycolipides membranaires de
surface asialoGM1. Les pili de type IV sont également associés a la mobilité de type
« swarming » citée précédemment, et celle de type « twitching » (mouvement en
milieu semi-solide qui résulte de I'extension et rétraction des pili permettant un
mouvement latéral le long de ['épithélium). lls sont aussi impliqués dans la
constitution et le développement du biofilm puisqu’ils interviennent lors de la
formation des micro-colonies.

Dans une étude réalisée in vivo chez des souriceaux, il a été démontré que
I'inoculation de souches piliées de bacille pyocyanique était associée a un nombre
significativement plus élevé de cas de pneumonies et de bactériémies, ainsi qu'une
mortalité supérieure par rapport a une inoculation de mutants isogéniques non piliés.
Cette étude confirme le réle prépondérant des pili dans I'adhésion aux cellules
epithéliales respiratoires (22). Deux autres études menées chez I'animal ont confirmé
le réle des pili de type IV dans la pathogénicité de P.aeruginosa. Ainsi, les souches
déficientes pour ce facteur apparaissaient moins virulentes (23,24).

= Le facteur d’attachement de type fimbriae ou Cup
Trois systemes Cup (CupA, CupB et CupC) ont été identifiés chez P.aeruginosa. Ce

sont des facteurs d’attachement essentiels dans I'adhérence aux surfaces et la
formation du biofilm (25).
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= Le lipopolysaccharide (LPS)
Le LPS est un constituant de la membrane externe des bactéries a Gram négatif. |l

posséde une activité endotoxique mais joue aussi un rdle protecteur vis-a-vis de la
lyse provoquée par le sérum. |l participe a la réponse inflammatoire en se fixant au
TLR4 cellulaire, ce qui active le NFkB et la synthese de cytokines pro-inflammatoires.

Le LPS se compose de trois parties :
- un lipide A (endotoxine) impliqué dans les phénomeénes de choc septique et
pouvant conduire au déces par stimulation excessive du systeme immunitaire,
- un ceceur oligosaccharidique,
- un antigéne O (région polysaccharidique variable a la base du sérotype du
bacille pyocyanique).

Selon que I'antigéne O soit présent ou absent, on parle de phénotype lisse (smooth)
ou rugueux (rough). Les souches rough seraient moins virulentes que les souches
smooth. De plus, ces souches rugueuses sont lysées par le sérum humain, tandis
que les souches avec un LPS lisse sont résistantes au sérum. Chez les patients
atteints de mucoviscidose, les souches muqueuses ne produisent pas d’antigéne O
par détournement du GDP-mannose vers la synthése d’alginate (4).

b) Facteurs impliqués dans la colonisation de I’h6te

= L’exotoxine A
Il s’agit de la protéine la plus toxique produite par la bactérie (DL50 de 0.05 a 0.20 pg

chez la souris). Cette toxine létale a le méme mécanisme d’action que la toxine
diphtérique (activité¢ ADP ribosylante) et induit un arrét de la synthése protéique, puis
la mort de la cellule cible par nécrose. Elle est produite par plus de 90% des
souches. Elle posséde des propriétés immunosuppressives et est particulierement
toxiques pour les macrophages humains (altération des fonctions phagocytaires).
Une étude chez la souris a montré qu'un mutant déficient en ExoA était vingt fois
moins virulent qu’'une souche sauvage (26).

= Les protéases
Différentes enzymes protéolytiques sont produites par P.aeruginosa. Elles

présentent deux intéréts majeurs : la destruction des barriéres a l'invasion et la mise
a disposition de nutriments favorisant la croissance bactérienne.

» L’élastase

L’élastase LasB posséde une activité protéolytique trés importante puisqu’elle
dégrade de nombreuses protéines: les immunoglobulines (IgA et 1IgG), le
complément, la matrice de I'épithélium pulmonaire (élastine, collagéne, fibrine) et les
cytokines (INFy et TNF). L’élastase est également pro-inflammatoire, elle augmente
la sécrétion d’'IL8 dans un modéle d’'inflammation chez le rat (27). Enfin, Woods et al
ont mis en évidence une moindre virulence des souches déficientes pour la
production d’élastase dans un modeéle expérimental de pneumopathie chronique
chez le rat (28).
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» La protéase alcaline
Cette protéase dégrade la fibrine, elle est associée aux infections cornéennes et aux
pneumopathies aigues (29).

» La protéase |V
Cette protéase a un rdle pathogéne reconnu dans les kératites et les infections
respiratoires, par dégradation des protéines de surfactant.

= Les hémolysines
Deux hémolysines sont produites par la bactérie :

» Une hémolysine thermostable ou glycolipide hémolytique
(rhamnolipide) : composé cytotoxique qui posséde trois
mécanismes d’action (inhibition de la mobilité des cils vibratiles
de la trachée, perturbation du transport ionique et augmentation
de la libération de mucine) (4).

» Une phospholipase C ou hémolysine thermolabile : responsable
de réaction inflammatoire localisée. Elle a pour cible le
surfactant pulmonaire : I'hydrolyse des phospholipides de ce
surfactant peut induire une atélectasie. Les lésions au niveau
des cellules épithéliales entrainent un processus inflammatoire
et stimulent la production d’IL8 avec accumulation de
polynucléaires neutrophiles (PNN) (9).

= Les pigments

» Pyocyanine
La pyocyanine joue un role majeur dans la virulence du bacille pyocyanique. Elle

posséde des propriétés oxydoréductives, en effet elle oxyde le glutathion et inactive
ainsi la catalase des cellules endothéliales et de I'épithélium respiratoire. Cela
participe au stress oxydant et a la nécrose cellulaire. Dans la mucoviscidose, elle
inactive le transport mitochondrial, ce qui détériore les canaux chlorure. Enfin, elle a
des propriétés immunosuppressives, elle entraine I'apoptose des PNN et augmente
la production d’'IL8 (20).

» Pyoverdine
La pyoverdine est un sidérophore qui joue un rdle régulateur dans la sécrétion

d’autres facteurs de virulence (tels que I'exotoxine A, les protéases), ainsi que pour
sa propre sécrétion.

= Le systeme de sécrétion de type lll et ses toxines
Ce systeme de sécrétion est partagé par plusieurs espéces bactériennes (Yersinia,

Salmonella, Shighella, Pseudomonas). Il permet a la bactérie d’'injecter directement
ses toxines dans le cytoplasme des cellules cibles. Les exoenzymes S, T, U et Y
sont sécrétées via ce systéeme.
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» L'exoenzyme S

C’est la cytotoxine la mieux décrite actuellement. Il s’agit d'une enzyme bi
fonctionnelle (activité GTPase et ADP ribosyltransférase). Le réle pathogene d’ExoS
est principalement lié a l'activité de I'ADP ribosyltransférase qui entraine une
perturbation de [l'organisation normale du cytosquelette. Elle inhibe ainsi la
phagocytose, en empéchant l'internalisation du bacille par les cellules épithéliales et
les macrophages. Elle induit aussi I'apoptose de ces macrophages par interaction
avec la voie des récepteurs de mort cellulaire. Enfin, elle joue un rdle dans
'inflammation pulmonaire par production de cytokines pro-inflammatoires et par
prolifération des lymphocytes. ExoS et ExoU sont les plus toxiques, mais elles ont
une présence mutuellement exclusive chez les différentes souches (30,31).

» Lexoenzyme T
L’exoenzyme T est également bifonctionnelle et partage 75% d’homologie avec
'exoenzyme S. Cependant, son activité ADP ribosyltransférase est bien moindre
(0.2% par rapport a celle d’ExoS), elle est donc considérée comme une cytotoxine
mineure.

» Lexoenzyme U
Elle est cent fois plus cytotoxique que I'exoenzyme S. Elle clive les acides gras
membranaires et est associée a la destruction du tissu pulmonaire, avec
pneumopathies séveres, voire sepsis. L’expression de I'ExoU accroit ainsi la
virulence du bacille pyocyanique dans un modeéle de pneumopathie aigle chez la
souris (32).

» L'exoenzyme Y
C’est une adénylate cyclase qui induit une accumulation d’AMPc au niveau
intracellulaire, avec pour conséquence un changement de morphologie des cellules
qui s’arrondissent. Cela entraine la formation de trous intercellulaires et détériore
I'endothélium pulmonaire.

= Les lectines
Parmi les facteurs de virulence sécrétés par le bacille pyocyanique, deux lectines

solubles ont été découvertes recemment : PAIL spécifique du galactose et PAIIL de
forte affinité pour le fucose. Ces deux protéines sont présentes dans le cytoplasme
de la bactérie et a la surface de la membrane externe. Ces lectines pourraient étre
impliquées dans la reconnaissance et 'adhésion bactérie-héte, bactérie-bactérie et
bactérie-biofilm (25). La lectine PAIIL inhibe le battement ciliaire des cellules
pulmonaires in vitro (33) et Chemani a montré le role des deux lectines dans
I'induction des Iésions pulmonaires aigues dans un modéle expérimental murin in
vivo (34).

Le tableau 3 récapitule les principaux facteurs de virulence du bacille pyocyanique,
ainsi que leurs mécanismes d’action et I'effet pathogéne qui en résulte.
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Facteurs de virulence

Lipopolysaccharide
(LPS)

Pili
Flagelle

Alginate

Exotoxine A
[ Eitoenzyme S
'Exoenzyrne U
Bhamnolipide
Elastases (LasA+LasB)
Protéase alcaline
Pyocyanine
+
Pyoverdine

Lectines solubles

Phospholipase C

Mécanisme de virulence
Stimulation de la production de cylokines

Adhésion aux cellules épithéliales respiratoires
Adhésion aux mucines

Mobilité : role dans l'internalisation

Provoque le phénotype muqueux

Adhésion aux cellules trachéales

Inhibition de la phagocytose, de 'action des
antibiotiques et de la réponse immunitaire
Inhibition des synthéses protéiques des cellules
cibles

Effet cytotoxique

Prolifération des LT

Réle antiphagocytaire
Effet détergent

Dégradation de l'élastine, de la fibrine, de
l'interféron, du complément et du collagéne

' F"ro'{é'diyse

Action bactéricide sur les autres bactéries
Augmentation de la libération d'élastase
Inhibition des battements des cils

Captage du fer

Induisent la synthese de radicaux libres
Inhibition des battements ciliaires des cellules
pulmonaires

Effet cytolytique local

Effet pathogéne induit
Choc

Pathogénicité respiratoire
Diffusion bactérienne

Pathogénicité respiratoire

Résistance aux défenses de I'hote (phagocytose)
et aux antibiotiques

Responsable du caractére mucoide des souches
Mort cellulaire : nécrose tissulaire

Rale important dans la virulence

Nécrose tissulaire

Entraine des lésions du glycopeptide, de la
vimentine et des IgG et IgA

Lésions des cellules épithéliales
Responsable de bactériémie voire de choc
septigue

Hydrolyse du surfactant

Destruction des tissus contenant de 'élastine
Rdle important dans la virulence

Rdle dans les infections coméennes

Favorise 'emergence du bacille pyocyanique
Diminution de la clairance des bacilles

Rdle dans la survenue de vascularite d'artéres
pulmonaires.

Pathogenicité respiratoire
Role dans l'infection chronique

Lyse des cellules cibles (atelectasie pulmonaire)
Role dans linfection aigué et chronique.

Tableau 3: Les principaux facteurs de virulence de P.aeruginosa : mécanismes d’action et conséquences

cliniques (19)

2.

Infection chronique

Une fois la bactérie implantée, elle doit survivre aux agressions du systéme
immunitaire de I'héte ainsi qu’aux thérapeutiques antibiotiques mises en place. Pour
cela, elle sécréete de nombreuses protéines extracellulaires, ce qui s’accompagne
d'importants changements phénotypiques, comme la formation d'un biofilm
protecteur.

a) Acquisition du fer
Le fer est un élément indispensable a la prolifération du bacille pyocyanique.
Cependant la quantité de fer libre chez I'héte est faible, la majeure partie se trouvant
sous forme complexée. P.aeruginosa produit deux types de sidérophores: la
pyochéline et la pyoverdine (de meilleure affinité).

La pyoverdine entre en compétition avec la transferrine de I'héte, chélate le fer et le
transporte a l'intérieur de la bactérie. L’action de la pyoverdine se fait conjointement
a celle de I'élastase, puisque cette derniere hydrolyse la transferrine en petits
peptides et le fer libéré devient alors directement assimilable par la bactérie.

Les sidérophores apparaissent essentiels pour la multiplication et la persistance de

la bactérie. Une étude de Takase et al, réalisée chez la souris, a montré que les
souches déficientes pour ces facteurs apparaissaient moins virulentes (35).
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b) Les alginates et la formation du biofilm

= L’alginate
L’alginate ou exopolysaccharide est un polymére de charge négative, composé
d’acide D-mannuronique et d’acide L-glucuronique. Il est produit par les souches
muqueuses isolées dans les infections chroniques a bacille pyocyanique, comme
dans la mucoviscidose.

Sa production est fonction des facteurs environnementaux tels que les ressources en
nutriments et en oxygéne, la déshydratation et I'hyperosmolarité. Cette substance
participe a I'obstruction des voies aériennes, limite la pénétration des antibiotiques et
protége le bacille vis-a-vis des défenses immunitaires de I'héte.

Dans un modéle de pneumopathie de la souris nouveau-née, la létalité observée
avec une souche PAO-pmm (souche mutante de PAO1 déficiente pour la synthése
d’alginate) est moindre qu’avec PAO1 (23).

= Le biofilm
Un biofilm correspond a un agglomérat bactérien attaché a une surface et enrobé
dans une matrice d’exopolysaccharides. Il se constitue progressivement en couches
bactériennes successives et constitue un facteur de résistance de la bactérie face a
son environnement. Il gene en effet la pénétration des antibiotiques et permet de
résister a la phagocytose et aux anticorps.

Quatre étapes sont nécessaires a la formation de ce biofilm :

- 1/ Fixation réversible de la bactérie sur une surface

- 2/ Formation de micro-colonies, c’est-a-dire rassemblement de bactéries et
fixation irréversible a la surface

- 3/ Structuration et consolidation du biofilm: formation d'une matrice
d’exopolysaccharides

- 4/ Détachement de lambeaux de biofilm qui s’implantent sur des surfaces
saines

/‘:’g"’;{mes
Signaux planctoniques

environnementaux \%

Approche de la surface
(mobilité flagelle)

e Rl |
Adhérence initiale v :
(Cup, adhésines) iy — e

Rassemblement,
formation de micro-colonies

(pili de type IV)

Figure 2: Les étapes menant a la formation du biofilm chez P.aeruginosa (36)
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Au sein du biofilm, les bactéries ont une croissance ralentie qui leur permet de
survivre aux environnements hostiles. Les bactéries en surface sont en aérobie,
tandis que celles a la base du biofiim se développent en quasi anaérobie. Des
canaux aqueux permettent d’acheminer les nutriments et 'oxygéne et d’éliminer les
déchets.

On retrouve souvent ce biofilm dans [I'environnement (surface interne des
canalisations d’eau ou d’air). Il peut aussi se développer a la surface des tubes
endotrachéaux des patients ventilés et de ce fait étre a 'origine de pneumopathies
acquises sous ventilation. Enfin, il joue un réle clé dans la persistance du bacille
pyocyanique au niveau des voies respiratoires dans les pneumopathies chroniques,
telles que la mucoviscidose (9).

3. Systeme de régulation

La production des facteurs de virulence est harmonisée et modulée par I'expression
des génes bactériens en adaptation aux conditions environnementales. Cette
expression est contrdlée par plusieurs cascades complexes, dont un réseau de
systémes membranaires a deux composantes et le systéme du quorum sensing.

Le quorum sensing est un mécanisme de régulation de la pathogénicité dépendant
de la densité bactérienne. Ce systéme de régulation repose sur la capacité des
bactéries a communiquer entre elles, afin de coordonner leur comportement et
fonctionner en tant qu’organisme multicellulaire.

Cette régulation fait intervenir deux éléments clés: une acylhomosérine lactone
(AHL, médiateur chimique diffusible ou phéromone) et un activateur transcriptionnel.
L’AHL s’accumule dans les bactéries pendant leur phase de croissance
exponentielle. Au-dela d'une concentration seuil, elle se lie au régulateur
transcriptionnel, ce qui active la transcription de genes cibles, dits de virulence, et du
gene | a l'origine de l'auto-induction du phénomeéne. Cette diffusion d’AHL dans le
milieu extérieur assure la transmission de bactérie a bactérie et synchronise les
réponses au sein de toute la population bactérienne (9).

Le role du quorum sensing a été clairement démontré au sein de différents modéles
et en clinique humaine (37,38). L'utilisation de souches mutantes déficientes dans
I'expression du quorum sensing dans plusieurs modéles animaux a mis en évidence
leur moindre virulence (23,39).

C. Les infections a bacille pyocyanique

Du fait de son caractére ubiquitaire, les sites d’'infections du bacille pyocyanique sont
multiples (4,5). P.aeruginosa est impliqué dans prés de 10% des infections
nosocomiales en France et est également responsable d’infections communautaires.
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1. Infections pulmonaires

Les pneumopathies a P.aeruginosa peuvent s’exprimer sous deux formes
différentes : les pneumopathies aigles typiquement retrouvées chez le patient intubé
et ventilé en service de soins intensifs (pneumopathies nosocomiales) et les
infections chroniques survenant chez les patients atteints de mucoviscidose ou de
bronchectasie (dilatation des bronches) (9).

Les pneumopathies primitives sont ainsi exceptionnelles chez le sujet sain. L’origine
hématogene des pneumopathies est également rare, elle est principalement liée aux
dispositifs intravasculaires ou aux neutropénies post chimiothérapie anticancéreuse.
Dans ce cas, elles accompagnent la bactériémie et sont de mauvais pronostic
(mortalité de 30 a 50%) (5).

= Pneumopathies nosocomiales : unités de soins intensifs/réanimation
Selon les études, le bacille pyocyanique est mis en cause dans 20 a 30% des
pneumopathies acquises sous ventilation mécanique (PAVM). Il s’agit du germe le
plus frequemment isolé dans cette pathologie, devant Staphylococcus aureus (40).
La premiere étape du processus infectieux dans les PAVM repose sur la colonisation
de la sonde d’intubation trachéale. Cette colonisation peut rester asymptomatique ou
évoluer vers une pneumonie.

Plusieurs facteurs de risque de pneumopathies a P.aeruginosa en réanimation ont
été identifiés parmi lesquels un age avancé, une bronchopneumopathie chronique
sous-jacente, une durée de ventilation mécanique supérieure a 8 jours ou encore
une antibiothérapie préalable (5,41,42).

= Cas particulier de la mucoviscidose

P.aeruginosa est un germe redoutable chez les patients atteints de mucoviscidose.
La primo-colonisation apparait précocement puisqu’un quart des nourrissons ages de
un an ont déja rencontré ce germe. Un traitement énergique initial est recommandé
pour retarder le portage chronique. En effet, la bactérie persiste sous forme de
biofilm et synthétise de I'alginate, ce qui entrave la pénétration des antibiotiques et
conduit a 'émergence de souches de plus en plus résistantes au fur et a mesure des
cures itératives d’antibiothérapie (9). L’isolement de souches de morphologie
différentes (apigmentées, mucoides ou naines) avec des temps de croissance
différents (24 a 72h) est caractéristique de cette maladie (4).

2. Bactériémies

La plupart des infections a bacille pyocyanique peuvent se compliquer de
bactériémies. Elles peuvent toucher les nouveau-nés et les adultes dans un contexte
d'immunodépression (hémopathie, neutropénie, diabéte, VIH, greffe, brilure). Parmi
les portes d’entrée, on retrouve les infections urinaires, les pneumonies, les
complications post-chirurgicales, les surinfections cutanées et les infections de

30



dispositifs invasifs (cathéters, sondes) (5). Le pronostic de ces bactériémies est
souvent sévére et varie selon la pathologie sous-jacente, I'age et la rapidité de mise
en place d’un traitement antibiotique adapté.

3. Infections urinaires

Ce sont en général des infections associées aux soins. Elles font suite a des
procédures exploratrices ou invasives sur les voies urinaires (cystoscopie, sondage
vésical, chirurgie rénale ou prostatique). Elles sont favorisées par la présence de
matériel (sonde vésicale a demeure), une stase urinaire (obstacle mécanique, vessie
neurologique) ou encore par une antibiothérapie préalable mal adaptée (5).

4. Infections ORL

Le bacille pyocyanique n’est pas un saprophyte courant du conduit auditif externe
(seulement 1% des individus sains en est porteur), mais il colonise volontiers ce
conduit en cas d’inflammation locale, d’'un traumatisme ou s'il demeure humide
(nageurs). C’est ainsi le premier agent pathogéne responsable des otites externes
(45 a 65% des cas).

Cette otite externe simple peut évoluer vers l'otite externe maligne chez le sujet
diabétique agé ou chez les sidéens. Il s’agit d’'une extension aux cartilages, tissus
mous et osseux de proximité (mastoidite, ostéomyélite temporale) (4).

5. Infections cutanées

Chez 'homme sain, P.aeruginosa peut étre responsable d’onyxis et périonyxis (ongle
vert) et surinfecter une Iésion interdigitale mycosique ou un ulcére de jambe. Des cas
de folliculites a pyocyanique ont aussi été observés chez les utilisateurs de spas ou
bassins de balnéothérapie contaminés.

Chez les leucémiques, on peut retrouver des lésions cutanées caractéristiques
(ecthyma gangrenosum) au décours de septicémies.

Enfin, P.aeruginosa est le premier responsable de bactériémies du grand bralé. La
colonisation des Iésions est en effet rapide (20% des Iésions a la trentiéme heure,
48% au deuxieme jour et 60% au cinquiéme jour) et la mortalité associée élevée
(50%) (4).

6. Infections oculaires

Le bacille pyocyanique est parfois présent a I'état de saprophyte dans les culs-de-
sac conjonctivaux (0.4%), mais cette colonisation peut atteindre 10.3% chez les
porteurs de lentilles de contact. L'usage de collyres souillés, de solutions de
nettoyage de lentilles de contact contaminées ou de I'eau du robinet sont des
vecteurs de contamination possibles du bacille pyocyanique au niveau oculaire.
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P.aeruginosa peut étre responsable d’infections oculaires superficielles (blépharo-
conjonctivites) et il est impliqué dans prés de 20% des surinfections bactériennes
d’'ulcérations cornéennes. Elles peuvent conduire a une panophtalmie (fonte
purulente de [I'ceil) qui constitue une complication redoutable de la chirurgie
ophtalmologique (4).

7. Infections méningées

Ce sont des infections rares (2% de I'ensemble des méningites), le plus souvent
suite a une intervention neurochirurgicale ou suite a une inoculation avec un corps
étranger apres un traumatisme cranien. Il peut aussi s’agir d’'une extension de I'otite
maligne externe (4).

8. Endocardites

Les endocardites dues au bacille pyocyanique sont rares (1% des cas), excepté chez
les toxicomanes (90% des endocardites tricuspidiennes). On peut également les
retrouver aprés une chirurgie cardiovasculaire.

9, Infections ostéo-articulaires

P.aeruginosa est responsable de 10% des ostéites et 20% des arthrites septiques.
Les ostéites sont le plus souvent secondaires a une fracture ouverte ou a une
intervention chirurgicale (chirurgie orthopédique, ostéosynthése). Elles peuvent aussi
compliquer des surinfections d’ulcéres cutanés chez le diabétique.

10. Infections digestives

Elles sont rares. |l existe des formes cliniques plus ou moins séveres. Classiquement
on retrouve une entérite aigue qui fait suite a un usage prolongé d’antibiotiques a
large spectre ou a I'absorption d’eaux contaminées.

III. Mécanismes de résistance aux antibiotiques

A. Résistance naturelle

A c6té de son impressionnant arsenal de facteurs de virulence précédemment décrit,
le bacille pyocyanique dispose de mécanismes Iui permettant de résister
naturellement a de nombreuses classes d’antibiotiques.

Cette résistance intrinséque est liée a l'action combinée de divers mécanismes,
potentialisés par la trés faible perméabilité de sa membrane externe (dix a cent fois
plus faible que chez E.coli). En réduisant la vitesse de pénétration intracellulaire des
antibiotiques, la membrane externe favorise en effet I'action d’enzymes hydrolytiques
ou modificatrices et des systemes d’efflux (4,43).
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P.aeruginosa produit naturellement une céphalosporinase chromosomique AmpC
(bétalactamase a large spectre et inductible). Cette enzyme hydrolyse les
aminopénicillines (amoxicilline, ampicilline), les céphalosporines de premiére et
deuxieme génération (céfalotine, céfoxitine, ceéfuroxime) et certaines
céphalosporines de troisieme génération (cefotaxime, ceftriaxone). Une autre
bétalactamase naturelle OXA-50 a également été identifié¢e chez le bacille
pyocyanique, mais du fait de sa faible activité et de son spectre restreint, son réle
dans la résistance naturelle aux bétalactamines reste marginal (44).

A la différence d’espéces proches comme P.fluorescens et P.putida, P.aeruginosa
est naturellement résistant a la kanamycine, grace a la production d'une
phosphotransférase APH(3’)-llb. Cette caractéristique peut étre utile dans
I'identification des Pseudomonas fluorescents (43).

Enfin, le bacille pyocyanique exprime naturellement plusieurs systémes d’efflux
actifs. Les pompes MexA-MexB-OprM et MexX-MexY-OprM contribuent a la
résistance naturelle a différentes classes d’antibiotiques (bétalactamines,
aminosides, fluoroquinolones tétracyclines, sulfamides, macrolides, triméthoprime,
chloramphénicol) (45,46).

La résistance naturelle de P.aeruginosa résulte ainsi de différents mécanismes,
visant soit a inactiver les antibiotiques, soit a les empécher d’atteindre leur cible
intracellulaire. Dans le tableau 4, on retrouve la liste standard et complémentaire des
molécules a tester par antibiogramme d’aprés les nouvelles recommandations du
CASFM 2017 pour les Pseudomonas sp (47).

Liste standard Liste complémentaire

Ticarcilline Nétilmicine
Ticarcilline-acide clavulanique Lévofloxacine
Pipéracilline Colistine
Pipéracilline-tazobactam Fosfomycine
Ceftazidime
Céfépime
Ceftolozane-tazobactam
Imipénéme
Meéropéneme
Tobramycine
Amikacine
Ciprofloxacine
Aztréonam
Gentamicine

Tableau 4: Liste standard et complémentaire des molécules a tester par antibiogramme pour les
Pseudomonas sp d'aprés le CASFM 2017 (47)
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P.aeruginosa n’est sensible qu’a un nombre restreint de molécules antibiotiques.
Ainsi les molécules habituellement actives sont représentées par certaines
bétalactamines (pipéracilline et ticarcilline, avec ou sans inhibiteur, ceftazidime,
céfépime, aztréonam, imipénéme, méropénéme, doripénéme), les fluoroquinolones
(ciprofoxacine, Iévofloxacine), les aminosides (a I'exception de la kanamycine), la
fosfomycine et la colimycine. Ci-dessous, on retrouve I'antibiogramme de la souche
sauvage de référence PAO1 (figure 3).
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Figure 3: Antibiogramme de la souche sauvage de référence PAO1 (CNR Résistance aux antibiotiques)

B.  Résistance acquise

1. Résistance aux bétalactamines

a) Résistance enzymatique

Les premieres bétalactamases décrites chez P.aeruginosa avaient un spectre étroit,
tandis que les plus récentes ont un spectre d’action étendu aux céphalosporines de
troisieme et quatrieme génération, voire aux carbapénemes.

Selon leur séquence en acides aminés, ces enzymes ont été réparties en quatre
classes (A, B, C et D ou classification de Ambler). Les enzymes de classe A, C et D
possédent une sérine au niveau de leur site actif, tandis que celles de classe B
nécessitent le zinc comme cofacteur, d’ou leur nom de métallo-enzymes.
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= Surproduction de la céphalosporinase naturelle (AmpC)
P.aeruginosa posséde une céphalosporinase naturelle AmpC (classe C de la
classification d’Ambler) qui intervient dans le phénotype de résistance naturelle,
décrit dans la partie précédente. L’expression d’AmpC peut étre induite par certaines
bétalactamines, comme les carbapénémes, la cefoxitine et par I'acide clavulanique.
Cette AmpC est faiblement exprimée chez les bactéries sauvages.

La production de 'AmpC est naturellement réprimée par une protéine AmpR. Des
mutations chromosomiques dans le systéme de régulation de la production de cette
enzyme peuvent entrainer une dérépression totale ou partielle de sa synthése.

Selon le niveau de production de I'enzyme, il en résulte une hydrolyse plus ou moins
importante de la plupart des bétalactamines, a I'exception des carbapénémes. Sur
un antibiogramme standard, on peut observer une différence des diamétres
d’'inhibition autour des disques de céfépime (S/lI) et de ceftazidime (I/R) car le
céfépime résiste en général mieux a linactivation que la ceftazidime. La
céphalosporinase AmpC est inhibée par de fortes concentrations de cloxacilline.
Ainsi, I'addition de cloxacilline a 1000 mg/L sur milieu gélosé de Muller Hinton permet
de récupérer une certaine sensibilité aux bétalactamines et d’identifier ces mutants
déréprimés (43,48).

Actuellement, la surproduction dAmpC représente le mécanisme de résistance a la
ceftazidime le plus fréquent chez les souches cliniques de bacille pyocyanique
isolées en France et a I'étranger (49,50).

Le géne du bacille pyocyanique codant pour AmpC n’a pas encore été identifié sur
des plasmides. Il n’est donc pas, a priori, transmis a d’autres espéces, comme c’est
le cas d’AmpC plasmidiques d’entérobactéries (48).

Récemment, des variants ESAC (Extended Spectrum AmpC) ont été décrits. lls se
caractérisent par une résistance de haut niveau a la ceftazidime et au ceftolozane,
pouvant s’étendre au céfépime et a la ticarcilline, mais qui ne touche pas ou peu la
pipéracilline. L'impact sur la résistance aux céphalosporines de 3°™ génération
(C3G) varie selon la localisation des mutations dans la structure de la
bétalactamase. Certaines mutations augmentent I'hydrolyse du ceftolozane méme
quand il est associé au tazobactam, tandis que d’autres diminuent le pouvoir
inhibiteur de I'avibactam (51-54).

= Bétalactamases a spectre étroit
Le bacille pyocyanique peut acquérir différentes bétalactamases transférables
(portées par des plasmides). Trois types denzymes sont impliqués: des
carbénicillinases (groupe CARB ou PSE), des oxacillinases (groupe OXA) et des
pénicillinases du groupe TEM. On les retrouve dans la classe A et la classe D de la
classification d’Ambler. Ces pénicillinases a spectre restreint conferent une
résistance a la ticarciline et a la pipéracilline, mais pas a la ceftazidime ni a
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I'imipénéme. Les inhibiteurs de bétalactamases ont une efficacité médiocre vis-a-vis
des enzymes CARB et OXA. Seule la production de pénicilinases de type
TEM1/TEMZ2 est bien inhibée par ces inhibiteurs (4,9,44).

= Bétalactamases a spectre étendu (BLSE)
Ces bétalactamases appartiennent aux classes A et D de la classification d’Ambler et
ont leur spectre d’action étendu aux céphalosporines de troisieme et quatrieme
génération.

» Bétalactamases de classe A
La premiere BLSE identifiee chez P.aeruginosa a été PER-1 (Pseudomonas
Extended Resistance), isolée en 1991 chez un patient turc hospitalisé a Paris. Cette
BLSE est I'une des plus souvent retrouvée chez les bacilles pyocyaniques résistants
a la ceftazidime. Elle posséde une forte activité hydrolytique vis-a-vis de la
ceftazidime, I'aztréonam et le céfépime, mais elle touche peu la pipéracilline. Elle est
inhibée par 'acide clavulanique et le tazobactam.

Sept autres familles de BLSE de classe A ont été décrites chez P.aeruginosa : TEM,
SHV et CTX-M (comme chez les entérobactéries), VEB (Viethamese Extended
spectrum Betalactamase), GES (Guyana Extended spectrum Betalactamase), BEL
(Belgium) et PME (Pseudomonas ESBL) (48).

Actuellement les enzymes de type PER et GES sont les plus fréquentes en France,
des souches productrices de ces enzymes ont été impliquées dans des épidémies
hospitalieres (50,55). Les enzymes de type GES hydrolysent la ceftazidime, le
céfépime et la pipéracilline, mais sont peu inhibées par l'acide clavulanique et le
tazobactam.

= Bétalactamases de classe D
A la différence des BLSE de classe A, les BLSE de classe D identifiées chez
P.aeruginosa ne sont que trés rarement retrouvées chez d’autres espéces
bactériennes.

Ce sont des « oxacillinases a spectre étendu » (ES-OXA). Elles dérivent pour la
plupart d’oxacillinases a spectre restreint par des mutations ponctuelles, ce qui les
rend plus actives sur les C3G. D’'une ES-OXA a une autre, I'activité est variable sur
les uréidopénicillines, les carboxypénicillines, I'aztréonam et les C3G. Elles sont peu
inhibées par I'acide clavulanique (excepté pour OXA 18, 45 et 28). L'OXA 19 est la
plus répandue en France (48).

= Carbapénémases
Les carbapénémases sont des bétalactamases dont le spectre s’étend aux
carbapénémes. La plupart des bétalactamases produites par le bacille pyocyanique
appartiennent aux métallobétalactamases (classe B de Ambler). Elles hydrolysent a
divers degrés les bétalactamines, a I'exception du monobactam (aztréonam).
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Sept types de MBL ont été décrites chez P.aeruginosa : IMP (IMiPénémases), VIM
(Verona Imipenemase), SPM (Sao Paolo MétalloBlactamase), GIM (German
imipenemase), AIM (Australia imipenemase) et plus récemment NDM-1 (New Delhi
MétalloBlactamase) et FIM (Florence imipenemase). Les groupes VIM et IMP sont
les plus fréquents en France et dans le monde.

VIM 2, la plus courante des MBL, hydrolyse fortement I'imipénéme, le méropénéme,
la ceftazidime, le céfépime et la ticarcilline. Elle a une activité plus faible sur la
pipéracilline et elle est inhibée in vitro par TEDTA. En routine le E-test MBL, avec
d’'un cbté un gradient d'imipénéme et de l'autre cété un gradient imipénéme associé
a de 'EDTA, est utilisé pour détecter rapidement ces métalloenzymes.

En dehors des MBL, certains variants de BLSE de type GES possédent une activité
carbapénémase (GES 2, 5, 6, 18 et 20). Ces carbapénémases sont plus difficiles a
détecter que les MBL. Les carbapénémases de classe A telles que les KPC tendent
a diffuser au sein des entérobactéries, mais elles restent rares chez le bacille
pyocyanique. Enfin, si elles sont trés représentées chez Acinetobacter sp, les
carbapénémases de type OXA (classe D de Ambler) sont exceptionnelles chez
P.aeruginosa (43,48).

Classification de Ambler Type d enzyme Variant
f-lactamases de spectre étendu (BLSE)

A TEM" —4,—21, —24, —42
SHY —2a, -5, —12
CTEM S | A T s |t
PER —1, -2
GES —1,-7, -8, -9, —11,—13, —19
VEB -1,-2, 3
BEL L R

({ES-0aA) Dérivis de OXA-2 —15, —18, —20, —32, -34, —3b, —141, —161
Dérivis de OXA-10 —11, —13, —14, 16, 17, —19, - 18, -119,
—142, —145, —147, —1B83
Autres —45, —56, —128
Carbapénémases
A GES -2, =5, -4, —18, -20
B 1P =1, =7, —4, =5,— 6, =7, -9, —10, =11, —13,
—14, —15, 16, —18, —19, =20, -1, -2,
—75, —26, —29, —30, —33, 35, —37, —40,
—41, —43, —44, 45, 48
Vim —1,-2, -3. -4, =5,-6, -7, -8, -9, —10,
—11, —13, -4, 15, —16, 17, —18, =20,
—28, —30,— 31, —33, 35, 40 -41, -4
NOM -1
SPM -1
AlM -1
GIM —
FIM -1
D {(CHDL) OXA —24/40, —198

PME
Dérivis de 0XA-1

=
=39

* R&férence de la premiére description en France.
" En gras figure les enzymes et les variants déja détectés en France.

Tableau S : Principales BLSE et carbapénémases identifiées chez P.aeruginosa (48)

En 2013, le réseau REA-RAISIN a montré que prés de 25% des souches de bacille
pyocyaniques isolées en service de réanimation étaient résistantes a l'imipénéme,
principalement par perte de la porine OprD. La méme année, Fournier et al ont
rapporté que 6.4% des souches | ou R a limipéneme isolées en service de
réanimation produisaient une carbapénémase. Cela correspond a une prévalence
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dix fois supérieure a celle des souches carbapénémases positives chez les
entérobactéries (48).

b) Résistance non enzymatique

= Altération de la porine OprD
Les porines sont des canaux protéiques transmembranaires permettant aux
bétalactamines de franchir la membrane externe bactérienne. Les bétalactamines
empruntent la porine majoritaire OprF, excepté les carbapénémes qui utilisent une
porine spécifique OprD.

Les mutations avec altérations quantitatives ou qualitatives de cette porine
constituent un mécanisme de résistance trés fréquent aux carbapéneémes. La
résistance touche alors tous les carbapénémes, avec des CMI (concentrations
minimales inhibitrices) multipliées d’'un facteur 4 a 32, sans affecter la CMI des
autres bétalactamines.

A la différence de I'imipénéme, le doripénéme et le méropénéme sont moins touchés
par ce mecanisme d’'imperméabilité du fait de leur meilleure activité intrinséque sur le
bacille pyocyanique. Il en résulte que des mutants catégorisés | ou R a l'imipénéme
peuvent rester sensibles aux deux autres molécules (43,48).

= Surexpression de systémes d’efflux
En plus de leur réle dans la résistance naturelle, les pompes d’efflux contribuent,
quand elles sont hyperproduites, a augmenter la résistance du bacille pyocyanique
aux antibiotiques. Chez P.aeruginosa, seul MexAB-OprM est exprimé de fagon
constitutive, les autres systemes sont réprimés dans les souches sauvages.

Les systemes d’efflux peuvent toucher des antibiotiques de différentes classes. lls
permettent de capter I'antibiotique dans I'espace périplasmique, puis de I'expulser
hors de la bactérie en utilisant I'énergie du gradient électrochimique de la membrane
cytoplasmique (figure 4).

Chaque systéme d’efflux est composé d’'un ensemble de trois protéines :
- une protéine de membrane cytoplasmique de la famille RND (Resistance
Nodulation Division : MexB, MexD, MexF, MexY) jouant le réle de pompe.
- une protéine périplasmique MFP (Membrane Fusion Protein family : MexA,
MexC, MexE, MexX) qui assure I'association entre les deux autres protéines.
- une protéine pore de membrane externe OMF (Outer Membrane Factor
Family : OprM, Oprd, OprN, OprM) (56).
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Figure 4: Représentation schématique d'une pompe d'efflux (56)

Deux systemes majeurs (MexAB-OprM et MexXY-OprM) peuvent entrainer une
résistance significative aux bétalactamines ainsi qu’a d’autres classes d’antibiotiques
(aminosides, fluoroquinolones, tétracyclines, sulfamides, triméthoprime,
chloramphénicol). Des mutations spontanées au niveau des génes régulateurs sont
a l'origine de la surexpression de I'une ou l'autre de ces pompes d’efflux.

Les mutants surproduisant MexAB-OprM sont quatre a huit fois plus résistants aux
bétalactamines que les souches sauvages, particulierement vis-a-vis de la
ticarcilline, cefotaxime, aztréonam, méropénéme et doripénéme (mais pas de
'imipénéme). On observe aussi une réduction des diamétres d’inhibition autour des
disques de fluoroquinolones. La surexpression du systéeme MexXY-OprM conduit de
son cbté a une augmentation de deux a huit fois des CMI des céphalosporines de
type zwitterion (céfépime et cefpirome), des aminosides et des fluoroquinolones.

Les mutants surproduisant les pompes MexCD-Oprd et MexEF-OprN sont plus rares
et seraient moins virulents que les souches sauvages. Les mutants qui surexpriment
MexCD-OprJ ont une résistance accrue aux céphalosporines de type zwitterion et
aux fluoroquinolones, mais une hypersensibilité a l'aztréonam, la ticarcilline et
'imipénéme. Ceux qui surproduisent MexEF-OprN ont une résistance modérée aux
fluoroquinolones et a I'imipénéme.

Les niveaux de résistance aux bétalactamines qui résultent de la surexpression de
ces systémes d’efflux sont en général modérés et bien plus faibles que ceux liés a la
présence de bétalactamases. Cependant, la surexpression de ces systemes d’efflux
est souvent associée a d’autres mécanismes de résistance, ce qui contribue a
'émergence de souches hautement résistantes vis-a-vis de nombreux antibiotiques
(43,48).
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c) Acquisition d’ADN étranger

L’acquisition de matériel étranger transmis par des plasmides, des transposons et/ou
des intégrons a partir d’autres bacilles a Gram négatif conduit a l'apparition de
nouvelles résistances chez P.aeruginosa. Seul un petit nombre plasmides de
résistance portés par les entérobactéries peut se répliquer chez le bacille
pyocyanique. Ces différents supports génétiques véhiculent ainsi des génes codant
pour des pénicillinases, des BLSE et/ou des carbapénémases (48).

2. Résistance aux aminosides

L’acquisition de génes de résistance aux aminosides portés par des plasmides est
observée chez de nombreuses bactéries, dont P.aeruginosa.

Le mécanisme de résistance le plus fréquent est lié a la production d’enzymes
modifiant les fonctions —\NH2 ou —OH des aminosides, empéchant ainsi la fixation a
leur cible ribosomale. Il existe trois classes d’enzymes modificatrices: les aminoside-
N-aminoacétyltransferase (AAC), les aminoside-O-nucléotidyltransferase (ANT) et
les aminoside-O-phosphotransferase (APH). Le support génétique de ces enzymes
est souvent situé au sein d’intégrons qui peuvent comporter aussi un ou des génes
codant pour des bétalactamases.

Parmi les isolats cliniques de P.aeruginosa, on retrouve le plus souvent les enzymes
ANT(2”)-1, AAC(3)-1 et AAC(6’)-1 (57). Ces enzymes conférent une résistance élevée
a la gentamicine et tobramycine pour ANT(2”)-I, a la gentamicine pour AAC(3)-I et a
la tobramycine et amikacine pour AAC(6’)-l. La production simultanée de AAC(6’)-1 et
de ANT(2”)-l entraine une résistance a tous les aminosides (gentamicine,
tobramycine, nétilmicine, amikacine).

Ces derniéres années, un nouveau mécanisme de résistance aux aminosides a été
mis en évidence chez les bacilles a Gram négatif. Il est lié a la modification de la
cible ribosomale sur laquelle se fixe 'aminoside, 'ARN 16S. Des méthylases RmtA
et RmtD (Resistance methylase transferase) ont ainsi été décrites dans des isolats
cliniques de bacille pyocyanique au Japon en 2003, puis au Brésil en 2007 (58,59).
Cette méthylation de 'ARN 16S est associée a des résistances a la gentamicine, la
tobramycine et 'amikacine. Encore peu répandues chez le bacille pyocyanique, ces
enzymes sont de plus en plus décrites chez les entérobactéries (Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Serratia marcescens, Enterobacter
cloacae, Citrobacter freundii et Acinetobacter sp.) dans plusieurs pays dont la France
et doivent donc inciter a la vigilance.

Enfin, le mécanisme d’efflux actif MexX-MexY-OprM est la principale cause de
résistance non enzymatique aux aminosides. Ce mécanisme est aussi trés fréquent
en France, notamment dans les isolats provenant de malades atteints de
mucoviscidose (43).
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3. Résistance aux fluoroquinolones

Les fluoroquinolones ont pour cible les enzymes de réplication de 'ADN bactérien
(TADN gyrase et la topoisomérase IV). Les deux molécules qui possédent la
meilleure activité intrinseque sur P.aeruginosa sont la ciprofloxacine et dans une
moindre mesure la Iévofloxacine. Cependant, elles ne doivent pas étre utilisées en
monothérapie dans les infections a bacille pyocyanique du fait de I'émergence
fréquente de mutants de cibles (gyrA et parC).

Des mutations au niveau de la protéine gyrA (sous-unité de 'ADN gyrase) ou au
niveau de la sous-unité parC de la topoisomérase conduisent a une baisse d’affinité
pour les fluoroquinolones. En effet, ces mutations introduisent des substitutions
d’acides aminés dans les régions QRDR ou se fixent les antibiotiques (Quinolone
Resistance Determining Regions).

Les altérations de la sous-unité gyrA sont fréquentes et augmentent significativement
la CMI de toutes les fluoroquinolones (60,61). Les altérations de la sous-unité parC
interviennent chez des mutants de type gyrA et amplifient la résistance a des niveaux
trés élevés (CMI ciprofloxacine = 32 mg/L) (43).

La surproduction des pompes d’efflux (MexAB-OprM, MexCD-OprJ et MexEF-OprN)
participe également a une résistance modérée aux fluoroquinolones, ainsi qu’a
d’autres classes d’antibiotiques.

4. Résistance a la colistine

La colistine appartient a la famille des antibiotiques polypeptidiques, les polymyxines.
Ces antibiotiques ont une activité bactéricide et leur spectre d’action comprend la
plupart des bacilles a Gram négatif dont le bacille pyocyanique. Leur mécanisme
d’action consiste a désorganiser la membrane externe bactérienne, puis la
membrane cytoplasmique.

Le bacille pyocyanique a la capacité de devenir imperméable aux polymyxines en
modifiant la composition de sa membrane externe, soit par mutations, soit par
activation de systémes membranaires complexes (systemes de régulation a deux
composants, tels que ParR et ParS). Il en résulte une résistance de bas niveau a la
colistine, avec une CMI multipliée par 2 a 8. L’'identification des mutants résistants
nécessite la détermination de la CMI de la colistine par une méthode de dilution. En
effet, la mauvaise diffusion de cet antibiotique en milieu gélosé rend les résultats
obtenus par la méthode des disques ininterprétables (43).

Les mutations sur le systeme a deux composants n’induisent pas seulement des
modifications au niveau du LPS, mais peuvent aussi interférer sur les systémes

d’efflux (MexXYOprM) ou sur la pompe OprD, et ainsi entrainer une résistance
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modérée a plusieurs classes d’antibiotiques (polymyxines, aminosides,
fluoroquinolones et bétalactamines) (62).

Récemment un nouveau mécanisme de résistance a la colistine a été mis en
évidence chez les entérobactéries : une résistance d’origine plasmidique associée au
géne mcr-1. La recherche de cette résistance plasmidique est devenue une
nécessité chez les souches multirésistantes de P.aeruginosa depuis la découverte
du géne en 2015 et la démonstration possible de son transfert des entérobactéries
aux bacilles a Gram négatif non fermentants (15).

Les taux de résistance a la colistine retrouvés par plusieurs études récentes restent
faibles : 1.1% entre 2009-2012 aux USA, 1.06% en 2007-2008 au Canada, 1.0%
entre 2009-2012 en Europe et 0.5% en 2011 en Amérique Latine (62). Cependant,
une étude de 2013 en Chine a retrouvé une résistance a la polymyxine B chez
22.2% de bacilles pyocyaniques catégorisés XDR (extensively drug-resistant) et
impliqués dans des bactériémies (63).

IV. Epidémiologie des infections a bacille pyocyanique

Depuis 1990, cing enquétes nationales de prévalence ont permis d'obtenir des
estimations régulieres de la fréquence des infections nosocomiales dans les
établissements de santé francais.

L’objectif de ces enquétes est de mesurer la prévalence des infections nosocomiales
un jour donné et de décrire les infections en fonction du type d’établissement, du
service, du site infectieux et du micro-organisme impliqué. Plus de 1900
etablissements de santé ont ainsi participé a I'étude en mai-juin 2012, soit une
cohorte dépassant les 300 000 patients (1).

A.  Place du bacille pyocyanique au sein des microorganismes
isolés
Dans I'enquéte nationale de prévalence de 2012, P.aeruginosa figurait a la 3°™®

place des agents responsables d’infections nosocomiales (8.4% des cas) derriére
E.coli (26%) et S.aureus (15.9%).

B.  Place du bacille pyocyanique selon le site infectieux

Sur I'ensemble des infections documentées au plan microbiologique, P.aeruginosa
était le 1°" micro-organisme isolé dans les pneumonies (18.1%, devant S.aureus
avec 14.7%) ainsi que pour les infections de la peau et des tissus mous (44.1%,
devant S.aureus avec 11.8%). Il était le 2°™ agent retrouvé dans les infections
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urinaires (6.9%, derriére E.coli avec 49.8%) et le 4°™ agent des infections du site
opératoire (6.9%, derriere S.aureus avec 29.2%, E.coli avec 13.5% et S.epidermidis

avec 7.5%).

En étudiant plus précisément

'ensemble des prélévements documentés a

P.aeruginosa, les infections urinaires (31.1%), les pneumonies (21.7%) et les
infections du site opératoire (14.2%) représentaient 67% des sites d’isolement du

bacille pyocyanique.

Site infectieux P. aeruginosa

N %o
Infection urinaire 328 31.1
Pneumonie 229 21,7
Infection du site opératoire 149 14,2
Bactériémie 101 9,6
Peau et tissus mous 83 1.9
Autre 163 15,5
Total 1053 100,0

Tableau 6: Distribution des sites infectieux pour P.aeruginosa (ENP juin 2012)

Concernant les bactériémies nosocomiales, P.aeruginosa était le 4éme agent

responsable (5.8% des cas) derriere S.aureus (18.4%), E.coli (15.4%) et
S.epidermidis (14.4%).
Autres 22,6%
Candida albicans - 2,5%
Staphylocogue coag. nég. espéce non précisée - 3.8%
Enterococcus faecalis - 3,9%
E Enterchacter cloacae - 4,1%
& Staphylocoque coagulase negative, autre - 4,3%
E Klebsiella pneumoniae - 4.7%
= Pseudomonas aeruginosa - 5,8%
Staphylococcus epidermidis 14,4%
Escherichia cali 15,4%
Staphylococcus aureus 18,4%
0,0% 50%  100%  150%  200%  250%

Part relative

Figure 5: Distribution des microorganismes isolés des bactériémies nosocomiales (ENP juin 2012)

C.

Place du bacille pyocyanique selon le type de séjour

Quelque soit le type de séjour, E.coli, S.aureus puis P.aeruginosa représentaient les
micro-organismes les plus souvent isolés des infections nosocomiales, a I'exception

de I'obstétrique ou E.faecalis figurait au 2

" rang.
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Type s&jour
5 Médegne Chiurgie  Obstéfmgue  Réamimation  S5R SLD  Psychiatrie

Micro-organisme

N (%) %/ (%) (%) %) (%) (%) (%)
E colf 3265 21,8 248 223 F5F 137 336 33,0 42,9
5. aureus 1997 155 145 ar 32 123 157 221 14,8
P. eruginosa 1053 9,0 84 T4 r.a 140 7.0 B8 3B
K. preumonize 599 46 47 38 57 &0 52 44 33
E faecalis 577 49 46 58 .2 39 4.2 30 2,2
5. epioEmigis 552 5.6 aa 5F o 4.8 25 0,4 1.1
E doacae 458 43 i3 517 g 54 2,6 1,4 0,5
P. mirabilis 403 2,5 26 28 37 e 42 7.2 2,2
. diiffrcife 337 24 39 1 La 12 35 23 1.1
C. albicans 285 29 26 Z3 ag 45 1.3 0,2 1.1
Autres 3055 26,5 246 252 & 325 202 17,2 26,9
Total 12581 100,0 roq o roaa Toa.o rea.¢ 100,0  100,0 100,0

€5 : court s&four

Tableau 7: Part relative des microorganismes les plus fréquents par type de séjour (ENP juin 2012)

Pour la réanimation, on retrouvait le bacille pyocyanique au 1* rang, avec 14% des
infections nosocomiales au sein de ce service. Cette valeur se rapproche de celle
retrouvée dans les résultats de I'enquéte de surveillance des infections nosocomiales
en réanimation adulte (réseau REA-RAISIN 2015) puisque tous sites et épisodes
confondus, P.aeruginosa était le germe le plus fréquemment rencontré parmi les
micro-organismes isolés (15.1% des cas, devant S.aureus avec 10.6%,
S.epidermidis avec 9.6% et E.coli avec 8.8% des cas) (64).

V. Epidémiologie de la résistance aux antibiotiques

A. Données mondiales

L’étude SENTRY menée entre 1997 et 2007 a permis d’étudier la sensibilité de plus
de 25 000 souches de Pseudomonas aeruginosa a travers le monde. Cette étude
incluait I'Asie, I'Europe, '’Amérique Latine et 'Amérique du Nord. Les souches
provenaient de prélévements urinaires, cutanés, respiratoires et d’hémocultures.

Dans le tableau 8, on retrouve les taux moyens de sensibilité par molécule

antibiotique testée et par région. Les valeurs surlignées indiquent le taux de
sensibilité le plus élevé retrouvé dans chaque région étudiée (65).
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Antibiotique % de souches sensibles par région (nombre de souches testées)
testé Europe (7695) Ameérique du Amérique Latine | Asie (4441)
Nord (9047) (4277)
Piperacilline- 83.0 88.7 74.8 82.9
tazobactam
Piperacilline 78.4 86.1 67.7 79.3
Ticarcilline-ac 71.6 77.2 56.4 67.6
clavulanique
Ticarcilline 70.0 78.7 554 73.6
Cefepime 77.1 84.8 64.6 77.0
Ceftazidime 75.9 82.4 62.8 74.7
Imipénéme 78.0 85.9 68.7 80.4
Meropéneme 81.5 89.4 71.6 83.5
Ciprofloxacine 70.7 76.1 58.6 75.8
Tobramycine 77.0 92.0 63.8 82.2

Tableau 8: Proportion des souches de P.aeruginosa sensibles vis-a-vis de 10 molécules antibiotiques
(SENTRY programme 1997-2007) (65)

Les taux de sensibilité les plus élevés sont retrouvés en Amérique du Nord et les
plus faibles en Amérique Latine. Quelle que soit la région considérée, la pipéracilline-
tazobactam est la pénicilline la plus active et on retrouve une meilleure activité du
céfépime concernant la classe des céphalosporines. De la méme fagon, on note une
supériorité d’action du méropénéme pour la classe des carbapénémes.

Une autre étude, The Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial menée entre
2004 et 2009, concernait uniguement des souches collectées en unités de soins
intensifs dans six régions du monde (Amérique du Nord, Europe, Asie, Amérique
Latine, Moyen-Orient et Afrique). Plus de 4700 souches de P.aeruginosa ont ainsi
été collectées (tableau 9). Les sites de prélévements étaient en majorité des
prélévements respiratoires et d’hémocultures (66).

Antibiotique % de souches sensibles par région (nombre de souches testées)
testé Europe Amérique Amérique Asie (305) | Moyen- Afrique
(1770) du nord | latine (856) Orient (59)
(1647) (117)
Aminoside 87.9 97.5 67.5 73.8 81.2 78.0
Cefepime 65.8 73.1 55.3 58.0 65.8 67.8
Ceftazidime 64.4 75.6 50.1 53.8 70.9 78.0
Imipénéme 72.3 79.4 56.1 81.5 83.3
Meéropéneme 67.6 79.1 59.0 57.6 58.1 51.4
Pipéracilline- 76.6 85.0 74.2 75.7 67.5 83.1
tazobactam

Tableau 9: Proportion des souches de P.aeruginosa sensibles vis-a-vis de 6 molécules antibiotiques (66)

Comme pour I'étude précédente, les taux de sensibilité les plus bas sont retrouvés
en Amérique Latine, ainsi qu’en Asie et en Europe. De grandes disparités sont a
noter concernant la sensibilité aux aminosides (97.5% de souches sensibles en
Ameérique du Nord contre 67.5% seulement en Amérique Latine), ainsi que pour le
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méropénéme (79.1% en Amérique du Nord contre 51.4% en Afrique) et la
ceftazidime (78.0% en Afrique contre 50.1% en Amérique Latine).

B. Données USA

Master et ses coll. ont publié en 2011 un article sur la résistance des souches de
bacille pyocyanique entre 1997 et 2009 aux Etats-Unis (figure 6). Plus de 900 000
souches ont ainsi été inclues dans cette étude (67).

Les variations de résistance les plus importantes ont concerné la ciprofloxacine dont
la résistance était estimée a 20% au début de I'étude, et qui a atteint un pic a 32 %
en 2002, avant de décroitre au seuil de 25 % en 2007. Cette molécule était ainsi la
moins active de toutes, avec une valeur moyenne de résistance de 28.4% sur la
période d’étude. Le plus bas taux de résistance a été retrouvé pour I'amikacine (7%
de résistance en moyenne), suivi du céfépime (9.3%) et de I'association pipéracilline-
tazobactam (10%). Le niveau de résistance était légérement plus élevé dans les
services de soins intensifs.
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Resistant

1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
N 33059 53869 65027 81478 4730 94317 63740 03833 BOGAG 7743 V748 52845 49844

Amikacin —— Aztreonam Ceafepime
“— Ceftazidime Ciprofloxacin =d—CGentamicin
~8—mipenem Piperacillintazobactam

Figure 6: Résistance de P.aeruginosa vis-a-vis de huit molécules antibiotiques entre 1997 et 2009 (67)

Une étude récente, baptisée INFORM (International Network for Optimal Resistance
Monitoring), s’est déroulée entre 2012 et 2015 et a permis de comparer l'activité de
la nouvelle association d’antibiotiques ceftazidime-avibactam a celle de neuf autres
antibiotiques. Elle a permis d’évaluer la sensibilité de plus de 7000 souches de
bacille pyocyanique collectées dans 79 centres hospitaliers. Les souches ont été
collectées chez des patients avec des pneumonies (5.5%), des infections cutanées
(24%), des infections urinaires (7.8%) et des bactériémies (7.7%) (68).
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% Susceptible® | frequency (no. of isolates)

Antimicrobial agent | 2012 2013 2014 2015
phenotype {1,968) {1,935) {1,742) {1,809)
Ceflandimeavibaciam ] GEE a3 o8O
Ceftazidime 832 843 840 258
Cefepime 838 835 LY g78
Piperacilin-tazobactam 78.3 787 B30 825
Meropenem 82.0 g1.@ g2.1 208
Ciprofioxacin 775 7E.E 778 78.1
Lewoficeeacin 75.3 745 75.1 747
Gentarnicin ge8 go.0 830 a7.2
Amikacin 67.5 o7.3 082 o84
Calistin Ba7 g ga 1 oo
MDR: phenotype 157 16.1 15.8 144
XDR phenotype 10.1 8.1 0.8 8.4

Tableau 10: Pourcentage de sensibilité des souches de bacille pyocyanique
(Etude INFORM)

Toutes souches confondues, les molécules les plus actives sont la colistine (99.4%
de sensibilité), le ceftazidime-avibactam (97%) et 'amikacine (97%).

Cette étude a retrouvé 15.4% de souches MDR (résistantes a au moins trois groupes
d’antibiotiques) et 9.4% de souches XDR (résistantes a au moins six groupes
d’antibiotiques). Ces souches ont ainsi été catégorisées selon les criteres de
Magiorakos et ses collégues (69). Le tableau suivant montre I'activité des différentes
molécules antibiotiques en fonction des phénotypes de résistance. On remarque que
I'avibactam restaure en grande partie une activité vis-a-vis des souches résistantes a
la ceftazidime.
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cLge EUCAST*
Antimicrobial Agent MICs, MIC,,

All isolates {7 452)

Ceftazidime avibactam 2 4 oro - < ST 3 | I 30
Ceftazidime 2 32 843 40 117 843 - 157
Cafapime 2 16 854 24 B2 8R4 14.8
Piperacilin-tazobactam 4 *84 805 @1 103 805 - 19.5
Meropensm 0 3 g20 @ 134 @20 119 B2
Ciprofioxadin M2 = 775 53 172 T8 57 225
Levoflceacin 05 =4 740 B8 185 860 8O0 251
Gartamicn =1 8 323 a7 81 883 - 117
Amikacin 2 g 7o 12 18 @30 40 30
Colistin 1 2 po4 08 01 000 = 0.1
MDR isclates {1,151)
Caftazidime-zvibactam 4 1B 821 - 70° @21 = 17.0
Ceftazidime 32 =32 276 18D 584 2FE - 724
Cafepime 16  »18 265 305 340 285 - 735
Piperacillin-tazobactam =84 =B84 155 340 508 155 - 845
Meropenem g =g M4 181 606 214 444 M2
Ciproficxacin =4 =4 213 123 B85 124 @0 787
Levoficacin g =4 148 148 708 B4 B3 852
Gentamicn 4 =8 511 103 287 511 - 48g
Amikacin g 2 971 &0 B0 745 128 120
Calistin 1 5 pof ne 03 ea7 - 0.3
¥DR isolates (808)
Caftazidime avibactam 8 3 758 - D43® 58 - 242
Ceftazidime 2 =32 188 180 B850 188 - 8
Cafepime 16 =18 143 420 437 43 - 857
Piperacillin-tazobactam =54 >4 57 344 =08 57 : 24.3
Meropanem B =g A 176 T4R 78 483 481
Ciproficacn g =4 102 122 777 33 B5 208
Levoflcacin . =4 47 143 @17 21 20 658
Gentzmicin =8 =8 381 115 504 381 : £1.8
Armikacin B 32 830 B2 106 BR1 152 168
Caolistin 1 2 81 D8 03 907 : 0.3

Tableau 11: CMI 50, CMI 90 et pourcentage de souches sensibles, intermédiaires ou résistantes, en
fonction des phénotypes (étude INFORM)

C. Données européennes

Depuis 1998, 'European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net)
collige des données sur la résistance bactérienne aux antibiotiques en Europe.
Pseudomonas aeruginosa fait partie des bactéries cibles de cette surveillance depuis
2005. Chaque année, les souches invasives isolées d’hémocultures sont
répertoriées. Trente pays européens ont participé a la surveillance pour I'année
2015.

Le tableau suivant présente les pourcentages moyens de résistance en Europe entre
2012 et 2015. La multirésistance était définie comme la résistance a trois groupes
d’antibiotiques ou plus, parmi les classes suivantes: pipéracilline-tazobactam,
ceftazidime, fluoroquinolones, aminosides et carbapénémes (70).
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Classe d’antibiotique | 2012 2013 2014 2015
Pipéracilline- 16.7 16.4 17.2 18.1

tazobactam

Fluoroquinolones 20.9 20.2 19.7 19.3

Ceftazidime 13.5 12.3 13.2 13.3

Aminosides 17.1 14.6 14.2 13.3

Carbapénemes 17.2 17.8 18.4 17.8

Multirésistance 13.6 13.0 13.3 12.9

Tableau 12: Pourcentage moyen de résistance du bacille pyocyanique en Europe entre 2012 et 2015 (70)

On observe ainsi une hausse significative de la résistance a la pipéracilline-
tazobactam entre 2012 et 2015 (16.7% en 2012 contre 18.1% en 2015) et une
baisse significative de cette résistance pour les aminosides et les fluoroquinolones
(respectivement 17.1% et 20.9% en 2012 contre 13.3% et 19.3% en 2015). Les taux
de résistance retrouvés pour la ceftazidime et les carbapénémes restent stables,

ainsi que la proportion des souches multirésistantes.

Les cartes ci-dessous (figures 7 a 12) permettent de visualiser les taux de résistance
les classes

du bacille pyocyanique en Europe pour

d’antibiotiques.

1. Pipéracilline-tazobactam

lannée 2015 selon

Figure 3.11. Pseudomonas aeruginosa. Percentage (%) of invasive isolates with resistance to plperacillin-tazobactam,
by country, EU/EEA countries, 2015

1%

1% 0 5%
5% to¢ 10%
== 0% tos 25%
. 25% 10 ¢ 50%
. = 50%

== No data reported or fewer than 1o isolates

[ Not included

Non-visible countrias
[ Liechtenstein
B luxembourg
[ Maita

Figure 7: Pourcentage de souches invasives de P.aeruginosa résistantes a la pipéracilline-tazobactam, par
pays, en Europe en 2015 (70)
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2. Fluoroquinolones

Figure 3.12. Pseudomonas aeruginosa. Percentage (%) of invasive Isolates with resistance to fluoroquinolones, by
country, EU/EEA countries, 2015

Uy

=R

= % to 5% o
== 5%t ¢ 10%
B 10% to¢ 25%

H 75% to¢ 50%
. =50%

[ No data reported or fewer than 1o isolates
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Non-visible countries
[ Liechtenstein
S Llurembourg
£ Malta

Figure 8: Pourcentage de souches invasives de P.aeruginosa résistantes aux fluoroquinolones, par pays, en
Europe en 2015 (70)

3. Ceftazidime

Figure 3.13. Pseudomonas aeruginosa. Percentage (%) of Invasive Isolates with resistance to ceftazidime, by country,
EU/EEA countries, 2015

1%

B 1% to¢ 5%
5% te¢ 10%
= 10% o ¢ 25%
I 75°% to ¢ 50%
. =500

No data reported or fewer than 1o isolates
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Non-visible countries
3 Lischtenstain
3 Luxembourg
1 Malta

Figure 9: Pourcentage de souches invasives de P.aeruginosa résistantes a la ceftazidime, par pays, en
Europe en 2015 (70)
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4, Aminosides

Figure 3.14. Pseudomonos aeruginesa. Percentage (%) of Iinvasive Isolates with resistance to aminoglycosides, by
country, EU/EEA countrles, 2015

1%

1% to ¢ 5%
5% to« 10%
B 10% to ¢ 25%
. 25% 0 ¢ 50%
- 50%
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=0 Luzembourg
B Malta

Figure 10: Pourcentage de souches invasives de P.aeruginosa résistantes aux aminosides, par pays, en
Europe en 2015 (70)

5. Carbapénémes

Figure 3.15. Pseudomonas aeruginosa. Percentage (%) of invasive isolates with resistance to carbapenems, by country,
EU/EEA countrles, 2015

1%

1% to¢5%
5% to< 10%
= 10% to« 25%
. 25% 10 ¢ 50%
. = 50%
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[ Not included
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B Malta

Figure 11: Pourcentage de souches invasives de P.aeruginosa résistantes aux carbapénémes, par pays, en
Europe en 2015 (70)

A de rares exceptions, les pays avec des taux élevés de résistance du bacille
pyocyanique vis-a-vis des carbapénémes présentent la méme tendance pour les
souches d’E.coli, de K.pneumoniae et d’Acinetobacter sp.
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6. Multirésistance

= 3.16. Psevdomonas aeruginosa. Percentage (%) of Invasive Isolates with combined resistance (resistance to
three or more antimicroblal groups among plperacillin + tazobactam, ceftazidime, fluoroguinolones, aminoglycosides
and carbapenems), by country, EU/EEA countries, zo1sg
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Figure 12: Pourcentage de souches invasives de P.aeruginosa multirésistantes, par pays, en Europe en
2015 (70)

7. Synthése des données européennes

En 2015, les résistances les plus élevées étaient retrouvées dans les pays d’Europe
de I'Est et du Sud-Est, en particulier en Slovaquie et en Roumanie. Sur I'ensemble
des souches étudiées, 66.1% étaient sensibles a tous les groupes d’antibiotiques
testés (pipéracilline-tazobactam, fluoroquinolones, ceftazidime, aminosides,
carbapénémes). Les phénotypes de résistance les plus fréquents étaient la
résistance isolée aux carbapénémes (5%) suivie de la résistance aux cing groupes
d’antibiotiques (4.4%).

D. Données francaises issues de 'EARS-Net

Le recueil et la transmission des données francaises a 'lEARS-Net reposent sur la
collaboration entre Santé Publique France (anciennement InVS) et TONERBA. La
contribution de 'ONERBA s’effectue par le biais de trois réseaux de laboratoires
fédérés au sein de cet observatoire (Azay-résistance, lle-de-France et REUSSIR).

Le tableau 13, établi grace au rapport de 'EARS-Net 2015, permet de suivre
I'évolution de la résistance du bacille pyocyanique aux antibiotiques en France au
cours des quatre années consécutives de 2012 a 2015. On note ainsi une baisse
significative de la résistance pour les aminosides, moindre pour la pipéracilline-
tazobactam et les fluoroquinolones.
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Classe d’antibiotique | 2012 2013 2014 2015
Pipéracilline- 19.9 154 17 16.1

tazobactam

Fluoroquinolones 22.2 21.2 20.6 19.1

Ceftazidime 14.1 11.5 12.0 11.6

Aminosides 20.0 16.0 15.7 12.8

Carbapénemes 18.0 17.2 18.7 16.4

Multirésistance 14.7 12.5 13.2 12.0

Tableau 13: Pourcentage moyen de résistance du bacille pyocyanique en France entre 2012 et 2015(70)

En moyenne, prés de 1500 souches de bacille pyocyanique sont recueillies chaque
année pour la France. Pour 'année 2015, 1956 souches issues d’infections invasives
ont été recueillies.

La figure 13 permet de suivre I'évolution des résistances pour chaque classe
d’antibiotique depuis 2005, et la figure 14 quant a elle concerne uniquement la classe
des carbapénémes (71).
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Figure 13: Proportions des souches de P.aeruginosa résistantes aux antibiotiques en France entre 2005 et
2015 (71)

En 2009, la France a connu une forte augmentation de la proportion de résistance a
la ceftazidime chez P.aeruginosa (16.8% en 2009 contre seulement 8% en 2008).
Elle est en diminution depuis 2012, mais la France reste parmi les treize pays
d’Europe rapportant une proportion de résistance supérieure a 10%.

53




& .‘. * anté A
Pseudomonas aeruginosa [T et oot
Prélévements infections invasives*, EARS-Net France
2005-2015.
35 1 40
2
& 29 29 28 o i 289 i 35
830
I 27 27
2 26 2
] 30 =
a 25 + B
5 22 o
250
=9
| 1 19 2
8207 8 18 e
2 20 3
o8 15 4 13 14 14 -}
=]
E 15 £
L 40 4 %
= | 10 &
@
=
N ;
o
0 + 0
20&5 EIJDIB 200? ED(:IB 2&09 2010 2m 1 2012 2013 2014 2015
Années de surveillance
\ =% P. seruginosa R Carbapénémes France =——Rang de la France ——Nb de pays participants

o

Figure 14: Proportions des souches de P.aeruginosa résistantes aux carbapénémes en France entre 2005 et

2015 (71)

En bleu, figure le rang de la France au sein de I'ensemble des pays participants au
réseau de 'lEARS-Net. Plus ce rang est bas et meilleure est la place de la France en
Europe. La résistance aux carbapénémes chez P.aeruginosa reste a un haut niveau

depuis 2009 (>15 % des souches).

Ce dernier tableau, publié dans le rapport de TONERBA 2015, illustre la tendance
des souches frangaises de bacille pyocyanique, en matiére de sensibilité aux

antibiotiques entre 2005 et 2014 (72).

Pseudomonas oeruginosa 2005 2006 2007 2008 2009 2010 201 2012 2013 2014
Mombre de souche testées / Number of strains fested
Ticarcilline 984 994 1249 1144 1N 1085 1661 1209 1154 1573
(eftazidime 932 941 1241 131 1081 1005 1661 1612 1860 1778
Imipénéme 979 093 1265 1198 115 1182 1661 1726 1848 1780
Amikacine 965 997 1180 1090 1136 1125 1661 1/01 1838 1587
(iprofloxatine 981 987 1291 1131 1204 177 1661 1724 1848 1778
% Ticarcillin, ceftazidime, imip ikacine and ciproflaxacin Sensible /Susceptible
Ticarcilline 53,9 58,4 85,6 56,6 476 511 56,3 58,1 56,9 61,2
(eftaridime 1,0 86,1 814 84,9 81,0 84,7 82,8 85,7 883 &75
lmipénéme 9,0 a9 814 a5 T5.7 174 148 . /8,2 169
Amikacine 87,6 85,5 85,7 889 82,0 26,3 875 85,6 89,6 00,7
Cprofloxacine 71,0 748 73,0 75,0 72,6 749 70,0 76,2 771 78,0

Tableau 14 : P.aeruginosa : Sensibilité aux antibiotiques, souches isolées d’hémocultures entre 2005 et

2014, EARS-Net(3 réseaux : REUSSIR, Ile-de-France, Azay-Résistance) (72)
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E.  Données régionales issues du Réseau des Microbiologistes du
Nord-Pas-de-Calais

Créé en 1997, 'ONERBA regroupe différents réseaux de surveillance de la
résistance aux antibiotiques. On retrouve notamment des réseaux de laboratoires
d’analyse médicale de ville, des réseaux de laboratoires hospitaliers (parmi lesquels
figure le Réseau des microbiologistes du Nord-Pas-de-Calais) et des réseaux de
laboratoires hospitaliers spécialisés dans les infections nosocomiales, rattachés au
CCLIN-Est, Paris-Nord et Sud-Ouest.

Pour le réseau Microbiologistes du Nord-Pas-de-Calais, les souches étudiées
proviennent de prélevements d’hémocultures, d’urines, de prélévements respiratoires
et d’autres sites (tableau 15). Ce réseau recense ainsi chaque année entre 200 et
250 bactériemies impliquant le bacille pyocyanique.

Année 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

N souches 5605 5019 5564 5419 5747 5180 5012 4866
Hémocultures 229 (4%) = 263 (5%) 239 (4%) 197 (3,6%) 244 (4,2%) 238 (4,6%) 238 (4,8%) 243 (4,9%)
Urines 1457 (26%) 1353 (27%) 1402 (26%) 1573 (29,0%) 1756 (30,6%) 1471 (28,4%) 1500 (30%) 1551 (30,9%)
Respiratoires 1960 (35%) 1753 (35%) 2131 (38%) 2160 (40,0%) 2311 (40,2%) 2122 (41%) 1959 (39,2%) 1923 (38,4%)
Autres 1959 (35%) 1650 (33%) 1792 (32%) 1489 (27,4%) 1436 (25%) 1349 (26%) = 1305 (26%) 1291 (25,7%)

Tableau 15: P.aeruginosa: Types de prélévements (Réseau Microbiologistes du Nord Pas-de-Calais 2008-
2015)

Le tableau 16 retrace la sensibilité aux antibiotiques du bacille pyocyanique entre
2007 et 2015. En 2015, la sensibilité des souches de P.aeruginosa était de 84.6% a
la ceftazidime, 77% a I'imipénéme et 78.1% a la ciprofloxacine.

Année 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Nombre de souches 1127* 5605 5019 5564 5338 5747 5167 5012 4866
Ticarcilline 37,8 38,0 40,0 43,5 46,7 44,4 41,3 49,3 41,5
Ceftazidime 76,0 78,0 77,0 81,7 84,5 83,5 83,4 84,8 84,6
Imipénéme 80,3 79,0 75,0 78,2 78,3 78,0 76,5 78,9 77

Amikacine 72,5 77,0 76,0 80,2 78,6 82,6 85,7 88,8 87,1
Ciprofloxacine 68,4 66,0 64,0 70,6 70,9 72,3 74,4 78,1 78,1

*Durée de I'enquéte : 2 mois

Tableau 16 : P.aeruginosa: Sensibilité aux antibiotiques (%) (Réseau Microbiologistes du Nord-Pas-de-
Calais 2007-2015)

Depuis I'année 2009, on note une augmentation progressive de la sensibilité a la
ciprofloxacine (64% en 2009 et 78.1% en 2015) soit un gain de sensibilité de 14%
sur six années. Cette tendance concerne uniquement la famille des fluoroquinolones,
les niveaux de résistances continuant a augmenter pour les bétalactamines.
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On peut évoquer un lien entre la consommation des antibiotiques et cette évolution
significative pour ce qui est de la résistance. Le réseau ATB-RAISIN, chargé de la
surveillance de la consommation des antibiotiques, a montré une consommation en
hausse entre 2009 et 2015 des antibiotiques a I'hpital (augmentation de 2.7% sur
cette période). L’'augmentation est trés importante pour les céphalosporines de 3°™
génération (+30 a 45% selon la molécule), les carbapénémes (+43%) et la
pipéracilline-tazobactam (+107%). |l y a par contre une diminution de Ila
consommation des fluoroquinolones (-4 a -27% selon la molécule, -17.5% pour la
ciprofloxacine notamment) (figures 15 a 17) (73).
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Figure 15: Evolution globale de la consommation en antibiotiques entre 2009 et 2015
(Réseau REA-RAISIN) (73)
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Figure 16: Evolution de la consommation de certaines bétalactamines dans les 542 établissements de santé
ayant participé entre 2009 et 2015 (% d'évolution calculé) (73)
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Figure 17: Evolution de la consommation en fluoroquinolones dans les 542 établissements de santé ayant
participé de 2009 a 2015 (% d'évolution calculé) (73)

La proportion des souches de bacille pyocyanique multirésistantes (définies comme
étant résistantes a la ticarcilline, au ceftazidime et a I'imipénéme) a diminué entre
2008 et 2015 passant de 9.8% a 7.1%, soit un taux d’incidence pour 1000 jours
d’hospitalisation passant de 0.15 a 0.085 (tableau 17). L'incidence des souches de
bacille pyocyanique en service de réanimation reste trés supérieure a l'incidence
globale (incidence jusqu’a 9.6 fois plus élevée pour 'année 2013).

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Toutes souches N. centres 17 17 20 20 20 19 19 19
Nombre total de souches 5605 5019 5564 5338 5747 5167 5012 4866
Incidence* totale 1,5 1,3 1,4 1,4 1,3 1,2 1,2 1,2
Incidence* réanimation 9,7 8,5 8,8 12,0 11,1 11,6 7,7 7,5
Multi-R** n 548 406 389 406 478 452 | 358 346
% 9,8 8,1 7,0 76 84 80 71 7,1
Incidence* 0,15 0,11 0,09 0,10 0,11 0,11 0,09 0,085

* taux d'incidence pour 1000 jours d'hospitalisation

** Nombre de souches de P. aeruginosa résistantes a Ticarcilline, Ceftazidime et Imipénéme | ou R

Tableau 17: P.aeruginosa: Proportion et incidence des souches multirésistantes (Réseau Microbiologistes

du Nord-Pas-de-Calais 2008-2015)

57



VI. Aspects thérapeutiques

La décision de traitement antibiotique repose tout d’abord sur la distinction entre
colonisation et infection: seules les infections doivent étre traitées par
antibiothérapie systémique. Les infections a Pseudomonas aeruginosa sont souvent
de traitement difficile en raison du terrain sur lequel elles surviennent et des
résistances naturelles et acquises de ce germe. La sélection des mutants résistants
est trés rapide en cas d’antibiothérapie inadaptée (74).

Il est donc essentiel de suivre quelques principes généraux pour la prise en charge
de ces infections:

- Le risque de résistance aux antibiotiques, a la fois naturel et acquis, est un
facteur a prendre en compte quant au choix de la thérapeutique probabiliste,
puis adaptée.

- Les associations sont indiquées pour les patients a haut risque et dans les
infections séveéres.

- L’initiation rapide d’une antibiothérapie adaptée est importante, puisqu’un
traitement retardé est corrélé a une mortalité accrue.

- Le contréle de la source infectieuse est nécessaire (retrait de cathéter infecté
et de tout autre dispositif invasif, drainage des abceés... quand cela est
possible).

A.  Molécules disponibles

Le répertoire des molécules antipyocyanique est relativement limité et comprend les
antibiotiques suivants :

- des pénicillines seules (pipéracilline, ticarcilline) ou en association avec un
inhibiteur de bétalactamase (pipéracilline-tazobactam et ticarcilline-acide
clavulanique),

- des céphalosporines (ceftazidime et céfépime),

- le monobactam (aztréonam),

- des fluoroquinolones (ciprofloxacine),

- des carbapénémes (imipénéme, méropéneme),

- des aminosides (amikacine, tobramycine),

- des polypeptides (colimycine).

Concernant les associations entre une pénicilline et un inhibiteur de béta-lactamase,
I'association pipéracilline-tazobactam est préférable a celle de la ticarcilline-acide
clavulanique. En effet, la pipéracilline posséde une meilleure activité
antipyocyanique et le tazobactam de meilleurs paramétres pharmacocinétiques.
D’autre part, I'acide clavulanique peut induire la production de 'AmpC et donc
antagoniser I'activité de la ticarcilline (75).

Pour les aminosides, la tobramycine est la molécule de référence vis-a-vis du bacille
pyocyanique avec les CMI 50 et 90 les plus faibles de la famille. Cependant, il faut
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préférer 'amikacine pour la prise en charge probabiliste car son spectre est plus
large et cela diminue le risque d’antibiothérapie initiale inadaptée (76).

B.  Stratégies thérapeutiques

1. Choix des molécules

Le choix de I'antibiothérapie en probabiliste est basé sur plusieurs parametres: la
présence de facteurs de risque de résistance, I'écologie du service, la présence
d’'une insuffisance rénale, des antécédents d’allergie aux bétalactamines et le site
infectieux.

Dans les infections sévéres a bacille pyocyanique, le traitement recommandé repose
sur une association de deux molécules actives sur la souche, aux posologies
recommandées et initialement par voie intraveineuse. L’association idéale est celle
d’'une molécule concentration-dépendante, d’action rapide avec une autre molécule
temps-dépendante, d’action prolongée. Le plus souvent, il est conseillé d’associer
une bétalactamine a un aminoside, la ceftazidime et l'amikacine étant les
antibiotiques de référence dans chacune de ces deux classes.

En cas d’insuffisance rénale, la ciprofloxacine sera préférée a un aminoside.
Cependant, I'utilisation d’une fluoroquinolone en premiére intention est déconseillée,
etant donné la fréequence des résistances acquises et surtout des résistances
croisées avec les bétalactamines. L’aztréonam pourra étre une molécule de choix en
cas d’allergie aux bétalactamines (74,76,77).

S’il n'existe pas de consensus pour la prise en charge des bactériémies a bacille
pyocyanique, le traitement des infections pulmonaires est quant a lui mieux défini. En
2016, I'IDSA a publié ses recommandations pour la prise en charge des
pneumopathies acquises sous ventilation mécanique (PAVM) (78).

B. Gram-hegative Antibiotica With C. Gram-Megative Antibiotics With Antipsewdomonal
Antipseudornonal Activity: frlactam-Bassd Agents Activity: Mon-frlLectam-Based Agenis
Antipseudomaonal penicilling™ Fluoroguinolones

Piperecillin-tazobectam 4.5 g IV géh® Ciprofioxacin 400 mg IV g2h
Lensofloxacin 760 mg IV g2dh
OR 0OR
Cephalosparing® Arminoghycosidas™®
Cefepime 2 g IV gBh Amikecin 1520 migfg IV g24h
Cefiazidime 2 g I gBh Gentamcin 7 mgfkg IV g24h
Tobremmcin 57 mgfkg 1V g24h
OR OR
Carbapsnams” Pohyrying™®
Imipenam S00 mag IV gbh® Calistin & rgfleg IV = 1 {loading dose) followed by 2.6
hieropenam 1 g IV gh rg = (1.5 = CrCl + 30) IV glZh (maintenance dose)
Polyrmyzdn B 2.5-3.0 maikgdd divided in 2 daity IV doses
OR
hbonobactams'

Arragnam 2 g IV gBh
Tableau 18: Recommandations de 1'IDSA pour la prise en charge des PAVM a bacille pyocyanique
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Il est ainsi recommandé d’associer une bétalactamine a activité antipyocyanique
(pénicilline ou céphalosporine ou carbapénéme ou monobactam) a une autre
molécule active sur P.aeruginosa (fluoroquinolone ou aminoside ou polymixine).
L’emploi des carbapénemes devra cependant étre limité et réservé aux patients
présentant un risque élevé dinfection par une souche hyperproductrice de
céphalosporinase, c'est-a-dire avec des antécédents récents de traitement par
bétalactamine. Quant a la colistine, elle doit étre réservée aux situations d'impasses
thérapeutiques face a un bacille pyocyanique multirésistant, voire totorésistant.

L’antibiothérapie doit étre secondairement adaptée aux résultats de I'antibiogramme,
et faire si possible I'objet d’'une désescalade thérapeutique en vue d’un traitement
efficace le plus simple possible (76,77).

2. Durée du traitement

La durée de I'association n’est pas parfaitement codifiée, elle doit étre suffisante afin
de réduire I'inoculum bactérien en dessous d’un certain seuil a partir duquel le risque
de sélection de mutants résistants est écarté et la bétalactamine est devenue
pleinement active. Cet objectif semble pouvoir étre atteint aprés 3 a 5 jours, mais
étant donné la difficulté a mesurer l'inoculum bactérien, il n’existe pas de consensus
général.

La durée totale de I'antibiothérapie n’est pas non plus formellement établie. Une
durée de 14 jours est recommandée par la majorité des experts dans les infections
graves car I'expérience clinique avec les traitements courts est limitée. Il apparait
nécessaire de maintenir le traitement au moins 72 heures aprés I'obtention d'une
réponse clinique et biologique franche (5,76,79).

3. Association ou monothérapie

L’utilisation de la bithérapie pour le traitement des infections a bacille pyocyanique
demeure un sujet controversé et fera I'objet d’'une analyse plus détaillée dans la
partie discussion de la these.

L’intérét d’associer plusieurs antibiotiques est d’obtenir un effet synergique,
d’augmenter la vitesse de bactéricidie ainsi que les chances d’avoir un traitement
initial efficace d’emblée sur la souche. Les inconvénients potentiels sont le cumul
d’effets indésirables, en particulier la néphrotoxicité et le surcott du traitement (77).

Dans une méta-analyse de Kumar en 2010, il apparait nécessaire de recourir a une
association d’antibiotiques pour les patients les plus graves, en état de choc (80). La
méme année, une autre étude de cet auteur a montré qu’une combinaison
d’antibiotiques était liée a une diminution significative de la mortalité a J28 par
rapport a une monothérapie chez les patients en état de choc septique (81).
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4. Parametres pharmacodynamiques

Etant donné I'extréme facilité avec laquelle P.aeruginosa s’adapte aux traitements
antibiotiques et les conséquences thérapeutiques en résultant, il apparait nécessaire
d’optimiser I'utilisation des anti-infectieux dés que l'origine de l'infection est probable
ou certaine. De nombreuses données soulignent limportance des parameétres
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques dans l'efficacité de I'antibiothérapie et
dans I'’émergence de mutants résistants in vivo.

Pour les antibiotiques temps dépendants, comme les bétalactamines, le facteur
pharmacodynamique majeur de succes est une concentration in vivo supérieure a la
CMI de la souche responsable pendant au moins 50% du temps entre deux
injections. Concernant les infections sévéres, cette concentration doit étre
constamment au-dessus de huit fois la CMI. Pour atteindre cet objectif, il convient
d’'utiliser une dose de charge, suivie d’'une perfusion continue de bétalactamine
antipyocyanique a forte dose (82).

Pour les aminosides, I'objectif est d’atteindre tres vite des taux sériques élevés en
une administration unique quotidienne par perfusion courte (30 min) pour obtenir une
bactéricidie concentration dépendante et limiter la résistance adaptative de
P.aeruginosa. |l est nécessaire de viser des taux au pic (Cmax) qui soient au moins
huit a dix fois au-dessus des CMI (Cmax/CMI = 8-10). Toute réinjection doit se faire
aprés dosage du taux résiduel pour éviter la néphrotoxicité. L’effet post antibiotique
des aminosides permet d’inhiber la croissance bactérienne, méme si les taux
sériques sont inférieurs aux CMI (83).

Pour les fluoroquinolones, le critére d’efficacité clinique et microbiologique est
I'atteinte d’un ratio aire sous la courbe / CMI au moins supérieur a 125 et si possible
supérieur a 250, ainsi qu’un rapport Cmax/CMI = 10. Il faut éviter leur administration
isolée qui expose a un risque élevé d’acquisition de résistance (74,76,82).

Dans le tableau ci-dessous, on retrouve le mode d’administration et la posologie
usuelle des principaux antibiotiques antipyocyaniques dans les infections séveres a
P.aeruginosa.

Molérules Schéma d’administration IV

Ceftazidime 2 grammes ¢n 1 heure puls 6 grammes par jour en continu (enfant, nowdsson = 30mgka/)

Mpéracilline ou pipéracilline + tazchactam 4 grammes {adulte ot enfamt> 12 ans) toutes tes 63 8 heures

Imipénéme-cilastatineg 1 gramme {enfant, nourisson : 20 mgkg) toutes les 8 heures

Méropénéme 1 gramme (enfant, nourlsson : 20 mg/kg) toutes les 8 heures

Amilkacine 200 & 23 mgkg en perfusion d'une heure

Tobramyclne & & 8 mgfkg en perfusion d"une houre

Clprofioxacine ® 400 mg toutes fes 8 heures

Calistine " Adulie de 70 kg avec foncdon rénale normale | a 2 mUl, 3 fols par jour en perfusion [V {solt 240 3 480 mg

de colistine-méthate par jour)

1 Unlisation chez Uadubie. Peut éue utilisée aprés avis spécialisé chez l'enfane, notammemt dans ke cadre des infections sur mucoviscldoses. Relais par vole orale diés gue
possibde (13 1.5 g par jour en deux prises)
" Pour le traizement de P aemiginosa résistant aux autees antibiouques ang-Pesudommonas ™

Tableau 19 : Posologie usuelle des principaux antibiotiques antipyocyaniques dans les infections séveres a

P.aeruginosa (83)
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C. Traitement des souches multirésistantes

Les infections causées par des souches multirésistantes rendent la thérapeutique
nettement plus complexe car le nombre d’options est limité. Le traitement doit étre
adapté aux résultats de I'antibiogramme en associant des antibiotiques parmi les
plus actifs. On peut selon les cas proposer le méropénéme, la ceftazidime ou le
céfépime, associés avec I'amikacine, la fosfomycine ou la rifampicine (83).

Plusieurs études rapportent des succés thérapeutiques avec l'utilisation de la
colistine intraveineuse. Mais ce vieil antibiotique n’est pas facile a manier du fait de
sa toxicité rénale et neurologique. Son utilisation est parfois la seule alternative
thérapeutique sur les souches multirésistantes. Il est recommandé d’utiliser cette
molécule en association afin d’éviter 'émergence de résistance.

D’autres études ont montré une activité renforcée in vitro de différentes associations
de molécules contre le bacille pyocyanique multirésistant, néanmoins il existe peu de
données quant a leur utilisation in vivo (84) :

- Ticarcilline + tobramycine + rifampicine

- Polymixine B + rifampicine

- Ceftazidime + colistine

- Macrolide + tobramycine ou trimethoprime ou rifampicine

- Colistine + méropénéme

D. Nouvelles molécules antibiotiques

Récemment deux nouvelles molécules antibiotiques ont intégré [I'arsenal
thérapeutique, il s’agit de molécules réservées a l'usage hospitalier. Ces
antibiotiques sont des associations d’'une céphalosporine a large spectre avec un
inhibiteur de bétalactamase. L’intérét de ces deux associations réside dans leur
activité sur certaines bactéries a Gram négatif résistantes, permettant de traiter des
patients atteints d’infections suspectées ou documentées a bacille pyocyanique ou a
entérobactéries productrices de BLSE (EBLSE), en vue d’une stratégie d’épargne
des carbapénémes (85,86)
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1. Ceftolozane-tazobactam (Zerbaxa®)

= Structure chimique (87)
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Figure 18: Structure chimique du ceftolozane et du tazobactam

= Spectre d’activité
Zerbaxa® est I'association d’une nouvelle céphalosporine de 3°™ génération, le
ceftolozane et d’un inhibiteur de bétalactamase (IBL), le tazobactam. Il posséde ainsi
une activité bactéricide élargie a certaines EBLSE et une excellente activité
antipyocyanique (85).

L’avantage du ceftolozane est d’étre actif in vitro contre les bétalactamases de
classe A (TEM, SHV, CTX-M) et certaines bétalactamases de classe C (AmpC) et D
(OXA). Il est cependant inactif contre les MBL (NDM1, VIM, IMP) et contre les
carbapénémases de type KPC.

Le ceftolozane-tazobactam est également actif sur certains cocci a Gram positif, en
particulier certains streptocoques (S.anginosus, S.constellatus, S.salivarius) mais
son activité est limitée sur les anaérobies (B.fragilis) (88).

» Indications
Zerbaxa® est indiqué dans le traitement des infections suivantes, chez des patients
adultes :

- Infections intra-abdominales compliquées

- Pyélonéphrites aigues

- Infections urinaires compliquées

Il peut étre proposé sur documentation bactériologique dans les infections a EBLSE
ou a P.aeruginosa sensibles (85).
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2. Ceftazidime-avibactam (Zavicefta®)

= Structure chimique (89)
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1 Chemical structure of ceftaxidime
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2 Chemical structure of avibactam

Figure 19: Structure chimique de la ceftazidime et de 1'avibactam

= Spectre d’activité
Zavicefta® est I'association d’'une céphalosporine de 3°™® génération, la ceftazidime
et d’un nouvel inhibiteur de bétalactamase, I'avibactam.

L’avibactam possede une activité inhibitrice plus large que les autres inhibiteurs de
bétalactamases actuellement disponibles. Il inhibe les bétalactamases des classes A
et C de Ambler (TEM, SHV, CTX-M, AmpC) et certaines bétalactamases de classe D
(OXA). Il est inactif contre les MBL, mais c'est la premiére association
bétalactamine/IBL a avoir une activité contre les carbapénémases de type KPC.

La ceftazidime est une céphalosporine de 3°™ génération largement utilisée dans le
traitement d’infections souvent sévéres a bacille a Gram négatif et son activité
antipyocyanique est particulierement retenue. L’association de l'avibactam vise a
rétablir l'activitt de la C3G sur les BGN en neutralisant de nombreuses
bétalactamases (86).

Le ceftazidime-avibactam a donc un spectre d’activité large incluant les EBLSE et le

bacille pyocyanique. A l'inverse, il est trés peu actif vis-a-vis de I’Acinetobacter, des
cocci a Gram positif et des anaérobies (88).
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= |[ndications

Zavicefta® est indiqué dans le traitement des infections suivantes, chez des patients
adultes :

Infections intra-abdominales compliquées

Infections des voies urinaires compliquées, dont les pyélonéphrites
Pneumonies nosocomiales, dont les PAVM

Infections dues a des bactéries aérobies a Gram négatif chez les patients
adultes pour qui les options thérapeutiques sont limitées

Il peut ainsi étre proposé dans les infections dues a des BGN, en alternative a
'usage des carbapénémes, en cas de résistance documentée ou fortement
suspectée aux C3G (86).

Des programmes d’étude sont en cours pour ces deux nouvelles molécules afin de
trouver de nouvelles indications (85,86).
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CHAPITRE II : OBJECTIFS

Pseudomonas aeruginosa est I'exemple type de la bactérie environnementale
devenue pathogéne opportuniste et représente un véritable probleme de santé
publique dans les établissements de soins. A des résistances naturelles et des
facteurs de virulence (signes d’adaptation a I'environnement), s’ajoutent des
résistances acquises sous la pression de sélection des antibiotiques. Cela conduit a
I'apparition de souches multirésistantes qu’il faut savoir identifier et suivre sur le plan
épidémiologique.

Les bactériémies a Pseudomonas aeruginosa ne sont pas rares. Ainsi, le réseau
Microbiologistes du Nord-Pas-de-Calais recense chaque année prés de 250
bactériémies liées a cette espéce au sein des vingt centres qui constituent son
réseau.

L’objectif principal de ce travail est de fournir une analyse descriptive des épisodes
bactériémiques liés au bacille pyocyanique sur une période de cing années
conseécutives (entre 2012 et 2016) au sein de deux centres hospitaliers régionaux,
Arras et Valenciennes.

Grace a I'exploitation de données cliniques et microbiologiques, il s’agit notamment
de:
- Décrire la population concernée (moyenne d’age, ratio homme/femme)
- Préciser 'origine communautaire ou nosocomiale des épisodes, ainsi que le
point de départ de l'infection
- ldentifier les facteurs de risque associés (comorbidités, présence de
dispositifs invasifs)
- Mettre en évidence la gravité des épisodes (notion de sepsis sévére, mortalité
a J10)
- Evaluer les taux de sensibilité aux antibiotiques et la proportion des souches
multirésistantes.

L’objectif secondaire de cette étude est de comparer I'activité antibactérienne in vitro
de deux nouvelles associations d’antibiotiques sur des souches cliniques
sélectionnées au sein de la cohorte et présentant différents phénotypes de
résistance. Pour cela, les CMI du ceftolozane-tazobactam et du ceftazidime-
avibactam sont déterminées en paralléle de celles de deux molécules plus anciennes
(le ceftazidime et le céfépime). Enfin, sur les souches catégorisées les plus
résistantes, il s’agit de décrire plus précisément le mécanisme de résistance
impliqué : présence de bétalactamase a spectre élargi (BLSE), céphalosporinase
hyperproduite, carbapénémase. Cette derniére étape nécessite le suivi des
protocoles de détection établis par le CNR de la résistance aux antibiotiques.

66



CHAPITRE III : MATERIEL ET METHODE

I.  Population étudiée

Il s’agit d’'une étude rétrospective des épisodes de bactériémies a Pseudomonas
aeruginosa, entre janvier 2012 et décembre 2016 au sein de deux centres
hospitaliers régionaux, Arras et Valenciennes.

A.  Description des deux centres hospitaliers

Avec une capacité de 1913 lits, dont la moitié en court séjour, le Centre Hospitalier
de Valenciennes représente l'offre de soins la plus significative au sud du
département du Nord. Il a ainsi été choisi pour étre I'hépital de référence du bassin
de vie en amont du CHRU de Lille et pour les autres hopitaux du territoire de santé
du Hainaut. Il s’agit du troisiéme établissement en importance de la région Hauts-de-
France et 'un des trente plus importants hépitaux de France.

Le Centre Hospitalier d’Arras, d’'une capacité de 369 lits en Médecine — Chirurgie —
Obstétrique, est un établissement public offrant une réponse aux besoins de santé
d'un territoire de plus de 300000 personnes, en plein cceur de ['Artois.
L’établissement dispose d'un partenariat étroit avec le CHRU de Lille, ainsi qu’avec
les structures médico-sociales du territoire.

B. Nombre d’épisodes

Ont été inclus dans I'étude tous les patients diagnostiqués avec une bactériémie a
bacille pyocyanique et hospitalisés durant cette période, quels que soient I'age, le
mode d’entrée du patient et le service d’hospitalisation (y compris les patients en
hémodialyse et en hdpital de jour d’hématologie). Les « récidives » ont été prises en
compte, nous avons ainsi individualisé les épisodes lorsqu’il y avait plus de sept
jours entre deux épisodes documentés.

Ainsi au cours de ces cing années, 47 épisodes de bactériémies a P.aeruginosa ont
eté recensées pour le CH d’Arras (avec 45 patients) et 134 épisodes pour le CH de

Valenciennes (avec 130 patients), soit un total de 181 épisodes pour 175 patients.

Ci-dessous est représenté le tableau de répartition des épisodes pour chaque année
étudiée et selon 'établissement.
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Nombre épisodes (nombre de patients)
Année étudiée Arras Valenciennes
2012 7(7) 22 (22)
2013 4(4) 31 (31
2014 6 (6) 26 (26)
2015 909 20 (19)
2016 21 (19) 35(33)

Tableau 20: Répartition des épisodes de 1'étude

II. Matériel

A.  Dossier patient

L’étude a nécessité un accés au dossier médical pour chaque patient, soit en version
informatisée (logiciels Clinicom a Arras et Cerner Millenium a Valenciennes), soit en
version papier pour certains dossiers archivés. Prés de 80% des dossiers étaient
informatisés, le recours aux archives a été nécessaire pour une trentaine d’épisodes.
L’objectif était de retrouver des informations relatives aux séjours hospitaliers des
patients, notamment le motif d’hospitalisation, I'historique médical ou encore la
thérapeutique mise en place.

Pour les données biologiques, une consultation des logiciels de validation biologique
(logiciel TD Synergy pour Arras et DxLab pour Valenciennes) a permis un recueil des
données d’intérét. |l s’agissait de documenter I'épisode de bactériémie avec
I'antibiogramme de la souche isolée et de rechercher la présence éventuelle de la
bactérie dans un autre prélévement.

B. Souches bactériennes

Les souches de P.aeruginosa responsables des épisodes de bactériemie et
conservées en tube leminor ont été récupérées pour les années 2015 et 2016 a
Valenciennes, et pour 'année 2016 a Arras, soit un total de 66 souches.

III. Méthodes

A.  Partie descriptive

1. Description des épisodes de bactériémies

Un tableau Excel a été réalisé pour répertorier les différents paramétres caractérisant
chaque épisode de bactériémie inclus dans notre étude.
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Pour chaque épisode, les données suivantes ont ainsi été recueillies :

Données relatives au patient :

- Nom et prénom

- Sexe

- Date de naissance

- Origine du patient (domicile, EHPAD ou hépital)

- Motif d’hospitalisation

- Présence de comorbidités

- Service prescripteur de 'hémoculture

- Service d’hospitalisation (si différent du service prescripteur initial)

- Date d’entrée et de sortie

- Hospitalisation dans les 3 mois précédents (service et durée d’hospitalisation
si possible)

- Prise d’antibiotiques dans les 3 mois précédents (molécule et durée du
traitement si possible)

- Présence de dispositif invasif (sonde urinaire, cathéter...)

- Notion de leucopénie/neutropénie a I'entrée

Parmi les comorbidités, a été relevée la présence de pathologies sous-jacentes
pertinentes dans un contexte de bactériémie (geste chirurgical récent, hémopathie,
tumeur solide, pathologie respiratoire chronique, insuffisance rénale chronique,
diabete, ulcéres veineux chroniques...).

La neutropénie a été prise en compte quand le chiffre de polynucléaires neutrophiles
était inférieur a 1.5 G/L ou lorsqu’il y avait une leucopénie avec un chiffre de globules
blancs inférieur a 0.5 G/L, rendant la formule leucocytaire irréalisable.

Données relatives a I’épisode bactériémique :
- Date du prélevement
- Porte d’entrée infectieuse
- Seévérité du sepsis
- Traitement antibiotique probabiliste
- Traitement antibiotique aprés documentation microbiologique
- Devenir du patient

Les points de départ des bactériemies ont été divisés en différentes catégories :
urinaire, digestif, pulmonaire, cutané, cathéter, chambre implantable, autre matériel,
infection de site opératoire et point de départ inconnu.

Le parameétre de sévérité a été relevé grace au compte-rendu médical lorsque celui-
ci indiquait des notions de choc septique, sepsis sévere, état de choc ou défaillance
multi-viscérale.

Le devenir du patient a été évalué a J10 et J30 et catégorisé de quatre fagons :
patient décédé, patient sorti, patient transféré dans un autre établissement, patient
toujours hospitalisé.
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Données microbiologiques :
- Notion d’hémoculture monomicrobienne ou polymicrobienne (avec le ou les
germe(s) associé(s))
- Présence d'un autre site documenté a bacille pyocyanique
- Antibiogramme

La sensibilité vis-a-vis des huit molécules antibiotiques suivantes a été renseignée :
ticarcilline, pipéracilline, pipéracilline+tazobactam, ceftazidime, céfépime, imipéneme,
amikacine et ciprofloxacine. Chaque molécule a été signalée : S pour sensible, | pour
intermédiaire, R pour résistante, et NT pour non testée.

2. Analyse statistique

L’exploitation statistique des données recueillies dans le tableur Excel a été réalisée
grace aux logiciels STATISTICA 10.0 et SPSS 18.0. Dans un premier temps, nous
avons réalisé une analyse univariée de l'association entre différents facteurs de
risque et la survenue d’un décés a J10 au moyen du test du Khi-deux. Le seuil de
significativité retenu était celui de 5% (p < 0.05). Puis, nous avons effectué une
analyse multivariée en intégrant 'ensemble des facteurs de risque retenus dans un
modéle de régression logistique.

B.  Partie technique

1. Détermination des CMI

Parmi les souches de collection, nous avons sélectionné des souches de différents
phénotypes présentant une résistance a une ou plusieurs bétalactamines :

9 souches avec la ceftazidime touchée, associée ou non au céfépime et a
'imipénéme résistants (CAZ R, FEP R/S, IMP R/S),

- 9 souches avec une pénicilline touchée (TIC R et/ou PIP R),

- 3 souches avec une résistance isolée a I'imipénéme (imperméabilité),

- 6 souches multisensibles.

L’intérét de cette sélection était d’étudier I'activité des deux nouvelles molécules
(ceftazidime-avibactam et ceftolozane-tazobactam) vis-a-vis des souches résistantes
aux céphalosporines classiquement utilisées pour la prise en charge du bacille
pyocyanique (ceftazidime et céfépime) et de la comparer aux autres phénotypes
servant de témoins négatifs.

Dans un premier temps, ces 18 souches ont été repiquées et incubées 18-24 h a
35+/-2°C en aérobiose. Puis nous avons suivi les recommandations de 'EUCAST
2017 pour déterminer les CMI des quatre antibiotiques a tester : celles des deux
nouvelles molécules (ceftazidime-avibactam et ceftolozane-tazobactam) en
comparaison avec celles de deux anciennes molécules (ceftazidime et céfépime).
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La CMI est la plus petite concentration en antibiotique capable in vitro d’'empécher la
croissance d'un germe dans des conditions expérimentales définies. Pour la
détermination des CMI, nous avons utilisé les bandelettes E-test suivantes :

- Ceftazidime TZ (0.016-256) Biomérieux®

- Cefepime PM (0.016-256) Biomérieux®

- Ceftolozane/tazobactam C/T (0.016-256) Liofilchem®

- Ceftazidime/avibactam CZA (0.016-256) Liofilchem®

Une bandelette E-test (ou Epsilometer-test) se présente sous la forme d’'une bande
de cellulose imprégnée d’antibiotique, a appliquer sur la surface d’'un milieu gélosé
préalablement ensemencé. L’une des faces de la bandelette représente une échelle
de lecture des CMI en pug/ml, l'autre face est imprégnée avec un gradient exponentiel
d’antibiotique séché et stabilisé. Une fois la bandelette déposée sur la gélose
ensemencée, l'antibiotique diffuse instantanément sur la surface de cette gélose.
Apres incubation, on observe une ellipse d’'inhibition qui permet une lecture directe
de la CMI. La valeur de la CMI correspond a la graduation a la limite de la zone
d’inhibition de croissance de la bactérie étudiée.
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Figure 20: Principe du E-test

A partir d’'une culture fraiche de bacille pyocyanique, nous avons donc réalisé une
suspension bactérienne en solution saline équivalente au standard Mc Farland 0,5.
Nous avons ensemencé une gelose Muller Hinton a 'aide de cette suspension et une
fois la gélose séche, nous y avons déposé les quatre bandelettes E-test. Puis nous

avons effectué les lectures de CMI aprés incubation de ces milieux 18-24 h a 35+/-
2°C en aérobiose.

La souche P.aeruginosa ATCC 27853 a été utilisée comme contrdle de qualité pour

valider nos manipulations, I'analyse de détermination des CMI étant sous
accréditation.
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2. Etude des mécanismes de résistance pour les souches les
plus résistantes

a) Tests de synergie

Pour les 9 souches catégorisées CAZ R et FEP R/S, nous avons voulu déterminer
plus précisément le mécanisme de résistance impliqué. Nous avons donc suivi le
protocole du CNR de la résistance aux antibiotiques concernant la détection de
BLSE grace a des tests de synergie.

En effet, les tests de synergie représentent un bon moyen pour distinguer les
souches résistantes a la ceftazidime (CMI > 8 pg/mL) qui surproduisent la
céphalosporinase naturelle AmpC (> 90%) de celles qui produisent une BLSE (<
10%).

Le principe des tests de synergie est le suivant : la majorité des BLSE de classe A
sont inhibées par l'acide clavulanique, tandis que la plupart des BLSE de classe D
(ou ES-OXA) sont inhibées par limipénéme et plus rarement par [l'acide
clavulanique. Il s’agit toutefois d'une méthode de criblage, pouvant étre mise en
défaut en cas de production simultanée de plusieurs bétalactamases par une méme
souche.

Des paires constituées de disques « antibiotique test/inhibiteur de bétalactamase »
sont donc déposées sur gélose MH préalablement ensemencée avec la souche a
tester, afin que les zones d’inhibition autour des disques de chaque paire soient
distantes d’environ 5 mm l'une de l'autre. La disposition des disques doit donc étre
calculée en fonction des résultats de I'antibiogramme initial, dans le but d’optimiser la
lecture des synergies. Au-dela d’'une certaine distance, les synergies ne peuvent plus
apparaitre.

L’utilisation d’'une gélose MH additionnée de 1000 mg/L, voire 2000 mg/L de
cloxacilline facilite la détection des BLSE en cas dhyperproduction de
céphalosporinase. En effet, la cloxacilline va agir en inhibant TAmpC et pouvoir ainsi
dévoiler une BLSE masquée.

Deux étapes préalables a la réalisation des tests de synergie ont donc été
nécessaires. Nous avons réalisé un antibiogramme sur milieu MH classique afin de
recalculer les diamétres d’inhibition autour des disques de ceftazidime, céfépime et
imipénéme. Nous avons également préparé des géloses MH additionnées de
cloxacilline a forte concentration (1000 mg/L).

Puis, a partir des cultures fraiches, un inoculum a 0.5 McF a été préparé et utilisé
pour ensemencer la gélose MH contenant la cloxacilline a 1000 mg/L. Les disques
d’antibiotiques ont ensuite été disposés par paire, comme indiqué sur le schéma
suivant du CNR, afin de mettre en évidence des synergies révélatrices de la
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présence de BLSE. La lecture et l'interprétation des résultats ont été possibles apres
incubation des milieux 18-24 h a 35+/-2°C en aérobiose.

/ \ A Diamétre d inhibition(CAZ ou FEP)+ 6
- 2

¥ des diamétres d’inhibition(IMP+FEP ou CAZ+IMP)
@@ o z
A

CAZ = disque ceftazidime 10pg
IPM = disque imipénéme 10ug

+—> AMC = disque amoxicilline+clavulanate 20/10pg

B FEP = disque céfépime 30ug

@) +> @)
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Figure 21: Principe des tests de synergie d'apreés le CNR de la résistance aux antibiotiques

Les synergies apparaissent sous la forme d’un élargissement de la zone d’inhibition
de I'antibiotique test, en direction du disque de I'inhibiteur.

Ainsi, la présence dune synergie entre les molécules AMC/CAZ, AMC/FEP,
CAZ/IMP et/ou FEP/IMP est en faveur d'une BLSE. L’absence de synergie est
évocatrice d’'une céphalosporinase hyperproduite (si la souche est par ailleurs bien
sensible a 'imipénéme).

b) Recherche de carbapénémase

Une des 9 souches précédentes avait pour phénotype de résistance : CAZ R/FEP
R/IMP R, nous avons donc complété les explorations a la recherche d’une
carbapénémase. Pour cela, nous avons réalisé un E-test® MBL IP/IPI.

Ce E-test correspond a une bandelette avec d’un c6té un gradient d'imipénéme seul
(IP) et de l'autre un gradient imipénéme associé avec de 'EDTA (IPI). Le réle de
'EDTA est d’inhiber les métallobétalactamases, ce test permet donc la détection des
souches productrices de carbapénémases de classe B uniquement.

Un ratio supérieur ou égal a 8 entre la valeur de la CMI lue du cété IP et la valeur de

la CMI lue du cbété IPI permet de conclure a la présence d’'une carbapénémase de
classe B ou MBL.
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Figure 22: Principe du E-test® MBL IP/IPI

Afin de compléter ce résultat, nous avons ensuite effectué une PCR GenCarba sur
cette souche, ce qui nous a permis de mettre en évidence une carbapénémase de
type VIM.
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CHAPITRE 1V : RESULTATS

I. Partie descriptive

A. Analyse des épisodes de bactériémies

1. Données d’incidence

- Nombre d’épisodes de bactériémies a Pseudomonas aeruginosa pour la période
d’étude (2012-2016) : n = 181

- Nombre de journées d’hospitalisation pour la méme période : N =2 613 584 JH

- Soit une incidence pour 1000 JH = 0.07

L’incidence des bactériémies a bacille pyocyanique pour notre période d’étude était
de 0.07/1000 JH.

2. Données relatives au patient et a I'épisode bactériémique

= Moyenne d’age et ratio homme-femme

Les 181 bactériémies concernaient 175 patients, on retrouvait 103 hommes (59%) et
72 femmes (41%), soit un sex-ratio H/F égal a 1,43. La moyenne d’age était de 69
ans, avec des patients agés de 5 jours a 101 ans. L’histogramme ci-dessous montre
que l'incidence des bactériémies augmente de fagon exponentielle avec I'age de nos
patients.
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Figure 23: Répartition des 4ges des patients par tranche de 10 ans (%)
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= Provenance du patient

A l'entrée, les patients venaient en majorité de leur domicile (n=145 ; 80%), suivi par
une structure hospitalieére (n=23 ; 13%) ou par un EHPAD (n=13; 7%).

Les structures hospitaliéres correspondaient aux centres hospitaliers d’Arras et de
Valenciennes, a d’autres centres hospitaliers publics ou a des cliniques privées.

m domicile
| hopital

m EHPAD

Figure 24: Provenance des patients pour chaque épisode

= QOrigine de l’infection

Les bactériémies acquises plus de 48 heures aprés I'admission représentaient 49%
des épisodes (88 infections « nosocomiales ») et celles acquises dans les 48
premiéres heures concernaient 51% des épisodes (n=93).

Parmi ces 93 épisodes acquis dans les deux premiers jours d’hospitalisation, 31
seraient en réalité des « infections associées aux soins » (patients dialysés, séance
de chimiothérapie, actes invasifs...) et les 62 épisodes restant rentreraient donc dans
la catégorie des «infections communautaires ». Ce nombre d’épisodes de
bactériémies associées aux soins est probablement sous-estimé du fait du manque
d’informations disponibles dans certains dossiers cliniques.
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= Service prescripteur de ’hémoculture

Les principaux services prescripteurs étaient les services de médecine (n=54 ; 30%),
les urgences (n=44; 24%), I'oncologie et 'hématologie (n=35; 19%) ainsi que les

services de soins intensifs (n=27 ; 15%).

30%

24%

Figure 25: Répartition des services prescripteurs (en %)

= Service d’hospitalisation

Les patients étaient majoritairement hospitalisés en médecine (n=76 ; 42%), en soins
intensifs (n=34 ; 19%) et en oncologie ou en hématologie (n= 33 ; 18%).
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Figure 26: Service d'hospitalisation (en %)
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= Motif d’hospitalisation

Le motif d’hospitalisation était le plus souvent infectieux (n= 79 ; 44%).

1%

mAEG

W hématologique
m infectieux

B traumatologique
B neurologique

M chirurgical

m cardiologique

1 séance de dialyse

Figure 27: Motif d'hospitalisation

= Sévérité et neutropénie

L’infection était considérée comme sévere dans 28.7% des cas (n=52) et associée a
une neutropénie dans 24.3% des épisodes (n=44).

= Hospitalisation dans les 3 mois précédents I’épisode de bactériémie

Une hospitalisation d’'une durée supérieure a deux jours, dans les 3 mois précédents
I'épisode de bactériémie, était mise en évidence dans 44% des cas (n=80).

= Antibiothérapie dans les 3 mois précédents I’épisode de bactériémie

Une antibiothérapie regue dans les 3 mois précédent I'épisode de bactériémie a été
retrouvée pour 34% des épisodes (n=62). Les principales classes d’antibiotiques
prescrites étaient les suivantes: bétalactamines, macrolides, aminosides et
fluoroquinolones.

Sur les 17 épisodes recensés avec un phénotype « BMR » (c’est-a-dire avec la
ceftazidime résistante), 11 patients avaient recu soit une céphalosporine de 3°™
génération, soit une fluoroquinolone dans les 90 jours au préalable, autrement dit
dans 65% des cas.
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= Comorbidités

93% des patients de notre étude présentaient au moins une comorbidité (n=163).
Dans notre cohorte, on observait ainsi :

- 82 patients avec une seule comorbidité (47%),

- 81 patients avec plusieurs comorbidités (46%),

- 11 patients sans pathologies sous-jacentes (6%),

- et 1 dernier patient non suivi sur le plan médical (aucun antécédent connu).

La pathologie sous-jacente la plus fréquente était une pathologie maligne (tumeur
solide ou hémopathie) pour 87 patients. Ci-dessous on retrouve un tableau qui
détaille 'ensemble des comorbidités observées dans notre étude.

Type de comorbidité Nombre (%)

Pathologie cancéreuse 87 (49.7%)

(dont 36 hémopathies et 51 cancers solides)

Diabeéte 43 (24.6%)

Pathologie cardiovasculaire 35 (20%)

Pathologie pulmonaire chronique 24 (13.7%)
(dont 14 BPCO, 4 asthme et 6 autres pathologies
de type insuffisance respiratoire chronique,

bronchite chronique...)

Insuffisance rénale chronique

24 (13.7%)

Pathologies neurologiques ou

23 (13.1%)

neurodégénératives

Pathologies cutanées (escarres, ulcéres 16 (9.1%)
veineux chroniques)

Cirrhose 11 (6.3%)
Autres :

Obésité 7 (4%)
Antécédent chirurgical récent 6 (3.4%)
Prématurité 1 (0.6%)
Pathologie dysimmunitaire (psoriasis et | 2 (1.1%)
pemphigoide bulleuse)

Tableau 21: Comorbidités observées chez nos 175 patients

= Porte d’entrée infectieuse

Les portes d’entrée les plus fréquentes étaient pulmonaires (n=32; 18%), urinaires
(n=25; 14%), digestives (n=24 ; 13%), mais non clairement identifiées dans 41% des
cas (n=75). Ces épisodes aux portes d’entrées non renseignées impliquaient des
patients avec une pathologie maligne dans 64% des cas (n=48) et une neutropénie
était associée dans 37% des cas (n=28).
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Figure 28: Détail de la répartition des portes d'entrée infectieuses

Concernant les infections du site opératoire (ISO), il s’agissait de complications post-
opératoires dans un contexte de spondilodiscite. Pour I'autre matériel, on retrouvait
une infection en lien avec la pose d’un défibrillateur.

= Autre site documenté

La documentation d’au moins un autre site que I'hémoculture avec le bacille
pyocyanique était observée dans seulement 35% des cas (n=64). Parmi ces 64
épisodes de bactériémies documentées avec un autre site ou plus, on retrouvait
toutefois le lien avec la porte d’entrée infectieuse suspectée dans 75% des cas
(n=48).

m 1 autre site
documenté

H > 1 autre site
documenté

= Absence d'autre site
documenté

Figure 29: Détail de la documentation d'un autre site avec la méme souche

Ci-dessous, on retrouve le détail de la répartition des autres sites documentés. Les
sites urinaires (32 ECBU), pulmonaires (17 prélévements de type liquide broncho-
alvéolaire, aspiration endo-trachéale ou aspiration bronchique), les cathéters (10 KT)
et les sites digestifs (9 prélévements de type bile, liquide d’ascite ou liquide
péritonéal) étaient les principaux représentés.
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Figure 30: Détail de la répartition des autres sites documentés avec la méme souche (n=77)

= Dispositif invasif

On retrouvait un ou plusieurs dispositifs invasifs pour 91 des épisodes (soit 50% des
cas). Le tableau suivant indique le détail de ces dispositifs invasifs.

Type de dispositif invasif Nombre de dispositifs
Intubation/ventilation ou trachéotomie ou endoprothéese trachéale 24

Sonde urinaire ou py¢lostomie 27

KT 23

PAC 19

Stomie digestive ou endoprothese biliaire 19
Pacemaker ou défibrillateur 5
Dérivation ventriculo-péritonéale 1

Tableau 22: Types de dispositifs invasifs

Parmi les 25 bactériémies a porte d’entrée urinaire, on retrouvait la présence d’'une
sonde dans 15 des cas (soit 60%). Concernant les 32 épisodes avec une porte
d’entrée pulmonaire, dans 9 cas il y avait intubation-ventilation des patients (soit 28%
des cas). Enfin, sur les 24 bactériémies a porte d’entrée digestive, on retrouvait un
dispositif invasif de type digestif pour 6 cas (soit 25%).

= DeveniraJ10eta J30

A J10, 45% des patients étaient toujours hospitalisés (n=82) et 22 % décédeés
(n=39). 46 patients sortaient d’hospitalisation (25%) et 14 étaient transférés vers un
autre établissement (8%). Puis, sur les 82 patients restant hospitalisés au dixieme
jour, 20% décédaient entre J10 et J30 (n=16), 22% restaient toujours hospitalisés a
J30 (n=18), les autres étant sortis (n=43; 52%) ou transférés vers un autre
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établissement de soins (n=5; 6%). Au total, la part des décés a J30 était donc de
30% (n=55).

8%

H patient décédé

H patient sorti

patient transféré

M patient toujours
hospitalisé

Figure 31: Devenir des patients a J10

Les « récidives » ou persistance de la bactériémie

Nous avons choisi d’individualiser les épisodes lorsqu’il y avait plus de sept jours
entre deux épisodes documentés. Six patients ont présenté deux épisodes de
bactériémies au cours de la période d’étude. Un dispositif invasif (sonde JJ) était
impliqué dans une de ces récidives. On observait une neutropénie dans quatre cas
et deux patients décédaient a J10 du second épisode.

Patient | Séjour Date 1" Date 2™* Délai Contexte Phénotype Décés a
(motif hémoculture hémoculture entre les | particulier J10
d’hospitalisation) 2 apres le

épisodes 2"
épisode

1 (Mme | Méme séjour 12/12/2014 22/01/2015 41 jours | sonde JJ BMR dans les 2 | non

DE) (motif infectieux) cas

2 (Mr Méme séjour 13/05/2014 28/05/2014 15 jours non Sauvage puis oui

0G) (motif infectieux) PIPR + IMP R

3 (Mr 2 séjours différents | 20/06/2016 18/07/2016 28 jours | neutropénie | PIP I puis BMR | oui

BO) (motifs infectieux)

4 (Mr 2 séjours différents | 08/09/2016 28/09/2016 20 jours neutropénie | Sauvage puis non

LAM) (motifs hémato) IMP I

5 (Mme | Méme séjour 18/04/2016 27/04/2016 9 jours neutropénie | Sauvage puis non

MA) (motif infectieux) TIC R

6 (Mme | 2 séjours différents | 21/09/2016 09/10/2016 18 jours neutropénie | Sauvage dans non

LAR) (motifs hémato) les 2 cas

Tableau 23: Descriptif des bactériémies récurrentes chez 6 patients de 1'étude
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3. Données microbiologiques

Hémoculture polymicrobienne ou monomicrobienne

Les hémocultures étaient majoritairement monomicrobiennes (n=136 ; trois quart des

cas) et polymicrobiennes pour 45 épisodes (un quart des cas).

Pour ces

hémocultures polymicrobiennes, Pseudomonas aeruginosa (PA) était le plus souvent
associé a une entérobactérie et on retrouvait une notion de sepsis sévere associée
dans 40% des cas (n=18). Ci-dessous, I'histogramme montre le détail des germes
associés dans les hémocultures polymicrobiennes.
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Figure 32 : Détail des germes retrouvés dans les hémocultures polymicrobiennes (n=45)

On trouvait ainsi :

Parmi les entérobactéries (EB): Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae, Morganella morganii, Enterobacter cloacae, E.aerogenes,
Raoultella planticola, Serratia marcescens

Parmi les germes non fermentants: Sphingomonas paucimobilis,
Acinetobacter pitii, A.baumannii, Stenotrophomonas maltophilia

Parmi les cocci a Gram positif (CGP): Staphylococcus aureus,
S.haemolyticus,  S.epidermidis,  Streptococcus pneumoniae, S.oralis,
S.constellatus, Enterococcus faecalis, E.casseliflavus

Parmi les anaérobies : Peptostreptococcus micros

Parmi les levures : Candida sp

Interprétation des antibiogrammes par molécule et par année

La sensibilité des souches de P.aeruginosa pour I'ensemble de I'étude était la
suivante : ticarcilline (65.6%), pipéracilline (84.5%), tazocilline (88.1%), ceftazidime
(90.6%), céfépime (92.8%), imipénéme (83.4%), amikacine (91.7%) et ciprofloxacine
(85.1%).
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Ticarcilline S R

2012 (n=29) 19 (65.5%) 10 (34.5%)
2013 (n=35) 25 (71.4%) 10 (28.6%)
2014 (n=32) 18 (56.25%) 14 (43.75%)
2015 (n=26) 14 (53.8%) 12 (46.2%)
2016 (n=35) 27 (77.1%) 8 (22.9%)
2012-2016 (n=157) 103 (65.6%) 54 (34.4%)

Tableau 24: Taux de sensibilité et résistance de la ticarcilline

Pipéracilline S R

2012 (n=29) 26 (89.7%) 3 (10.3%)
2013 (n=35) 30 (85.7%) 5 (14.3%)
2014 (n=32) 28 (87.5%) 4 (12.5%)
2015 (n=29) 22 (75.9%) 7 (24.1%)
2016 (n=56) 47 (83.9%) 9 (16.1%)
2012-2016 (n=181) | 153 (84.5%) 28 (15.5%)

Tableau 25: Taux de sensibilité et résistance de la pipéracilline

Tazocilline S R

2012 (n=29) 26 (89.7%) 3 (10.3%)
2013 (n=35) 31 (88.6%) 4 (11.4%)
2014 (n=32) 28 (87.5%) 4 (12.5%)
2015 (n=29) 24 (82.8%) 5(17.2%)
2016 (n=52) 47 (90.4%) 5(9.6%)

2012-2016 (n=177)

156 (88.1%)

21 (11.9%)

Tableau 26: Taux de sensibilité et résistance de la tazocilline

Ceftazidime S R

2012 (n=29) 27 (93.1%) 2 (6.9%)
2013 (n=35) 33 (94.3%) 2 (5.7%)
2014 (n=32) 30 (93.75%) 2 (6.25%)
2015 (n=29) 24 (82.8%) 5(17.2%)
2016 (n=56) 50 (89.3%) 6 (10.7%)
2012-2016 (n=181) 164 (90.6%) 17 (9.4%)

Tableau 27: Taux de sensibilité et résistance de la ceftazidime

Ci-dessous, sont représentés en détail les taux de sensibilité et résistance pour
chaque molécule antibiotique testée et par année d’'étude.
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Céfépime S R

2012 (n=29) 28 (96.5%) 1 (3.5%)
2013 (n=35) 34 (97.1%) 1 (2.9%)
2014 (n=32) 30 (93.75%) 2 (6.25%)
2015 (n=29) 25 (86.2%) 4 (13.8%)
2016 (n=56) 51 (91.1%) 5(8.9%)
2012-2016 (n=181) 168 (92.8%) 13 (7.2%)

Tableau 28: Taux de sensibilité et résistance du céfépime

Imipénéme S 1 R

2012 (n=29) 25 (86.2%) 1 (3.5%) 3 (10.3%)
2013 (n=35) 28 (80%) 3 (8.6%) 4 (11.4%)
2014 (n=32) 25 (78.1%) 1 (3.1%) 6 (18.8%)
2015 (n=29) 25 (86.2%) 2 (6.9%) 2 (6.9%)
2016 (n=56) 48 (85.7%) 0 (0%) 8 (14.3%)
2012-2016 (n=181) 151 (83.4%) 7 (3.9%) 23 (12.7%)

Tableau 29: Taux de sensibilité et résistance de l'imipénéme

Amikacine S 1 R

2012 (n=29) 27 (93.1%) 0 (0%) 2 (6.9%)
2013 (n=35) 32 (91.4%) 1(2.9%) 2 (5.7%)
2014 (n=32) 28 (87.5%) 2 (6.25%) 2 (6.25%)
2015 (n=29) 27 (93.1%) 1 (3.45%) 1 (3.45%)
2016 (n=56) 52 (92.9%) 0 (0%) 4 (7.1%)
2012-2016 (n=181) 166 (91.7%) 4 (2.2%) 11 (6.1%)

Tableau 30: Taux de sensibilité et résistance de I'amikacine

Ciprofloxacine S R

2012 (n=29) 25 (86.2%) 4 (13.8%)
2013 (n=35) 30 (85.7%) 5(14.3%)
2014 (n=32) 26 (81.25%) 6 (18.75%)
2015 (n=29) 25 (86.2%) 4 (13.8%)
2016 (n=56) 48 (85.7%) 8 (14.3%)
2012-2016 (n=181) 154 (85.1%) 27 (14.9%)

Tableau 31: Taux de sensibilité et résistance de la ciprofloxacine

Nous avons voulu comparer les taux de résistance de notre effectif dans la période
d’étude a ceux globalisés tous sites confondus pour les deux établissements. Les
souches isolées des hémocultures apparaissent plus sensibles pour la ticarcilline, la
ceftazidime et la ciprofloxacine.
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Comparaison des taux de résistance (I+R) pour les deux CH — Période 2012-2016

Molécule Toutes souches (3031) Souches hémocultures (181)
Ticarcilline 45.8% 34.4%
Ceftazidime 14.1% 9.4%

Imipénéme 18.2% 16.6%
Amikacine 8.4% 8.3%
Ciprofloxacine 18.7% 14.9%
Tableau 32: Comparaison des taux de résistance des souches d'hémocultures aux souches tous sites
confondues

= |nterprétation des antibiogrammes par phénotype de résistance

De maniére consensuelle, le Centre de Coordination de la Lutte contre les Infections
Nosocomiales (CCLIN Paris Nord) a établi que l'identification d’'une souche de bacille
pyocyanique présentant une résistance a la ceftazidime, que ce soit en situation
d’'infection ou de portage, devait conduire a la mise en place de précautions
complémentaires contacts (renforcement de I'hygiéne des mains, isolement en
chambre seule, matériel dédié). Dans les hopitaux d’Arras et de Valenciennes, ces
souches sont ainsi catégorisées « BMR » (pour bactéries multirésistantes) et leur
détection fait I'objet d’'un déclenchement de mesures d’hygiéne complémentaires
dans le service d’hospitalisation.

Parmi nos 181 épisodes, on retrouvait 17 souches considérées « BMR », c’est-a-dire
présentant une ceftazidime résistante (9.4% des cas). Parmi ces 17 souches, 2
souches étaient totorésistantes vis-a-vis des 8 molécules antibiotiques (ticarcilline,
pipéracilline, tazocilline, ceftazidime, céfépime, imipénéme, amikacine et
ciprofloxacine).

4, Traitement

= Description globale du traitement administré

En traitement probabiliste, une association d’antibiotiques était choisie pour 53.6%
des épisodes et une monothérapie dans 35.9% des cas. Aprés documentation, il y
avait 44.8% d’associations et 21.5% de monothérapies, mais le traitement était
inconnu dans un quart des épisodes.

Traitement initial Traitement aprés documentation
(n=181) (n=181)
Caractéristiques n (%) n (%)
Association 97 (53.6%) 81 (44.8%)
Monothérapie 65 (35.9%) 39 (21.5%)
Absence de traitement 11 (6.1%) 16 (8.8%)
Traitement inconnu 8 (4.4%) 45 (24.9%)

Tableau 33: Choix du traitement en probabiliste et aprés documentation
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Dans le tableau suivant, nous retrouvons le détail des molécules prescrites en
stratégie probabiliste et aprés documentation microbiologique.

Molécules prescrites Traitement Traitement renseigné
renseigné en apres documentation
probabiliste (n=120)

(n=160)
Total bétalactamines 147 (92%) 113 (94%)
dont :
Pénicilline sans activité antipyocyanique (amoxicilline, 3 1
cloxacilline, oracilline)
Pénicilline a activité antipyocyanique 3 1
(piperacilline, ticarcilline, aztréonam)
Pénicilline + IBL non antipyocyanique (augmentin) 20 3
Pénicilline + IBL & activité antipyocyanique (tazocilline) | 39 41
C3G non antipyocyanique (cefotaxime, ceftriaxone) 55 11
C3G antipyocyanique (ceftazidime) 8 17
C4G (céfépime) 4 21
Carbapéneme (imipéneme, méropéneme) 15 18
Total fluoroquinolones 38 (24%) 36 (30%)
dont :
Fluoroquinolone non antipyocyanique (ofloxacine) 5 3
Fluoroquinolone a activité antipyocyanique 33 33
(ciprofloxacine, levofloxacine)
Aminosides 43 (27%) 45 (38%)
Colimycine 5 (3%) 5 (4%)
Total autres molécules 33 (21%) 10 (8%)
dont :
Macrolides 3 0
Antianaérobie ou antifongique 17 5
Anti cocci & Gram positif 12 5
Bactrim 1 0

Tableau 34: Détail des molécules recues en probabiliste et aprés documentation

= Notion de traitement actif ou inactif sur le bacille pyocyanique

Pour I'analyse du traitement antibiotique prescrit, nous avons cherché les cas ou il y
avait au moins une molécule active sur le bacille pyocyanique en nous appuyant sur
les résultats de I'antibiogramme de chaque souche.

Quand nous nous retrouvions face a une monothérapie par aminoside, le traitement
etait considéré comme inadapté. Bien qu’une monothérapie par ciprofloxacine soit
contestable du fait du risque accru d’émergence de résistance, nous avons choisi de
positionner ce traitement comme étant actif contre P.aeruginosa. Ce n’était pas le
cas des monothérapies par Iévofloxacine. Effectivement, aucune recommandation
dans la littérature ou dans les consensus de thérapeutiques n’évoque les
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monothérapies avec cette molécule, aussi nous avons préféré catégoriser ce

traitement en inactif.

Traitement probabiliste
renseigné
(n=160)

Traitement renseigné apres
documentation
(n=120)

Traitement actif sur le bacille
pyocyanique

(au moins une molécule a
activité antipyocyanique)

66 (41.3%)
Dont :
-50 associations
-16 monothérapies

101 (84.2%)
Dont :
-74 associations
-27 monothérapies

Traitement inactif sur le bacille
pyocyanique

(absence de molécule a activité
antipyocyanique)

94 (58.7%)
Dont :
-45 associations
-49 monothérapies

19 (15.8%)
Dont :
-7 associations
-12 monothérapies

Tableau 35: Proportions de traitements actifs et inactifs sur le bacille pyocyanique

Sur les 160 épisodes avec une antibiothérapie renseignée en probabiliste, le
traitement choisi était actif sur P.aeruginosa dans seulement 41.3% des cas (n=66).
En traitement documenté, I'antibiothérapie était active pour 84.2% des épisodes
renseignés (n=120).

= Modification du traitement effectuée aprés documentation

Sur les 120 épisodes ou nous avions un traitement renseigné a la fois en probabiliste
et aprés documentation microbiologique, le traitement était conservé pour 31
episodes (25.8%) et modifié dans 74.2% des cas (n=89). Ci-dessous, on retrouve le
détail des principales modifications de traitement effectuées aprés documentation.

Détail des 89 modifications (modification majeure expliquée) :
Pour 8 épisodes, la principale modification était le passage en monothérapie. A
'inverse, pour un des patients, la modification consistait a passer vers une
association d’antibiotiques. Les autres modifications étaient les suivantes :

- Modification vers tazocilline = 19

- Modification vers une C3G ou modification de C3G = 18

- Modification vers une C4G = 19

- Modification vers un carbapénéme = 10

- Modification vers une association carbapénéme + colimycine = 2

- Modification vers colimycine = 1

- Décrémentation de la colimycine = 1

- Couverture anti cocci a Gram positif = 3

- Moadification vers une fluoroquinolone = 5

- Modification dans I'association (passage fluoroquinolone vers aminoside) = 1

- Décrémentation vers pipéracilline = 1

Au total, les modifications effectuées allaient dans le sens d’une incrémentation ou
d'un élargissement de spectre pour 69 patients (77.5%) et dans le sens d’'une
décrémentation thérapeutique ou réduction de spectre pour 18 épisodes (20.2%).
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Pour 2 dossiers, on ne notait pas de modification notable pour ce qui est du spectre
d’activité (2.2%).

= Focus sur l'utilisation des carbapénémes

Un carbapénéme était initié en probabiliste dans 15 épisodes. Aprés documentation,
il était poursuivi pour 7 patients et débuté pour 11 patients. Ci-dessous est expliquée
la stratégie thérapeutique employée en ce qui concerne la mise en place ou la
désescalade thérapeutique avec les carbapénémes.

Evolution du traitement probabiliste une fois la documentation disponible (n=15) :

- Décrémentation du carbapénéme dans 5 cas

- Traitement non renseigné dans 2 cas

- Abstention thérapeutique pour 1 patient

- Maintien du carbapénéme devant la résistance du bacille pyocyanique aux
autres molécules pour 3 patients

- Maintien du carbapéneme malgré une alternative thérapeutique disponible
dans 4 cas

Mise en place d’'un carbapénéme aprés documentation (n=11):
- Molécule mise en place devant la résistance du bacille pyocyanique aux
autres molécules pour 5 patients
- Molécule mise en place malgré une alternative thérapeutique disponible dans
6 cas

Au total, une alternative thérapeutique aux carbapénemes existait dans 10 cas sur
les 18 ou ils étaient utilisés aprés documentation microbiologique.

= Analyse du traitement recu par les 39 patients décédés a J10

Traitement probabiliste Traitement documenté
Association d’antibiotiques 21 9
Monothérapie 7 1
Traitement non renseigné ou 11 29
abstention thérapeutique

Tableau 36: analyse du traitement recu par les patients décédés a J10

Concernant le traitement probabiliste de ces patients décédés a J10, I'association
était inadaptée dans 10 cas sur les 21 (47.6%) et pour 6 monothérapies parmi les 7
(85.7%). En documenté, le traitement recu en association ou en monothérapie était
actif sur le bacille pyocyanique dans les 10 cas renseigneés.
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B.  Analyse statistique

Pour l'exploitation statistique de nos données, nous avons réalisé une analyse
univariée de l'association entre différents facteurs de risque et la survenue d’un
décés a J10 au moyen du test du Khi-deux. L’association était significative pour une
valeur p inférieure a 0,05. Puis, nous avons effectué une analyse multivariée en
intégrant plusieurs facteurs de risque retenus dans un modéle de régression
logistique.

= Relation origine de 'infection et décés a J10

I N’y a pas de différence significative du nombre de décés en fonction du délai
d’acquisition de la bactériémie : infections nosocomiales (acquises > 48 heures aprés
'admission) et infections acquises dans les 48 premiéres heures (catégorie
regroupant les infections communautaires et associées aux soins).

Nombre de Nombre de % de déces par | Test du Khi2
bactériémies déces aJ10 catégorie
Acquisition de | <48 h aprés 93 18 19.4% Khi2=0.54
I’infection I’admission (p=0.460)
>48h apres 88 21 23.9%
1I’admission

Tableau 37: Nombre de bactériémies et de décés en fonction du délai d'acquisition de 1'infection, associé
au résultat du test statistique du Khi2

= Relation porte d’entrée infectieuse et décés a J10

Il n’a pas été possible de réaliser une analyse statistique du nombre de décés en
fonction de la porte d’entrée infectieuse, car la taille de nos effectifs ne permettait
pas de remplir les conditions de validité a la réalisation du test du Khi-deux. Le
tableau ci-dessous montre cependant une tendance a la mortalité plus élevée en cas
de site primitif pulmonaire (28%) qui contraste avec I'absence de décés en cas de
porte d’entrée urinaire.

Nombre de Nombre de % de déces
bactériémies déces a J10 par catégorie
Porte d’entrée | Urinaire 25 0 0%
infectieuse Pulmonaire 32 9 28%
Digestive 24 4 16.7%
Autre porte 25 7 28%
d’entrée

Tableau 38: Nombre de bactériémies et de décés en fonction de la porte d'entrée infectieuse
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= Relation sévérité et décés a J10

La proportion de déces est significativement plus élevée dans les formes sévéres de
bactériémies avec une valeur p inférieure a 0.05.

Nombre de Nombre de % de décés Test du Khi2
bactériémies déces a J10 par catégorie
Sévérité de Formes 52 18 34.6% Khi2=7.37
I’infection séveres (p=10.007)
Formes non 129 21 16.3%
séveres

Tableau 39: Nombre de bactériémies et de décés en fonction de la sévérité de l'infection, associé au
résultat du test statistique du Khi2

= Relation neutropénie et décés a J10

Bien que la part des décés semble plus importante dans le groupe des patients
neutropéniques (29%), le test du Khi2 n’a pas retrouvé de lien significatif entre

neutropénie et décés a J10 (p > 0.05).

Nombre de Nombre de % de déces | Test du Khi2
bactériémies déces aJ10 par catégorie
Neutropénie Patients avec 44 13 29% Khi2=2.20
neutropénie (p=0.138)
Patients sans 137 26 19%
neutropénie

Tableau 40: Nombre de bactériémies et de décés en fonction de la neutropénie, associé au résultat du test
statistique du Khi2

= Relation phénotype BMR et décés a J10

Nous avons retrouveé qu’il y avait plus de décés a J10 en présence d’'un phénotype
BMR (p = 0.007).

Nombre de Nombre de % de déces | Test du Khi2
bactériémies déces aJ10 par catégorie
Phénotype Phénotype 17 8 47% Khi2 =7.22
BMR (p=0.007)
Phénotype non 164 31 19%
BMR

Tableau 41: Nombre de bactériémies et de décés en fonction du phénotype BMR, associé au résultat du
test statistique du Khi2
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= Relation hémoculture polymicrobienne et déces a J10

Nous n’avons pas mis en évidence de différence significative de mortalité entre les
hémocultures polymicrobiennes et monomicrobiennes (p > 0.05).

Nombre de Nombre de % de déces Test du Khi2

bactériémies déces a J10 par catégorie
Nombre de Hémoculture 45 10 22.2% Khi2=0.016
germes dans polymicrobienne (p=10.899)
I’hémoculture | Hémoculture 136 29 21.3%
monomicrobienne

Tableau 42: Nombre de bactériémies et de décés en fonction du type d’hémoculture, associé au résultat du
test statistique du Khi2

= Relation hémoculture polymicrobienne et sévérité

Nous avons ensuite cherché a comparer la sévérité de [linfection en cas
d’hémoculture polymicrobienne et monomicrobienne. La encore nous n’avons pas
retrouvé d’association significative entre ces deux paramétres, bien que la valeur du
p fat tout juste en limite de significativité (p = 0.054).

Nombre de Nombre de % de formes | Test du Khi2
bactériémies formes séveres par
séveres catégorie
Nombre de Hémoculture 45 18 40% Khi2 =3.72
germes dans polymicrobienne (p=0.054)
I’hémoculture | Hémoculture 136 34 25%
monomicrobienne

Tableau 43: Nombre de bactériémies et de formes sévéres en fonction du type d’hémoculture, associé au
résultat du test statistique du Khi2

= Test de régression logistique

Dans notre étude, la présence d’'un cancer ou d'une hémopathie sous-jacente
représente un facteur aggravant de décés a J10 avec un odd-ratio a 2.7, tout comme
la sévérité du sepsis (OR = 2.6) et la présence d’un phénotype BMR (OR = 2.9).

Paramétre étudié Odd ratio | Intervalle de confiance 95% de I’odd ratio
Age 1.016 0.992-1.040
Sexe 1.037 0.478-2.249
Diabéte 1.242 0.489-3.157
Cancer ou hémopathie 2.692 1.205-6.015
Sévérité du sepsis 2.625 1.197-5.757
Phénotype BMR 2.943 0.972-8.910

Tableau 44: Test de régression logistique
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II. Partie technique

= Détermination des CMI

CMI des souches les plus résistantes :

Apres lecture des CMI, nous avons catégorisé les souches en phénotype sensible
(S) ou résistant (R) grace aux concentrations critiques définies par le CASFM :

- Ceftazidime (CAZ) : sensible si CMI < 8 ug/ml et résistant si CMI > 8 ug/mi

- Céfépime (FEP) : sensible si CMI < 8 ug/ml et résistant si CMI > 8 pg/ml

- Ceftolozane/tazobactam (C/T) : sensible si CMI < 4 ug/ml et résistant si CMI >

4 pg/mi
- Cetftazidime/avibactam (CZA) : sensible si CMI < 8 ug/ml et résistant si CMI >
8 pg/mi
Phénotype n° dossier CMI S<8- CMI S<8-] CMI | S<4- | CMI | S<8-
initial CAZ | R>8 | FEP | R>8 | C/T | R>4 | CZA | R>8
CAZ R/ FEP R/ 663 585 2] R 16| R >256 | R 24 R
IMP R
CAZR/FEP R 626 617 24 R >256 | R 3 S 4 S
670 464 9% | R 128 R 24 R 48] R
678304 | >256| R 64| R 2] R 24 R
677 487 48] R 2] R 2 S 3 S
656 844+ 24 >256 6 2
(>256) | R (>256) | R (16) | R 4| R
693 820 9% | R 64| R 8] R 6 S
54672 2] R 24 R 3 S 2] R
CAZR/FEP S 662 436* 24| R 2] R 3 S 2 S

Tableau 45: CMI des souches les plus résistantes (ug/ml) et interprétation SIR en fonction des valeurs
critiques du CASFM

Pour les souches n° 626 617, 677 487, 693 820 et 662 436 résistantes a la
ceftazidime, on observe une récupération d’activité avec le ceftazidime-avibactam,
avec une CMI initiale divisée d’un facteur 6 a 16.

Les souches n° 626 617, 677 487, 54 672 et 662 436 initialement résistantes a la
ceftazidime et au céfépime apparaissent également sensibles au ceftolozane-
tazobactam avec une CMI nettement abaissée par rapport a ces deux molécules de
référence.

Au total, trois souches initialement résistantes sont passées sensibles aux deux
nouvelles associations d’antibiotiques (n°® 626 617, 677 487 et 662 436). Excepté
pour la premiéere souche productrice de carbapénémase (n° 663 585), les huit autres
souches résistantes ont des CMI C/T et CMI CZA inférieures par rapport aux
molécules de référence (CAZ et FEP). Méme si I'activité n’est pas récupérée dans
chaque cas, C/T et CZA semblent ainsi plus puissantes que la ceftazidime et le
céfépime. Les deux molécules montrent une faiblesse pour ce qui est de la souche
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n°663 585, en effet ni C/T, ni CZA ne sont efficaces vis-a-vis des carbapénémases
de type MBL, d’ou la non restauration d’activité sur cette souche.

(*) On remarque aussi que la souche n° 662 436 initialement catégorisée en
phénotype « CAZ R/FEP S » apparait finalement « FEP R » aprés lecture de la CMI.
Cela traduit bien les limites de l'antibiogramme pour les valeurs proches des
diamétres critiques et 'intérét de réaliser des CMI.

(**) Concernant la souche n° 656 844, la premiére valeur de CMI correspondait a
celle lue en tenant compte de la présence de colonies mutantes plus résistantes. La
seconde valeur entre parenthéses était celle lue aprés avoir effectué un repiquage
de ces colonies mutantes. Sur la photo suivante, la lecture des CMI doit se faire en
tenant compte de la présence des colonies mutantes a proximité de la bandelette.
Ainsi, la valeur de CMI de la ceftazidime (bandelette TZ) se fait a 24 pg/ml (et non
pas a 8 ug/ml), celle du ceftolozane/tazobactam (C/T) se fait a 6 ug/ml (et non a 3
pg/ml) et celle de la ceftazidime/avibactam (CZA) se lit a 2 pg/mil.

Figure 33: Photos des bandelettes E-test de la souche n° 656 844 pour lecture des CMI
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La détection de ces colonies mutantes est essentielle, car elle est souvent reliée a un
risque d’échec thérapeutique secondaire.

CMI des autres souches servant de témoins :

Phénotype n° dossier CMI | S<8- | CMI | S<8- | CMI | S<4- | CMI | S<8-
initial CAZ | R>8 FEP R>8 C/T R>4 | CZA | R>8
TIC R ou PIP R 691 045 2 S 8 S 3 S 4 S
608 833 1,5 S 4 S 3 S 2 S
661 888 3 S 6 S 2 S 6 S
692 096 6 S 6 S 3 S 3 S
52 080 2 S 4 S 1,5 S 3 S
55731 1 S 6 S 1,5 S 3 S
53218 1 S 4 S 1 S 1 S
57707 1 S 0.38 S 0.38 S 0.5 S
60215 2 S 3 S 3 S 2 S
IMP R isolément 679 353 1,5 S 2 S 1,5 S 1,5 S
679719 1,5 S 2 S 3 S 4 S
614 401 1 S 2 S 1 S 2 S
Multisensible 649 400 1 S 1,5 S 0,75 S 1,5 S
659 170 1 S 1,5 S 1 S 1,5 S
662 389 0,75 S 2 S 1 S 1 S
673123 | 0,75 S 1,5 S 1 S 1,5 S
675 416 1 S 1,5 S 0,75 S 1,5 S
676 153 1 S 1,5 S 1 S 1 S

Tableau 46: CMI des souches servant de témoins (ug/ml) et interprétation SIR en fonction des valeurs

critiques du CASFM

= Détermination des phénotypes de résistance grace aux tests de synergie

Les tests de synergie ont permis de mettre en évidence la présence de 2 BLSE
parmi les 9 souches BMR testées.

Phénotype initial

n° dossier

Interprétation du test de synergie

CAZ R/ FEP R/ IMP R

663 585

Absence de synergie/ rechercher une carbapénémase

CAZR/FEPR

626 617

Synergie AMC/FEP = BLSE

670 464

Pas de synergie/ probable céphalosporinase hyperproduite

678 304

Pas de synergie/ probable céphalosporinase hyperproduite

677 487

Pas de synergie/ probable céphalosporinase hyperproduite

656 844

Synergie AMC/FEP et CAZ/AMC = BLSE

693 820

Pas de synergie/ probable céphalosporinase hyperproduite

54 672

Pas de synergie/ probable céphalosporinase hyperproduite

CAZR/FEPS

662 436

Pas de synergie/ probable céphalosporinase hyperproduite

Tableau 47: Résultats des tests de synergie
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Une synergie apparait comme un élargissement de la zone d’inhibition de
I'antibiotique testé en direction du disque de linhibiteur. Sur la photo suivante qui
correspond aux tests de synergie réalisée pour la souche n°656 844, on observe
bien un élargissement de la zone d’inhibition du céfépime (FEP) en direction de
'augmentin (AMC). La méme image apparait entre les disques de ceftazidime (CAZ)
et d’augmentin.

©
™

O
©

Figure 34: Photo des synergies entre les disques FEP/AMC et CAZ/AMC pour la souche n° 656 844

= Recherche de carbapénémase (dossier n°663 585)

Avec le E-test MBL IP/IPI, on retrouvait CMI IP > 256 pg/ml et CMI IPI = 8 pg/ml, soit
un ratio supérieur a 8 entre la valeur de la CMI lue du cété IP et la valeur de la CMI
lue du cé6té IPI, permettant de conclure a la présence d’'une carbapénémase de
classe B ou MBL. Aprés avoir effectué une PCR GenCarba sur cette souche, on
confirmait ce résultat avec détection d’'une carbapénémase de type VIM.
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CHAPITRE V : DISCUSSION

I. Limites de I’étude

Une premiére limite de cette thése est le nombre de centres hospitaliers inclus dans
I'étude. A l'origine, nous avions fait le constat du nombre élevé de bactériémies a
Pseudomonas aeruginosa (PA) répertoriées chaque année par le Réseau
Microbiologistes du NPDC : 200 a 250 cas/an pour vingt centres participants. Il aurait
eté intéressant d’élargir le travail d’investigation a d’autres sites mais cela semblait
difficile d’'un point de vue pratique (déplacements et temps nécessaire au recueil des
informations dans chaque hdpital). Nous avons donc limité cette étude a deux
centres hospitaliers, cela évite toutefois de tomber dans le piége d'une étude
monocentrique.

Une autre limite est le caractéere rétrospectif de notre travail et par conséquent les
difficultés liées au recueil des données dans les dossiers patients. La version
informatisée n’était pas étendue a tous les services et pour les dossiers les plus
anciens, nous avons di demander un accés aux archives. D’autre part, certaines
informations relatives au parcours de santé en dehors de I'établissement n’étaient
pas toujours retranscrites dans les dossiers (soins et traitements regus ou prescrits
en ville, résultats d’analyse de laboratoires ou d’établissements extérieurs). Enfin, les
renseignements fournis dans les comptes rendus variaient en fonction des services
(certains dossiers bien détaillés, d’autres moins) et selon le médecin en charge de
rédiger les résumés d'examens (présence de dispositifs invasifs pas toujours
notifiée, antibiothérapie recue au préalable non retranscrite, peu de précision sur les
criteres de sévérité de I'épisode...).

La taille des échantillons observés pour certains paramétres ne permettait pas
toujours d’inclure ces variables dans une analyse statistique. Certaines données
étaient manquantes ou non renseignées. A titre d’exemple, nous n’avons pas pu
faire 'analyse statistique de la mortalité en fonction de la porte d’entrée infectieuse
car 41% de nos portes dentrée étaient non identifiées. Cela s’est avéré
particulierement décevant, mais d’autres études avaient déja mis en évidence un fort
taux de non renseigné pour ce paramétre. Dans une étude brésilienne de Dantas et
al, on relevait méme une proportion nettement plus importante puisque la porte
d’entrée était inconnue dans 60.8% des cas pour 120 épisodes analysés (90).

Le recueil des criteres n’étant pas exhaustif, nous aurions pu étudier d’autres
parameétres (notamment la durée et posologie du traitement antibiotique administré),
tenter d’autres analyses statistiques et également estimer le colt attribuable a
chaque épisode, en matiere de consommation d’antibiotiques ou de durée
d’hospitalisation par exemple.

Une derniére limite de notre étude concernait la difficulté a répartir les patients de
notre cohorte selon les définitions de sévérité du sepsis, de traitement antibiotique
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adéquat et selon l'origine de l'infection (nosocomiale, communautaire ou associée
aux soins). D'une part, ces définitions peuvent varier selon les études (notion de
traitement approprié) et d’autre part, elles sont parfois laissées a I'appréciation du
clinicien en charge du patient (estimation de la sévérité de l'infection). Enfin, nous
manquions parfois d’éléments concernant une hospitalisation préalable ou un soin
effectué afin de trancher sur 'origine exacte de chaque épisode (infection réellement
communautaire ou associée aux soins). Nous avons ainsi choisi de séparer les
infections acquises plus de 48h aprés I'admission (infections nosocomiales) et celles
acquises dans les 48 premiéres heures aprés admission. Cette seconde catégorie
regroupe a la fois de véritables infections communautaires et celles associées aux
soins.

II. Incidence et épidémiologie des bactériémies a Pseudomonas
aeruginosa

Dans la littérature, il existe peu de données sur l'incidence relative aux bactériémies
a Pseudomonas aeruginosa. Pour Al Hasan, lincidence était de 6.4 pour 100 000
personnes/an apres ajustement au sexe et a I'dge, sur une période d’étude de 1997
a 2006 (91). Une étude précédente menée entre 2003 et 2005 faisait état d’'une
incidence de 188.9 toutes bactériémies confondues, 93.2 pour les bactériémies a
Gram positif, 80.9 pour les bactériémies a Gram négatif, 47.7 pour celles a E.coli et
32 pour 100 000 personnes/an pour celles a S.aureus (92).

Nous avons retrouvé une incidence des bactériémies a PA de 0.07 pour 1000 jours
d’hospitalisation sur la période d’étude. A titre de comparaison, les taux d’incidence
des bactériémies a SARM et EBLSE étaient de 0.06 et 0.08 pour 1000 jours
d’hospitalisation sur la méme période pour le CH de Valenciennes. En 2015, d’aprés
le réseau BMR-Raisin il y avait une densité d’'incidence des bactériémies a SARM de
0.032/1000 JH et celle des bactériémies a EBLSE était de 0.055/1000 JH (93).

P.aeruginosa ne figure pas parmi les bactéries qui font I'objet d’'une surveillance
dans le programme national Raisin. Ce programme cible les BMR telles que le
SARM et les EBLSE en raison de leur fréquence élevée et de leur potentiel
pathogéne se traduisant par une morbidité, une mortalité et des colts accrus. Il peut
sembler étonnant de vouloir comparer des bactériémies a bacille pyocyanique avec
des bactériemies a SARM ou EBLSE, mais notre démarche peut étre justifiee par le
fait que les bactériémies a PA sont difficiles a traiter au méme titre que ces autres
bactériémies.

Un autre constat intéressant aprés analyse de nos résultats a été la mise en
évidence d’une documentation importante des bactériémies par les urgences (24%).
Nous nous attendions en effet a retrouver majoritairement les services d’oncologie-
hématologie (19%) et de réanimation (15%). En réalité, de nombreux patients dans
notre cohorte étaient porteurs d’hémopathies ou de tumeurs solides et ils étaient
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souvent admis aux urgences avant d’étre réhospitalisés en service d’oncologie ou
d’hématologie.

III. Caractéristiques des bactériémies a Pseudomonas aeruginosa

A.  Facteurs derisque de bactériémies a Pseudomonas
aeruginosa

Comme nous l'avons détaillé dans la partie des généralités, de nhombreux facteurs
sont connus pour favoriser les infections a bacille pyocyanique (longue durée
d’hospitalisation, hospitalisation en service de réanimation, dispositif invasif, age
avance, diabéte, tumeur solide ou hémopathie, neutropénie, insuffisance rénale
chronique, insuffisance respiratoire chronique...).

Chez nos 175 patients, les comorbidités retrouvées le plus souvent étaient : une
néoplasie (n=87, 49.7%), un diabéte (n=43, 24.6%), une pathologie cardio-vasculaire
(n=35, 20%), une pathologie pulmonaire chronique (n=24, 13.7%), une insuffisance
rénale chronique (n=24, 13.7%), des pathologies cutanées (n=16, 9.1%) et une
cirrhose (n=11, 6.3%).

L’analyse de la littérature permet d’évaluer la prévalence de certains de ces facteurs
chez les patients atteints de bactériémie a bacille pyocyanique (94).

1. L’age

Pour certains auteurs, I'age favoriserait la survenue de bactériémies a Pseudomonas
aeruginosa, étant donné les nombreuses comorbidités sous-jacentes, la présence de
dispositifs invasifs et les antécédents fréquents d’antibiothérapie associés(95). L'age
ne serait donc pas un facteur de risque indépendant de bactériémie a bacille
pyocyanique.

Dans la plupart des études, 'age médian des patients est inférieur a 60 ans. Dans
notre cohorte, 'dge moyen est de 69 ans et la majorité de nos patients présente
effectivement des comorbidités sous-jacentes (93.2%). Plusieurs études, dont celle
de Al-Hasan, ont montré que [lincidence des bactériémies a P.aeruginosa
augmentait de fagon exponentielle avec I'age (91,96-98). Cette tendance ressort
aussi de l'analyse de nos données : 5.1% de nos patients ont entre 40 et 50 ans,
14.9% ont entre 50 et 60 ans, la part des 60-70 ans s’éleve a 22.3%, celle des 70-80
ans représente 24% et enfin la part des > 80 ans est la plus élevée avec 29.2%. Al-
Hasan démontrait également que la hausse d’incidence en fonction de I'age était
plus nette chez les patients de sexe masculin par rapport a la population féminine
(91).
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2. Les néoplasies

La proportion de patients atteints de pathologies malignes varie selon les séries
(entre 15 et 70%) (94). Dans notre étude, cette proportion est élevée : 49.7% des
patients de notre cohorte présentent soit une hémopathie (20.6%), soit un cancer
solide (29.1%). Dans une étude prospective frangaise d’Escande et al, le bacille
pyocyanique était responsable de 5% des bactériémies chez les patients porteurs
d’hémopathie maligne ou de cancer solide (99). Dans une revue de Maschmeyer,
I'incidence retrouvée des infections a Pseudomonas aeruginosa chez les patients
cancéreux était de 1 a 2.5% des patients cancéreux fébriles et de 5 a 12% des
patients cancéreux ayant une infection microbiologiquement documentée (100).

Les facteurs de risque de bactériémie a bacille pyocyanique chez les patients
canceéreux seraient : une antibiothérapie a large spectre préalable et la présence
d’'une ventilation mécanique ou d’'un cathéter central (101). Pour certains auteurs, la
neutropénie ne représenterait pas un facteur de risque indépendant de bactériémie,
mais serait plutot un facteur de mauvais pronostic (100,102,103).

Dans une étude de Tofas et al, chez des patients atteints d’hémopathies, les facteurs
de risque de bactériémies a PA étaient une chirurgie préalable dans les trois mois,
une neutropénie profonde, une corticothérapie et la sévérité de la pathologie sous-
jacente (basée sur le score Mc Cabe) (104).

Joo et al ont recherché les facteurs de risque de bactériémies a PA chez des
patients non neutropéniques avec une tumeur solide. En analyse multivariée, ils ont
retrouvé des associations significatives de ces bactériémies avec la présence d’un
cancer pulmonaire, une acquisition nosocomiale, des procédures invasives et une
antibiothérapie préalable dans les 90 jours (94,105).

B.  Scores de probabilité : détermination de facteurs prédictifs
d’une bactériémie a Pseudomonas aeruginosa

Plusieurs auteurs ont tenté d’établir des scores de probabilité de bactériémies a
bacille pyocyanique devant un patient suspect de bactériémie (94,105). Nous
exposerons ici quatre études.

Schechner et al ont recherché les facteurs de risque de PA devant une bactériémie
survenant dans les 48 heures suivant 'admission a I'hépital. lls ont ainsi comparé
deux populations de patients : 151 patients avec une bactériémie a P.aeruginosa et
152 patients avec une bactériémie causée par des entérobactéries (servant de cas
« contrOles »). lls ont retrouvé cing variables en faveur des bactériémies a
pyocyanique : un age supérieur a 90 ans, un traitement antibiotique dans les 30 jours
précédents, une immunodépression sévere et un cathéter veineux central ou une
sonde urinaire. Leur étude a montré que le risque augmentait avec le nombre de
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facteurs présents. N’avoir aucun de ces facteurs prédictifs était associé a une
probabilité de bactériémie a P.aeruginosa de 1/42, avoir au moins deux facteurs
prédictifs augmentait le ratio a prés d’'une chance sur trois. Enfin, la présence d’au
moins trois de ces facteurs était corrélé a 100% de risque de bactériémie a PA (105).

Une étude plus ancienne de Gransden et al avait quant a elle tenté d’établir un
modele prédictif de bactériémie a bacille pyocyanique incluant majoritairement des
cas d’infections nosocomiales (91%). Parmi les facteurs prédictifs, on retrouvait : une
infection nosocomiale, le sexe masculin, une hospitalisation en service de
réanimation, une neutropénie, une corticothérapie ou chimiothérapie, une
antibiothérapie préalable, une porte d’entrée urinaire ou inconnue. Leur étude
montrait que les patients ayant au moins trois de ces facteurs avaient 20% de risque
d’étre infectés par P.aeruginosa (106).

Cheong et al ont recherché les facteurs de risque de bactériémie communautaire a
bacille pyocyanique. lls ont retrouvé : une neutropénie, un cathéter veineux central,
une infection liée aux soins et un choc septique initial (107).

Dans une cohorte de 70 bactériémies a PA (dont 39% d’origine nosocomiale, 23%
d’origine communautaire et 39% d’infections associées aux soins), Hammer et al ont
aussi défini quatre facteurs de risque de bactériémies a Pseudomonas aeruginosa :
une immunodépression, une porte d’entrée infectieuse respiratoire, une
hospitalisation prolongée de plus de cinqg jours et un traitement par bétalactamines
dans les 90 jours précédents. Les patients ne présentant aucun de ces facteurs
avaient une probabilité de bactériémie a PA proche de 1%. Cette probabilité
augmentait a 8%, 21% et 45% selon que les patients avaient un, deux ou trois de
ces facteurs de risque (108).

S'’ils permettent d’orienter les cliniciens vers des catégories de patients a risque, la
validation de ces scores de probabilité de bactériémies a bacille pyocyanique
nécessiterait cependant d’autres études de plus grande ampleur.

C. Porte d’entrée des bactériémies a Pseudomonas aeruginosa

Pour les bactériémies communautaires, les principales portes d’entrée retrouvées
dans la littérature sont les bronchopneumopathies, les infections cutanées et de
cathéters centraux, ainsi que les infections urinaires hautes et abdominales. Pour les
bactériémies nosocomiales, on retrouve principalement les portes d’entrée urinaires,
pulmonaires et digestivobiliaires. Plus rarement sont impliquées des portes d’entrées
cutanées (en particulier chez les grands brdlés) et les infections post-opératoires
(méningites, endocardites) (109-114).

Dans notre étude, nous n’avons pas séparé les portes d’entrée en fonction de
I'origine des bactériémies, étant donné la difficulté a établir avec certitude cette

101



origine pour chacun des épisodes et la grande proportion des portes d’entrée non
renseignées. Cependant, on constate également une prédominance des portes
d’entrée pulmonaires (18%), urinaires (14%) et digestives (13%) parmi nos épisodes.

A noter que des dispositifs invasifs étaient souvent associés a ces portes d’entrée :
une intubation-ventilation était retrouvée dans 28% des cas ou la porte d’entrée était
pulmonaire, une sonde vésicale était présente dans 60% des cas ou la porte d’entrée
était urinaire et un dispositif digestif était décrit dans 25% des cas ou la porte
d’entrée était digestive.

Les infections cutanées arrivaient quant a elles au 4°™® rang de nos portes d’entrée
(7% des épisodes) et les infections de site opératoire étaient plutdt reliées a des
chirurgies du rachis (contexte de spondilodicite pour deux épisodes).

Pour 75 épisodes (41.4% des cas), la porte d’entrée était inconnue ou non
renseignée. Ces épisodes impliquaient des patients avec une pathologie maligne
dans 64% des cas (n=48) et une neutropénie était associée dans 37% des cas
(n=28). En l'absence d'implication d’'un dispositif invasif (cathéter central, sonde
vésicale) ou d’un foyer pulmonaire comme potentielle source infectieuse, I'hypothése
d'une translocation bactérienne d’origine digestive pourrait étre évoquée chez
certains de ces patients.

Bien que les cathéters et chambres implantées étaient souvent présents dans notre
cohorte, nous les avons retrouvé impliqués dans seulement 2% et 3% des épisodes
de bactériémies. En 2015, le réseau REA-RAISIN retrouvait une implication du
bacille pyocyanique dans 10% des cas de bactériémies liées a un cathéter veineux
central (64).

Dans le rapport de surveillance des bactériémies nocosomiales du réseau BN-
RAISIN de 2004, on retrouve le détail des portes d’entrée des bactériémies a
P.aeruginosa pour les séjours en hospitalisation compléte (n=297), en hospitalisation
incompletes (n=33) et pour les bactériémies d’origine iatrogéne ambulatoire (n=19).
En hospitalisation compléte, on retrouvait le plus souvent une porte d’entrée
pulmonaire (22.9%), urinaire (19.9%) ou un cathéter central (10.1%). Dans 15.2%
des cas, l'origine était inconnue chez des patients non neutropéniques. La répartition
des portes d’entrée des bactériémies acquises en hospitalisation incompléte différait
un peu. On retrouvait le plus fréquemment un foyer infectieux digestif (21.2%), un
point de départ urinaire (18.2%) ou une infection sur chambre implantée (18.2%).
L’absence de porte d’entrée chez des patients neutropéniques représentait 15.2%
des cas (translocation digestive probable). Concernant les bactériémies d’origine
iatrogéne ambulatoire, I'infection de PAC (31.6%) était majoritaire (115).

La surveillance des bactériémies nosocomiales du réseau CCLIN Est de 2009
retrouvait de son cbété les portes d’entrée urinaires (18.8%), puis pulmonaires
(15.6%) et l'infection sur PAC (10.9%) pour les patients en hospitalisation compléte
(n=64). La porte d’entrée restait inconnue pour 17.2% des patients, en absence de
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neutropénie associée. En hospitalisation incompléte, seul un cas de bactériémie a
P.aeruginosa était retrouvé et il s’agissait d’'une infection sur chambre implantée.
Parmi les quatre cas d’infections iatrogénes ambulatoires, on retrouvait également
un cas d’infection sur PAC et l'origine restait inconnue pour les trois autres cas.
Enfin, parmi les 18 cas de bactériémies communautaires répertoriées cette année-la,
la porte d’entrée était le plus souvent non retrouvée (n=5) et les autres origines des
bactériémies étaient pulmonaires (n=3), urinaires (n=3) ou digestives (n=3) (116).

D. Comparaison avec les bactériémies liées a d’autres espeéces
bactériennes (S.aureus et entérobactéries)

Dans une étude prospective de Thaden et al, des bactériémies dues a des bacilles a
Gram négatif (62% des épisodes) avec une majorité d’entérobactéries (81%) et des
bacilles non fermentants (16%) ont été comparées a des bactériémies impliquant
S.aureus (38%). Parmi les staphylocoques, 51% étaient résistants a la méthicilline et
au sein des BGN, on retrouvait 30% de germes multirésistants. Aucun patient n’était
neutropénique puisqu’il s’agissait d’un critére d’exclusion de I'étude.

Les bactériémies a S.aureus touchaient une population plus jeune, il y avait plus de
cas de diabete, ainsi que d’hémodialyse et les infections étaient majoritairement
communautaires. Les bactériémies impliquant des BGN étaient plus souvent reliées
a des patients atteints d’hémopathies ou de tumeurs solides. Concernant les portes
d’entrée impliquées, les bactériémies a S.aureus (SA) étaient plus souvent liees a
des infections de la peau et des tissus mous, tandis que les bactériémies a BGN
impliquaient plutét une origine urinaire ou digestive.

D’autre part, des différences significatives étaient observées entre les bactériémies a
PA et les bactériémies des autres germes étudiés (S.aureus et entérobactéries). Les
patients avec une bactériéemie a bacille pyocyanique avaient plus souvent des
antécédents de corticothérapie dans les 30 jours précédents, une histoire de
néoplasie, une infection d’origine nosocomiale et un score APACHE Il plus élevé. La
principale porte d’entrée retrouvée était la pneumonie, alors que les infections sur
cathéter ou les infections de la peau et des tissus mous étaient bien moins
représentées par rapport aux autres germes de cette étude (117).

Schechner et al ont comparé deux populations de patients avec une bactériémie
acquise dans les 48 heures aprés leur admission, causée soit par le bacille
pyocyanique, soit par différentes entérobactéries (EB).

Dans le groupe des bactériémies a PA, un age supérieur a 90 ans, le sexe masculin,
et un statut fonctionnel altéré avec plus de comorbidités étaient retrouvés par rapport
au groupe des bactériémies a EB. Le cancer était la pathologie sous-jacente
majoritairement présente (47% contre 24% dans le groupe EB). Le groupe PA avait
plus souvent un statut d’immunodépression sévére (chimiothérapie récente,

neutropénie). En effet, une neutropénie fébrile était retrouvée chez 18.6% des
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patients PA contre 2.6% des patients EB. Une hospitalisation récente (44% dans les
30 jours, 65% dans les 90 jours) et une antibiothérapie préalable dans le mois
précédent 'admission étaient aussi des caractéristiques plus fréquentes chez le
groupe PA. Les principales portes d’entrée retrouvées étaient les infections
respiratoires basses et les infections liées au cathéter dans ce groupe, avec une
source de bactériémie non identifiée dans 22% des cas. Pour le groupe EB,
'absence de porte d’entrée identifiée représentait seulement 10.5% des cas et les
deux portes d’entrée majoritaires de bactériémie étaient le tractus urinaire (65% des
patients) puis les infections intra-abdominales (14%).

Cette étude, comme la précédente, souligne une nouvelle fois que les populations
cibles de bactériémies a PA ne sont pas les mémes que celles des bactériémies a
EB ou SA. Les portes d’entrée infectieuses et les comorbidités sous-jacentes varient
avec souvent une population bien plus fragile dans le groupe PA (105).

E. « Récidives » des bactériemies

Pour notre étude, nous avons choisi d’'individualiser les épisodes lorsqu’il y avait plus
de sept jours entre deux épisodes documentés et nous avons retrouvé une
bactériémie récurrente chez six patients.

Ces « récidives » regroupent en réalité différentes situations possibles. Il peut s’agir
d’'une persistance de la souche initiale qui n’aurait pas été éliminée d’emblée (suite a
un traitement mal conduit, un abcés mal drainé, un dispositif invasif laissé en place).
Le réveil du site primitif serait alors a [lorigine d’une nouvelle décharge
bactériémique. Un autre cas de figure peut étre la réinfection du patient avec une
souche différente ou a distance du premier épisode en relation avec un profil
d'immunodépression sous-jacente. Dans ce cas, ce serait plutot le profil du patient
fragile qui favoriserait une nouvelle bactériémie.

Dans notre cohorte, le délai entre deux épisodes varie de 9 jours a 41 jours. Il est
difficile de trancher entre les deux hypothéses précédentes. Nous avons remarqué la
présence d’un dispositif invasif (sonde JJ) dans un des cas et une neutropénie pour
quatre patients. Les phénotypes de résistance variaient peu entre les deux épisodes.

Dans une étude menée entre 2008 et 2010, McCarthy et al ont choisi un délai de 14
jours pour parler d’'une bactériémie récurrente a P.aeruginosa. Sur 441 patients, 41
(9%) ont fait une premiere rechute avec un délai médian de 53 jours entre les deux
épisodes (15 a 489 jours). Dans une analyse multivariée, les patients avec une
bactériémie récurrente avaient plus souvent une hémopathie ou avaient regu une
corticothérapie dans les 30 jours précédents. Leur enquéte n’a pas retrouvé des taux
de résistance significativement différents entre I'épisode primaire de bactériémie et la
premiére récurrence. Cependant, les patients avec une premiére récidive de
bactériémie avaient plus souvent été exposés a un traitement par une bétalactamine
a activité antipyocyanique dans les 30 jours auparavant. Avoir connaissance d’un
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traitement antibiotique récemment recu par le patient semble donc essentiel pour le
choix d’une antibiothérapie probabiliste en cas de récidive de la bactériémie.

Dans cette étude, McCarthy a aussi mis en évidence que la part de déces a J28
augmentait avec le nombre de récidives. Ainsi aprés une premiére récidive le taux de
déceés était de 18% et aprés une seconde récidive il était de 40% (118). Dans notre
étude, nous n’avons pas retrouvé de récidives multiples pour un méme patient. Un
décés a J10 aprés le deuxieme épisode était observé pour deux patients.

F.  Pronostic des bactériémies a Pseudomonas aeruginosa

1. Mortalité et morbidité

Les bactériemies liées au bacille pyocyanique sont des pathologies sévéres
associées a un taux de mortalité élevé (plus de 30% en moyenne). D’'importantes
variations au niveau de ces taux de mortalité sont retrouvées selon les études (18 a
48%) et s’expliquent par la grande hétérogénéité des populations étudiées (94).

Une étude américaine, rassemblant plus de 24 000 cas de bactériémies
nosocomiales dont 1040 cas de bactériémies a bacille pyocyanique, a retrouvé un
taux de mortalité de 38% pour cette espéce, plagant ainsi P.aeruginosa a la seconde
place en matiére de gravité derriere Candida spp (119).

Des études ont révélé que la gravité de l'infection était maximale dans les premiers
jours de la bactériémie, en particulier dans les 48 premiéres heures (120,121).

Scheetz et al ont cherché a évaluer la morbidité liée aux bactériémies a bacille
pyocyanique. Dans leur étude, cette morbidité était quantifiée a I'aide du score SOFA
qui mesure la défaillance de six grandes fonctions vitales (fonction respiratoire,
coagulation, fonction hépatique, fonction cardio-vasculaire, fonction neurologique et
fonction rénale). La morbidité de base était définie par la mesure de ce score deux
jours avant le diagnostic de bactériémie. Elle était ensuite quantifiée le jour du
diagnostic (JO), deux jours apres (J2), puis sept jours aprés (J7). Leurs résultats ont
montré que le score SOFA augmentait de 37% a JO. A J2 il restait élevé (hausse de
22% par rapport au taux de base) et a J7 il retombait presque au niveau initial (2%
de hausse comparé au SOFA basal). L'augmentation du score SOFA a JO et J2 était
largement liée aux composantes respiratoires et cardio-vasculaires, ce qui indique
que ces deux systemes sont les plus impactés lors des bactériémies a PA. Ces
résultats prouvent que chez les patients traités, la morbidité des bactériémies a
bacille pyocyanique est maximale dans les premiers jours suivant lI'infection (121).

Dans notre étude, la mortalité a J10 est de 22%. Nous n’avons pas pu estimer avec
précision la mortalité attribuable a la bactériémie, indépendamment des comorbidités
sous-jacentes de nos patients.
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2. Facteurs pronostiques

Les facteurs pronostiques des bactériémies peuvent étre liés au germe, a I'hote,
mais aussi au traitement antibiotique.

a) Facteurs liés au germe

Les facteurs bactériens sont en rapport avec la virulence intrinséque du bacille
pyocyanique et ses multiples mécanismes de résistance aux antibiotiques.

= Impact de I’espéce bactérienne

Plusieurs études ont montré que l'isolement de P.aeruginosa plutdt qu’un autre
germe était un facteur indépendant de mortalité(122). Hernandez et al ont mis en
evidence des taux de mortalité plus élevés a J7 (18.2%) et a J30 (25%) pour les
patients avec une bactériémie a P.aeruginosa en comparaison des bactériémies
causées par dautres bactéries (123). Parmi I'ensemble des microorganismes
impliqués dans les bactériémies nocosomiales en 2004, le réseau BN-RAISIN
retrouvait lui aussi la plus grande fréquence de déces a 7 jours lorsque P.aeruginosa
était en cause (21.5%) (115).

Le Canada propose une surveillance des bactériémies nosocomiales
panhospitaliéres. Les résultats de leur surveillance 2016-2017 indiquent quant a eux
que Pseudomonas sp est au geme rang des germes responsables de déces a J30
avec 25.8% de mortalité, derriere Candida sp (35.3%) et Klebsiella sp (27.1%) (124).

De leur c6té, Thaden et al ont montré que la mortalité associée a PA était plus rapide
par rapport aux autres groupes bactériens (autres germes non fermentants,
entérobactéries, S.aureus) (117).

= Impact de la résistance
L'influence de la résistance sur la mortalité n’est pas univoque. Pour notre étude,
nous avons retrouvé que les souches résistantes a la ceftazidime, dites BMR, étaient
associées a une mortalité supérieure a J10, que ce soit en analyse univariée ou
multivariée.

Certains auteurs ont retrouvé une surmortalité chez les patients porteurs de souches
résistantes par rapport a ceux porteurs de souches sensibles, en particulier pour des
souches résistantes a 'imipénéme et des souches multirésistantes (MDR) (125,126).

Un taux de mortalité a 30 jours plus élevé en cas de bactériémie a P.aeruginosa
MDR a été mis en évidence dans les études de Morata et al (32.3%), Lautenbach et
al (17.4%) et Tam et al (40%) (127-129). Quatre autres études n’ont pas retrouvé de
différences significatives de mortalité pour des bactériémies a bacille pyocyanique
causées soit par des souches résistantes aux carbapénémes, soit MDR (130—-133).
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Dans une méta-analyse de Nathwani et al, les patients avec des infections a PA
résistants avaient une mortalité toutes causes confondues augmentée (34%) par
rapport aux patients avec une souche sensible (22%). Le risque de déceés était
multiplié par 2.34 avec un bacille pyocyanique MDR par rapport aux souches
sensibles. Une limite importante dans toutes les études de cette méta-analyse était
I'hétérogénéité dans la définition du bacille pyocyanique MDR, rendant difficile la
comparaison de leurs résultats (134).

* Impact des hémocultures polymicrobiennes
Plusieurs études ont trouvé que la mortalité des bactériémies polymicrobiennes était
significativement supérieure a celles des bactériémies monomicrobiennes
(91,98,122,135).

Dans notre étude, nous retrouvions 25% de bactériémies polymicrobiennes et 25.6%
de décés a J10 avec ces épisodes polymicrobiens. Les germes les plus souvent
associés étaient des entérobactéries (51%) puis des cocci a Gram positif (26.7%).
L’analyse statistique de nos données n'a pas mis en évidence de surmortalité
significative pour le groupe des bactériémies polymicrobiennes. D’autre part, nos
bactériémies polymicrobiennes n’ont pas pu étre reliées a une plus grande sévérité
des épisodes, bien que l'analyse statistique montrait un résultat a la limite de la
significativité (p = 0.054).

Dans I'étude rétrospective de 134 bactériémies a PA de Horino, 19.4% des patients
avaient une bactériémie polymicrobienne. Les germes le plus souvent associés
étaient Enterococus faecalis (23.1%) puis Klebsiella pneumoniae (19.2%). La
mortalitt a J30 dans le groupe des bactériémies polymicrobiennes (42.3%) était
significativement supérieure a celle des patients avec un épisode monomicrobien
(15.7%) (135).

Al-Hasan a mis en évidence que les bactériémies polymicrobiennes dans son étude
étaient plus souvent d’origine communautaire et en lien avec une source digestive
(abdominale ou biliaire). Les bactériémies monomicrobiennes étaient majoritairement
nosocomiales ou associées aux soins. Pour 30% de ces bactériémies
monomicrobiennes, la source infectieuse restait inconnue. Par ailleurs, les patients
avec une bactériémie monomicrobienne a PA de source indéterminée étaient plus
souvent neutropéniques (33.3%) par rapport aux patients avec une porte d’entrée
infectieuse identifiée (8.3%) (91).

b)  Facteurs liés a I’h6te

Différents facteurs de mauvais pronostic ont été décrits: I'dge avancé, une
hospitalisation en service de réanimation, une insuffisance rénale, des localisations
septiques secondaires, un statut fonctionnel altéré... (94,111,121).
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= Origine de I'infection
Des études ont montré que les bactériémies nosocomiales n’étaient pas associées a
une gravité plus élevée par rapport aux bactériémies communautaires.

Kang et al n‘'ont par exemple pas observé de différence significative concernant la
mortalité a 30 jours en comparant les infections communautaires (37.9% de déceés)
et les infections nosocomiales (39.3% de décés) (97). De leur cété, Joo et al ont
trouvé qu’une acquisition nosocomiale de I'infection était reliée a une surmortalité a
J30, a la fois en analyse univariée et multivariée (98).

Dans notre étude, nous n’avons pas retrouve de lien significatif entre le décés a J10
et l'origine de l'infection (infections acquises > 48h apres admission versus < 48h
aprés admission). Toutefois, notre analyse statistique présentait sirement un biais
du fait de la part d’infections associées aux soins parmi les infections acquises dans
les 48 premiéres heures aprés I'admission.

= Sévérité du sepsis et neutropénie
Dans une analyse rétrospective de 234 bactériémies a PA, Kim et al ont mis en
evidence un taux de choc septique (53.8% contre 18.7%) et un score APACHE I
significativement plus élevés entre les patients décédeés et ceux qui avaient survécu
aprés la bactériémie. La neutropénie (34.6% contre 19.8%) était aussi
significativement plus fréquente dans la population des décédés (136). Yoon et al
arrivaient aux mémes conclusions dans une étude tricentrique (137).

Dans notre étude, la sévérité du sepsis est reliée a une mortalité a J10 plus
fréequente en analyse univariée et multivariée. D’autres auteurs ont montré que
I'existence d’un choc septique était un facteur de risque de mortalité (97,102,111).

La neutropénie, fréquente dans notre cohorte (24%), n’a pas été associée a une
surmortalité. Dans I'étude de Hilf, elle était retrouvée comme facteur de mauvais
pronostic (109). Certains auteurs ont révélé que ce serait plutdét I'absence de
remontée des neutrophiles au cours du traitement qui constituerait un facteur de
mauvais pronostic (103,138). Leurs résultats sont cohérents avec les études menées
chez I'animal qui démontrent le réle majeur des neutrophiles dans la protection de
I'héte vis-a-vis des infections du bacille pyocyanique (121,139,140).

= Impact de la porte d’entrée

Le pronostic differe aussi selon la porte d’entrée impliquée dans les bactériémies.
Ainsi un point de départ pulmonaire est associé a un pronostic péjoratif, tandis
gu'une porte d’entrée urinaire ou endovasculaire serait de meilleur pronostic
(97,103,109,111). La taille trop faible de nos effectifs ne permettait pas de valider les
conditions nécessaires a une analyse statistique et nous n’avons pas pu établir de
lien statistique entre la porte d’entrée infectieuse et la surmortalité pour notre étude.
Nous avons tout de méme constaté I'absence de décés en relation avec une porte
d’entrée urinaire et il y avait 28% de décés en lien avec une porte d’entrée
pulmonaire.
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Dans I'étude de Chamot et al, incluant 115 épisodes de bactériémies a PA, aucun
des 22 épisodes secondaires a une infection urinaire et aucun des 5 épisodes liés a
une infection de cathéter n'ont entrainé de décés. Cela contrastait significativement
avec les 8 décés parmi les 24 épisodes faisant suite a une pneumonie (n=8, 55%,
p=0.03) (141).

c) Facteurs liés au traitement antibiotique

Concernant le traitement antibiotique choisi, différents parameétres influencent le
pronostic des bactériémies a PA : le délai de mise en place, le caractére approprié
de Il'antibiothérapie empirique et définitive, la bonne adéquation des parameétres
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques, ainsi que [l'utilisation ou non d’une
bithérapie.

= Délai de mise en place du traitement
Comme nous l'avons expliqué précédemment, la mortalité et la morbidité sont
particulierement élevées dans les premiers jours suivant une bactériémie a PA. Il
semble essentiel de débuter un traitement antibiotique approprié aussi vite que
possible.

Un délai trop important avant la mise en place d’un traitement antibiotique approprié
est en effet associé a une surmortalité. Lodise et ses collegues ont mis en évidence
gu’un délai supérieur a 52h pour la mise en place d’un traitement adéquat doublait la
mortalité a J30 par rapport a un groupe recevant le traitement approprié dans les 52h
(142). Une étude précédente de Kang et al avait déja montré cette tendance a la
surmortalité en fonction du délai d’administration d’'une antibiothérapie adéquate
(97).

= Caractére approprié de I'antibiothérapie
Plusieurs études ont montré I'existence d’un lien significatif entre une antibiothérapie
empirique adaptée et la mortalité, de méme qu’entre I'antibiothérapie définitive et la
mortalité (97,110,111,113).

Ce lien retrouvé entre antibiothérapie empirique et mortalité souléve la nécessité
d’identifier les patients devant étre considérés particulierement a risque d’infections a
bacille pyocyanique (voire de PA résistants) et qui doivent recevoir un traitement
antibiotique empirique actif sur ce germe.

En l'absence de diagnostic microbiologique disponible, la couverture du bacille
pyocyanique est réservée aux situations particulieres (comme le choc septique ou le
sepsis sévere presumé a BGN) ou pour des populations spécifiques (tels que les
patients d’onco-hématologie ou de soins intensifs).

Pour les populations plus polyvalentes de patients consultant aux urgences ou
hospitalisés dans divers services médicaux, la question de couvrir ou non PA par
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une antibiothérapie initiale est tout autant essentielle. D’une part, les raisons sont
individuelles avec le risque de méconnaitre une infection a bacille pyocyanique chez
le patient. D’autre part, elles sont collectives puisque l'usage abusif de molécules
antipyocyaniques peut avoir un impact écologique défavorable avec la hausse des
taux de résistance, mais aussi un impact nocif pour ce qui est de la majoration des
effets indésirables et du colt (105,107).

Cela explique la recherche de facteurs prédictifs de bactériémies a P.aeruginosa que
nous avons préalablement exposé dans une partie de cette discussion.

= Adéquation des parameétres pharmacocinétiques-pharmacodynamiques
L’antibiothérapie, méme si elle utilise des molécules habituellement actives sur des
souches sensibles de bacille pyocyanique est susceptible d’'induire des résistances
acquises fréquentes dans cette espece, particulierement si elle est administrée de
facon inappropriée (posologie, durée, diffusion) (83). Nous n’avons
malheureusement pas recueilli ces données pour notre étude (posologie du
traitement et durée d’administration).

La posologie et le mode d’administration des antibitiques sont des éléments clés
pour leur efficacité. Les caractéristiques pharmacocinétiques des médicaments sont
profondément modifiées chez les patients en service de réanimation. Les infections
graves s’accompagnent de manifestations systémiques et les dysfonctions viscérales
sont multiples (respiratoires, rénales, hépatiques, digestives). Il en résulte des
risques d’interactions médicamenteuses, de modification de la fraction liée aux
protéines et d’induction enzymatique. Le volume de distribution est parfois augmenté
dans des proportions considérables, ce qui tend a diminuer la concentration
maximale (76). Le principal piége induit par cette variabilité est celui du sous-dosage,
pouvant favoriser '’émergence de germes résistants au traitement (106).

Le mode d’administration peut aussi influencer le succés thérapeutique.
L’administration des bétalactamines en perfusion continue et de fagon prolongée a
été associée a un meilleur pronostic dans I'étude de Lodise et al et celle de Yang et
al (143,144). Pour les aminosides, I'objectif principal est d’obtenir un premier pic
élevé, afin d’atteindre le ratio Cmax/CMI optimal pour une réponse clinique et
biologique efficace.

= Controverse bithérapie versus monothérapie
L’utilisation d’une bithérapie versus une monothérapie antibiotique reste un facteur
pronostique controversé. Plusieurs études ne retrouvent aucun bénéfice d’une
association (97,103,110).

Les avantages théoriques de la combinaison d’antibiotiques sont d’élargir le spectre
de l'antibiothérapie probabiliste et d’avoir une bactéricidie plus rapide afin de
diminuer I'inoculum. Cela permet aussi d’obtenir une synergie d’action, de prévenir
les résistances et de diminuer les rechutes.
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Dans le Surviving Septis Campaign, Rhodes et al recommandaient ainsi en 2016
d’utiliser une bithérapie pour des patients neutropéniques en cas de sepsis séveére et
pour des patients difficiles a traiter ou avec une souche multirésistante de bacille
pyocyanique (145). En 2007, Garnacho avait montré que la probabilité que
I'antibiothérapie probabiliste soit active était de 90.5% avec une bithérapie contre
56.7% pour une monothérapie (146). Chang et al trouvaient ensuite qu’une
antibiothérapie probabiliste inadéquate était associée a une mortalité supérieure
(38%) par rapport a une antibiothérapie adéquate (9.1%).

La synergie d’action des combinaisons d’antibiotiques a été mise en évidence chez
plusieurs modéles animaux, puis chez 'homme. Hilf et al ont suggéré qu'une
combinaison d’antibiotique était supérieure a une monothérapie chez les patients
avec une bactériémie a PA (27% de décés dans le groupe bithérapie contre 47%
dans le groupe monothérapie). Pour autant, 86% de leurs patients recevaient en fait
un aminoside en monothérapie, ce qui ne constitue pas un traitement adéquat, d’ou
cette surmortalité retrouvée (147).

La méta-analyse de Safdar révélait une tendance a la réduction de la mortalité avec
une bithérapie (148). Toutefois, les études reprises dans cette méta-analyse
concernaient rarement P.aeruginosa. Dans une autre méta-analyse en 2014, Paul et
al ont comparé une monothérapie par bétalactamine avec une association
bétalactamine et aminoside, leurs résultats n‘ont pas montré de différence de
mortalité entre les deux groupes. lls retrouvaient néanmoins une néphrotoxicité
accrue dans le groupe bithérapie (149).

L’étude de Chamot et al retrouvait pour sa part une supériorité de la bithérapie
uniqguement dans les 48 premiéres heures de traitement. Cela suggére que
I'association peut étre justifiee en début de traitement jusqu’a réception des résultats
de I'antibiogramme (111).

En conclusion, il n'existe pas de consensus concernant la nécessité d'une
combinaison d’antibiotiques plutét qu’'une monothérapie et inversement. Il semble
que l'adéquation du traitement soit une clé essentielle dans le pronostic des
bactériémies a PA. Cependant, toute pathologie sévére sous-jacente au moment de
la bactériemie peut conduire a une mortalité précoce, qu’il y ait présence ou non
d’'une antibiothérapie adéquate. Cela représente d’ailleurs une limite dans de
nombreuses études, y compris la nbtre. En effet, au sein de notre cohorte figurent de
nombreux patients avec des comorbidités sévéres constituant elles-mémes des
facteurs de risque indépendants de mortalité. Les études montrent malgré tout un
avantage a la bithérapie en cas de sepsis sévere ou quand I'un des partenaires est
moins efficace. Cette bithérapie peut étre mise en place au moins les premiers jours
de traitement, lorsque l'inoculum est le plus élevé. Les éléments en défaveur d’'une
association d’antibiotiques sont la néphrotoxicité li€e aux aminosides et le codlt
supérieur a une monothérapie.
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Dans notre cohorte, le décés a J10 intervenait dans 21.6% des cas (n=21) ou une
association était choisie en traitement probabiliste (n=97) et pour 10.8% des cas
(n=7) ou une monothérapie était mise en place (n=65). En traitement documenté, un
décés a J10 était observé dans 9 cas (11.1%) sur les 81 associations d’antibiotiques
prescrites et dans 1 cas (2.7%) parmi les 39 monothérapies. Dans notre étude, il
semble que la part des décés soit plus élevée dans le groupe des associations
d’antibiotiques a la fois en traitement probabiliste et documenté, mais peut-étre
s’agissait-il de profils de patients différents de celui du groupe monothérapie
(davantage d’associations car patients sévéres). Ainsi, le clinicien aurait choisi
d’emblée une association pour des patients plus fragiles.

IV. Analyse de la résistance aux antibiotiques

A. Taux de résistance

La plupart des réseaux de surveillance se base sur la sensibilité du bacille
pyocyanique a la ceftazidime pour juger de I'évolution de la sensibilité des souches.
Une autre classe particulierement surveillée est celle des carbapénemes. Nous
avons retrouvé des taux de résistance moyens a la ceftazidime de 9.4% et de 16.6%
a l'imipénéme sur notre période d’étude. Nos taux de résistances a la ceftazidime
apparaissent plus faibles en comparaison des données du réseau EARS-Net et de
celles du Réseau Microbiologistes du NPDC. Nos valeurs se rapprochent de celles
de ces deux réseaux pour la résistance a I'imipénéme.

En comparant la résistance de nos souches d’hémocultures a celles tous sites
confondus pour les deux établissements, nous avions déja remarqué que les
souches isolées d’hémocultures apparaissaient plus sensibles pour la ticarcilline, la
ceftazidime et la ciprofloxacine. On aurait pu penser que les souches issues des
hémocultures soient plus résistantes par rapport aux autres, mais ce n’est pas le cas.
D’une maniére générale, concernant le type de prélévement, les taux de résistance
les plus élevés sont retrouvés dans les prélévements d’origine respiratoire pour la
classe des bétalactamines et dans les prélévements urinaires pour la ciprofloxacine.
Ceci s’explique par la fréquence et I'importance des colonisations a P.aeruginosa sur
sonde urinaire ou dans le tractus respiratoire, et par la pression antibiotique exercée
chez ces patients avec les classes d’antibiotiques les plus utilisées pour ces
localisations spécifiques (43). Un autre constat est que les souches de bacille
pyocyanique issues des hémocultures sont plus résistantes en service de
réanimation par rapport aux autres services (150). La encore, on peut penser que
I'utilisation d’antibiotiques a large spectre exerce une pression de sélection et tend a
favoriser 'émergence de souches plus résistantes par rapport a d’autres services de
soins.
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B.  Facteurs de risque de résistance

Plusieurs facteurs de risque de sélection de souches résistantes aux antibiotiques
ont été relevés, parmi lesquels le principal est la prise antérieure d’antibiotique. Le
risque apparait plus important pour une antibiothérapie de longue durée ou des
molécules regues en monothérapie. Globalement, I'exposition a tout antibiotique
antipyocyanique favorise I'émergence de résistance pour ce méme antibiotique, avec
un risque éleveé pour la ticarcilline, la pipéracilline, I'imipénéme et la ciprofloxacine.
L’exposition a une classe d’antibiotique peut également conduire a la résistance vis-
a-vis d’'une autre classe, du fait des phénomeénes de résistance croisée (mécanisme
d’efflux par exemple) (94,151,152).

Dans notre cohorte, une antibiothérapie recue dans les trois mois précédent
I'épisode de bactériémie a été retrouvée dans 34% des cas. Parmi nos 17 épisodes
présentant un phénotype BMR, c'est-a-dire avec une ceftazidime résistante, 11
patients (65% des cas) avaient recu soit une céphalosporine de 3°™ génération ou
une fluoroquinolone dans les 90 jours précédents.

C. Mécanismes de résistance

Nous n’avons pas séparé nos phénotypes de résistance en fonction des nouvelles
définitions de Magiorakos et al: bactéries MDR (multidrug-resistant) , XDR
(extensively drug-resistant) ou PDR (pandrug-resistant) (69). Pour notre cohorte,
nous avons choisi de mettre en évidence le nombre de souches BMR ou résistantes
a la ceftazidime. Les souches BMR représentent 9.4% de I'ensemble de nos
épisodes (n=17). Et nous avons retrouvé une résistance a I'ensemble des huit
molécules antibiotiques testés pour deux épisodes.

Dans la partie technique de notre étude qui consistait a explorer le mécanisme de
résistance impliqué pour 9 souches, nos résultats indiquent que le mécanisme le
plus souvent impliqué était la présence d’'une céphalosporinase hyperproduite (n=6).
Nous avons détecté 2 bétalactamases a spectre étendu, ainsi qu'une
carbapénémase de type VIM.

L’analyse des mécanismes de résistance aux bétalactamines est le principal motif
d’envoi des souches de P.aeruginosa au CNR. Sur le plan épidémiologique, il
apparait important de différencier les souches produisant des carbapénémases et
BLSE, de celles exprimant des mécanismes de résistance intrinséque (surproduction
de la céphalosporinase naturelle AmpC ou de systémes d’efflux actifs, altération de
la porine spécifique OprD). L'accumulation fréquente de mécanismes chez les
souches multirésistantes rend souvent [linterprétation phénotypique de
I'antibiogramme difficile, d’ou le recours a des techniques complémentaires (tests de
synergie, PCR et séquencgage).
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Le bilan 2016 du CNR faisait apparaitre un pourcentage modeste de
cabapénémases (13.3%), de BLSE (11%) ou des deux types d’enzymes (1.9%)
parmi I'ensemble des souches de bacille pyocyanique expertisées. Dans la tres
grande majorité des cas (> 90%) la résistance aux céphalosporines de 3°™
génération et/ou aux carbapénémes était due a des mécanismes intrinséques.
Devant ce constat, il est possible que l'intérét de réaliser des tests complémentaires
ne soit pas pergu par les laboratoires, d’autant plus que P.aeruginosa ne figure pas
parmi les BHRe (Bactéries Hautement Résistantes émergentes) et ne fait donc pas
I'objet de recommandations particuliéres de dépistage et de prise en charge (15).

La nature des résistances devient pourtant inquiétante avec I'émergence a bas bruit
de ces souches productrices de BLSE ou de carbapénémases. Si les souches
multirésistantes demeurent confinées sous forme de petits foyers en France, le
risque d’extension est bien présent. Le risque d’'importation a partir de pays ou ces
souches sont plus répandues devrait aussi étre pris en compte (83). Le CNR
préconise ainsi l'intégration du disque de ceftolozane/tazobactam (C/T 40ug) dans
I'antibiogramme en milieu gélosé du bacille pyocyanique. Ce disque, inclus dans
deux nouveaux algorithmes, facilite le criblage en routine des BLSE et
carbapénémases les plus fréquentes en France chez P.aeruginosa, tout en limitant
le recours aux tests de confirmation.

V. Analyse du traitement : stratégie thérapeutique et bon usage
des antibiotiques

Pour I'analyse du traitement, nous avons choisi de prendre en compte uniquement la
bactériémie a bacille pyocyanique et pas les autres bactéries associées en cas
d’hémocultures polymicrobiennes.

Sur I'ensemble des épisodes de notre étude, une association d’antibiotiques était
plus souvent choisie a la fois en traitement probabiliste (53.6%) et aprés
documentation (44.8%). Un carbapénéme était administré dans 15 épisodes en
traitement probabiliste (8.3%) et dans 18 épisodes aprés documentation (9.9%). Le
recours a la colimycine intervenait pour 5 épisodes (2.8%).

Le traitement probabiliste choisi était actif sur le bacille pyocyanique dans seulement
41.3% des cas, soit pour 66 épisodes parmi les 160 antibiothérapies probabilistes
renseignées. En traitement documenté, I'antibiothérapie était active sur P.aeruginosa
pour 101 épisodes parmi les 120 renseignés, soit dans 84.2% de ces épisodes.

Un carbapénéme était initié en traitement probabiliste dans 15 épisodes, parmi
lesquels 8 étaient séveres. Une fois les résultats de I'antibiogramme disponibles, une
désescalade était réalisée dans 5 cas, I'abstention thérapeutique était choisie pour 1
patient et dans 2 cas le traitement aprés documentation était non renseigné. Le
carbapénéme était maintenu chez 3 patients en I'absence d’autres alternatives
possibles (phénotype multirésistant). La molécule était conservée malgré une
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sensibilité pour d’autres antibiotiques (tazocilline, ceftazidime ou céfépime) chez 4
patients. Concernant le traitement aprés documentation microbiologique, un
carbapénéme était débuté dans 11 cas. Dans 5 épisodes, le choix était en lien avec
une résistance vis-a-vis des autres molécules. Pour les 6 autres patients, il existait
toutefois une alternative thérapeutique aux carbapénémes (pénicillines ou
céphalosporines antipyocyaniques sensibles).

L’emploi des carbapénémes est fréquemment associé a I'émergence de bacilles a
Gram négatif résistants a I'imipénéme dans la flore commensale des patients, méme
apres un traitement de courte durée. D’autre part, de nouveaux mécanismes de
résistance aux carbapénémes sont apparus ces derniéres années. Il est donc
devenu essentiel de limiter 'emploi de ces molécules et de mieux définir leurs
indications.

Une étude francaise menée en 2011 a suivi l'utilisation des carbapénémes dans 251
établissements de santé (153). Un carbapénéme était prescrit en traitement
empirique dans 52.6% des cas, principalement pour cause de sepsis sévére (48.6%)
ou en lien avec un risque de résistance (33.7%). Dans 47.4% des cas, le choix se
basait sur les résultats bactériologiques. La durée moyenne de traitement était de 8
jours. La consultation d’'un référent antibiotique était plus fréquente pour le recours
aux carbapénémes en traitement documenté (41.5%) par rapport aux cas ou la
molécule était initiée en traitement probabiliste (32.6%).

Dans le groupe de traitement empirique, seuls 51.7% des patients avaient une
infection documentée. Parmi ces patients avec un germe identifié, on retrouvait des
souches sensibles a au moins une molécule parmi les céphalosporines a large
spectre, la tazocilline et les fluoroquinolones dans 72.4% des cas. Une désescalade
etait réalisée dans seulement 48.5% des cas. Parmi les patients ayant regu un
carbapénéme en traitement documenté, 42.6% présentaient des souches sensibles
a au moins une des molécules précédemment citées. La désescalade était réalisée
dans 14.9% des cas.

Cette étude souligne la tendance aux longues durées de traitement dans notre pays.
Elle montre également que la désescalade n’est pas systématique, malgré la
présence d’alternatives thérapeutiques disponibles. Les carbapénémes restent ainsi
le traitement empirique de premiére ligne pour des infections sévéres avec suspicion
de bactéries multirésistantes.

Parmi les mesures participant au bon usage des antibiotiques, lintervention d’un
référent au lit du patient semble l'une des plus efficaces. Ces interventions
permettent d’améliorer la qualité et la précocité d’'une antibiothérapie adaptée, et
d’envisager une désescalade si nécessaire (154).

Le bon usage des antibiotiques apparait essentiel dans la prise en charge des
bactériéemies. Une autre étude a évalué cette prise en charge en 2011 dans 23
hépitaux du Nord de la France, mais P.aeruginosa était peu représenté dans la
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cohorte (1.8% des épisodes). Cette étude retrouvait une faible utilisation des
carbapénémes en traitement empirique (2.5%) et documenté (4.7%). Une
association d’antibiotique était utilisée en traitement initial pour 49.7% des patients,
le plus souvent en cas de sepsis sévere ou de choc septique. Ce traitement
empirique était adéquat dans 75% des cas et 96% des patients recevaient au moins
une molécule active en traitement documenté (155).

V1. Intérét des nouvelles molécules

Les infections a P.aeruginosa représentent un challenge du point de vue
thérapeutique, du fait d’'une morbidite et mortalité élevées et des résistances
fréquentes vis-a-vis de plusieurs classes d’antibiotiques. Si les carbapénémes sont
considérés comme le traitement de choix des infections séveéres, il est nécessaire
d’épargner ces molécules au maximum devant le risque de voir émerger des mutants
résistants. La colistine est souvent utilisée contre les souches multirésistantes, mais
c’est une molécule difficilement maniable avec de nombreux effets indésirables.
L’intérét s’est donc naturellement porté vers le développement et I'emploi de
nouvelles molécules, parmi lesquelles le ceftazidime-avibactam et le ceftolozane-
tazobactam.

A. Résultats de notre étude

Dans notre étude, sur les neuf souches initialement résistantes a la ceftazidime,
quatre souches sont redevenues sensibles aprés ajout de 'avibactam, avec une CMI
initiale divisée par 6 a 16 dans I'association ceftazidime-avibactam. Le ceftolozane-
tazobactam était également actif sur quatre souches parmi les neuf de départ qui
étaient résistantes au céfépime et a la ceftazidime, et les CMI de I'association étaient
la aussi nettement abaissées par rapport a ces deux molécules. Malgré le nombre
restreint de souches résistantes testées ici, ces molécules apparaissent
prometteuses pour la prise en charge de souches qui auraient perdu toute sensibilité
vis-a-vis des bétalactamines classiquement prescrites (céfépime, ceftazidime).

B.  Etudes concernant ceftazidime-avibactam

L’avibactam est un nouvel inhibiteur de bétalactamases, il ne possede pas d’activité
intrinséque antibactérienne, mais il protége les bétalactamines contre I'hydrolyse des
enzymes de classe A et C. Il est actif aussi bien contre les souches productrices de
BLSE et KPC que contre celles surexprimant 'AmpC.

Levasseur et al ont montré le potentiel de I'avibactam a abaisser les CMI de toutes
les bétalactamines testées sur un panel de souches de bacille pyocyanique, mais la
molécule offrait différents niveaux de protection contre I'hydrolyse. Dans leur étude,
65% des souches étaient sensibles a la ceftazidime seule, I'imipénéme était active
dans 85.7% des cas et pour I'association ceftazidime-avibactam 93.7% des souches
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apparaissaient sensibles. Cette association posséde ainsi une meilleure activité
antipyocyanique que l'imipéneéme, molécule de référence dans le traitement des
infections a souches résistantes. Les CMI 50 et 90 étaient abaissées en comparant
I'association ceftazidime-avibactam (4 et 8 ug/ml) par rapport a la ceftazidime seule
(8 et 64 pg/ml). A Tlinverse, les autres inhibiteurs de bétalactamases étaient peu
actifs en association a la ceftazidime, avec des CMI 50 et 90 similaires a celles de la
ceftazidime seule (8 et 64 pg/ml pour ceftazidime-acide clavulanique, 4 et 32 pug/ml
pour ceftazidime-tazobactam).

Les auteurs ont aussi étudié plus en détail huit souches avec un phénotype
intermédiaire ou résistant a cette nouvelle association. Pour cinq souches, 'ajout de
I'avibactam restaurait partiellement I'activité de la ceftazidime, avec des valeurs de
CMI divisées par quatre a plus de huit fois (c'est-a-dire comprises entre 16 et 32
Mg/ml) en comparaison de la ceftazidime seule (CMI entre 64 et > 128 ug/ml) (156).

Une étude similaire de Sharma et al retrouvait une bonne activité de la ceftazidime-
avibactam sur le bacille pyocyanique (96.9% de souches sensibles et une CMI 50/90
de 2/4 pg/ml). En comparaison, la CMI 90 de la ceftazidime seule était de 32 ug/mi.
Le sous-groupe de bactéries résistantes de cette étude a été divisé en deux
catégories: MDR et XDR. Parmi les souches MDR, 81% étaient sensibles a
I'association et 73.7% parmi les XDR (157).

Dans I'étude de Walkty et al en 2011, concernant 470 souches de P.aeruginosa, il
était mis en évidence une réduction de la CMI 90 de la ceftazidime d’un facteur
quatre une fois associée a I'avibactam (158). Zhanel et al arrivaient au méme constat
en 2013 (159).

L’avibactam potentialise a la fois I'activité in vitro et in vivo de la ceftazidime contre
les souches de P.aeruginosa hautement résistantes a la ceftazidime. Cette molécule
présente I'avantage de combattre ces bactéries sans avoir eu besoin d’identifier une
nouvelle cible thérapeutique (160).

C. Etudes concernant ceftolozane-tazobactam

Le ceftolozane-tazobactam est I'association d’une nouvelle céphalosporine de 3°™®
génération avec un inhibiteur de bétalactamase déja connu. Le spectre du
ceftolozane-tazobactam est proche de celui de la ceftazidime, mais il posséde une
meilleure vitesse de bactéricidie et une meilleure activité sur le bacille pyocyanique.
Les CMI du ceftolozane seul sont similaires a celles du ceftolozane-tazobactam,
mais I'ajout de tazobactam permet d’avoir une activité sur les BLSE supérieure en
comparaison de l'association pipéracilline-tazobactam déja existante. Le ceftolozane
posséde une bonne activité contre les souches de P.aeruginosa surproduisant AmpC
du fait d’'une faible affinité pour cette enzyme. Il est aussi peu affecté par d’autres
mécanismes de résistance chez les bactéries a Gram négatif, tels que la mutation
des porines et les systemes d’efflux actifs.
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Dans I'étude de Livermore et al, le ceftolozane présentait une bonne activité contre le
bacille pyocyanique avec une CMI plus basse que celle de la ceftazidime, principale
bétalactamine antipyocyanique. Cette activité était conservée pour la plupart des
souches surexprimant 'AmpC ou un systéme d’efflux. Ainsi, dans le groupe
surexprimant I'efflux a un trés haut niveau, 94.7% des souches restaient sensibles au
ceftolozane-tazobactam contre 27.6% pour la ceftazidime et 5.9% pour la
pipéracilline-tazobactam. Dans le groupe surexprimant 'AmpC, le ceftolozane-
tazobactam était actif contre 96.6% des souches, tandis que la ceftazidime agissait
dans seulement 20.8% des cas. L’association ceftazidime-avibactam permettait
quant a elle de retrouver une activité sur 94.5% des souches. Si le ceftolozane-
tazobactam n’échappe pas totalement aux systemes d’efflux et a 'AmpC, il apparait
moins touché que les autres céphalosporines et pénicillines antipyocyaniques (161).

Dans I'étude de Sader et al, le ceftolozane-tazobactam était quatre fois plus
performant que la ceftazidime et le céfépime (CMI 50 de 1 pg/ml contre 4 ug/ml pour
les deux autres molécules). Pour les souches de bacille pyocyanique MDR, la CMI
50 du ceftolozane-tazobactam (4 ug/ml) était quatre fois plus faible que celle du
céfépime (16 pg/ml) et huit fois plus faible par rapport a la ceftazidime (32 ug/ml)
(162). Zhanel et al retrouvaient des résultats similaires avec une CMI 90 du
ceftolozane-tazobactam 16 fois plus basse que celle de la ceftazidime et du
céfépime (2 ug/ml contre 32 pg/ml pour les deux autres molécules) (163).

D. Etude comparative avec les entérobactéries

Gonzalez et al ont comparé l'activité des deux nouvelles associations contre des
souches de bacilles a Gram négatif résistants aux bétalactamines(164). 45 souches
de P.aeruginosa, dont 10 souches multirésistantes (résistance a la pipéracilline-
tazobactam, céfépime, méropénéme et imipénéme) et 75 souches d’entérobactéries
ont été testées.

Les CMI 50 (1 pg/ml) et les CMI 90 (8 pg/ml) étaient plus basses pour le ceftolozane-
tazobactam chez le bacille pyocyanique par rapport aux entérobactéries (CMI 50/90
de 2/32 pg/ml). 87% des souches totales de P.aeruginosa et 60% de celles
multirésistantes étaient sensibles au ceftolozane-tazobactam.

De fagcon contrastante avec les résultats du ceftolozane-tazobactam, les
entérobactéries présentaient pour la ceftazidime-avibactam des valeurs de CMI 50
(0.5 pg/ml) et de CMI 90 (2 pug/ml) inférieures a celles du bacille pyocyanique (CMI
50/90 de 2/16 pg/ml). Seules 82% des souches de P.aeruginosa étaient sensibles a
cette association contre 99% chez les entérobactéries.

Au final, cette étude montre que la ceftazidime-avibactam est une bonne alternative

pour le traitement des souches productrices de KPC. Le ceftolozane est une nouvelle
céphalosporine avec une excellente activité antipyocyanique et combinée au
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tazobactam, elle révele une bonne performance sur les souches d’entérobactéries
productrices de BLSE.

E.  Positionnement des molécules en termes de cotit/bénéfice

Ces deux nouvelles associations d’antibiotiques représentent une alternative
intéressante pour la prise en charge des infections a bacilles a Gram négatif
multirésistants.

Le ceftolozane-tazobactam apparait le plus actif sur le bacille pyocyanique. En
probabiliste, il peut permettre une stratégie d'épargne des carbapénémes. En
documenté, I'intérét de cette molécule se porte vers la désescalade et I'épargne la
aussi des carbapénémes. Un frein a son utilisation peut résider dans le colt élevé
journalier de cette molécule (3g/jour = 546 euros).

Devant une souche de phénotype CAZ R, FEP R, IMP S et C/T S ne permettant pas
I'utilisation des molécules classiques (ceftazidime et céfépime) les cliniciens sont
donc confrontés a deux options thérapeutiques possibles. Certes, le choix du
carbapénéme permet une économie budgétaire, mais le risque de sélection de
mutants résistants est élevé avec cette molécule et il s’agit donc d'une option
critiquable d’'un point de vue écologique. De l'autre cété, le ceftolozane-tazobactam
est bien entendu une molécule onéreuse, mais elle posséde a priori 'avantage
d’exercer une moindre pression de sélection antibiotique. Il en découle une
diminution du risque d’émergence de souches de P.aeruginosa résistantes sous ce
traitement. C’est ce qu'ont montré Cabot et al en 2014 (165). Dans leur étude, ils ont
comparé l'acquisition de résistance vis-a-vis de différents antibiotiques (ceftazidime,
méropénéme, ciprofloxacine, ceftolozane/tazobactam) de la part de souches
sauvages (PAO1) et mutées (PAOMS, AmutS) de bacille pyocyanique. Aprés sept
jours d’exposition des souches sauvages a chaque molécule antibiotique, le
développement de résistance était nettement plus rapide pour la ceftazidime, le
méropénéme et la ciprofloxacine que pour le ceftolozane/tazobactam. D’autre part,
de hauts niveaux de résistance (CMI jusqu’a 64 ug/ml) étaient observées avec les
trois premiéres molécules, tandis que les CMI ne dépassaient pas 8 ug/ml au 7°™
jour pour le ceftolozane/tazobactam. L'acquisition d’'un haut niveau de résistance a
cette nouvelle association d’antibiotique (CMI a 64 ug/ml) n’était en réalité observée
que chez les souches mutées (PAOMS).

A ce jour, il existe peu de données sur I'impact écologique des nouvelles molécules
(ceftolozane/tazobactam et ceftazidime/avibactam) sur le microbiote. L’emploi de
ces alternatives aux carbapénémes ne doit donc s’envisager que sur documentation
précise et avec précautions. D’autres études médico-économiques seraient
nécessaires pour déterminer le rapport bénéfice/colt de ces deux nouvelles
associations d’antibiotiques et mieux définir leur positionnement dans la stratégie
thérapeutique des infections a P.aeruginosa et des autres bacilles a Gram négatif.
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CONCLUSION

Les données de la littérature concernant les bactériémies a Pseudomonas
aeruginosa sont pauvres. Cette étude contribue a préciser le profil particulier des
patients, leur prise en charge et les caractéristiques des souches responsables. Elle
confirme la sévérité de cette pathologie.

Si certaines infections a bacille pyocyanique sont authentiquement communautaires,
notre étude montre que les bactériémies a P.aeruginosa sont des maladies
essentiellement acquises dans les structures de soins (infections nosocomiales ou
liées aux soins). Elles surviennent de préférence sur des terrains avec comorbidités
ou facteurs prédisposants: sujets &gés, patients souffrant de maladies
hématologiques ou cancéreuses (neutropénie, chimiothérapie), patients diabétiques,
porteurs de pathologies chroniques (respiratoires, cardiaques, rénales), sujets
hospitalisés en soins intensifs ou ayant subi des manceuvres invasives
(cathétérisme, sondage vésical, intubation-ventilation). Une porte d’entrée
pulmonaire, une neutropénie, un sepsis sévere et une antibiothérapie inappropriée
sont des facteurs qui aggravent le pronostic. La mortalité globale associée a ces
bactériémies est élevée (30% de décés a J30 d’aprés nos données). Devant tout
tableau de bactériémie, il est donc nécessaire d’évaluer le risque de responsabilité
du bacille pyocyanique ainsi que le risque de résistance aux antibiotiques afin de
prescrire rapidement un traitement approprié.

De fagon inquiétante, I'administration répétée d’antibiotiques chez ces patients
fragilisés ou souffrant de pathologies chroniques tend a faciliter 'émergence de
souches de bacilles pyocyaniques résistantes a tous les antibiotiques utilisés en
premiére ligne. Cette évolution s’inscrit dans un contexte pharmaceutique peu
favorable ou les innovations en matiére d’antibiotiques se font rares. Ces souches
multirésistantes, voire totorésistantes posent un réel probléme de Santé publique car
les cliniciens sont de plus en plus confrontés a des infections pour lesquelles les
options thérapeutiques sont réduites, hasardeuses (association colistine avec
rifampicine) ou inexistantes. Comme nous l'avons évoqué dans la discussion de
cette thése, d’autres études sont nécessaires pour établir le positionnement exact
dans les stratégies thérapeutiques des deux nouvelles associations d’antibiotiques
recemment mises sur le marché (C/T et CZA), en particulier en termes de
cout/bénéfice.
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La mise au point de nouveaux agents antibactériens doit désormais s’appuyer sur
une meilleure connaissance de la physiologie et de la génétique bactérienne, afin
d’identifier des cibles cellulaires a inactiver pour baisser la pathogénicité, sans pour
autant imposer une pression de sélection. Le défi est de développer des stratégies
anti-virulence visant non pas a détruire, mais a neutraliser la bactérie pour
'empécher de nuire.

Plusieurs axes de recherche sont actuellement explorés. Il est par exemple possible
de prévenir 'adhésion du bacille pyocyanique aux cellules épithéliales grace a des
agents glycomimétiques qui peuvent bloquer les récepteurs sur lesquels viennent se
fixer les lectines bactériennes. Plusieurs équipes ont cherché a développer des
anticorps monoclonaux dirigés contre l'aiguille du systéme SST3, dont le rble est
reconnu dans les pneumopathies. Le but étant d’inhiber la translocation des
effecteurs cytotoxiques dans les cellules épithéliales respiratoires, les polynucléaires
et les macrophages. Les anticorps anti LPS sont aussi prometteurs, comme le
Panobacumab, anticorps spécifique du LPS de sérotype O11 qui a donné des
résultats intéressants pour le traitement des pneumopathies nosocomiales a
P.aeruginosa O11. Autre élément clé dans la production de nombreux facteurs de
virulence, le quorum sensing est une cible intéressante dans la stratégie anti-
virulence. L’azithromycine a montré une capacité a inhiber ce systéme de régulation
et a retarder la formation du biofilm, ce qui est mis a profit dans le traitement de fond
de linfection respiratoire chronique chez les patients souffrant de mucoviscidose.
L’utilisation de bactériophages anti Pseudomonas fait partie des autres pistes
etudiées actuellement par les laboratoires de Recherche. Il est toutefois important de
souligner que ces nouvelles approches anti-virulence restent complémentaires d’'une
antibiothérapie classique.
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LISTE DES ABREVIATIONS

AHL : acylhomosérine lactone

AMC : augmentin

APACHE : Acute Physiologic and Chronic Health Care Evaluation

BCP : Bromocrésol Pourpre

BGN : bacille a3 Gram négatif

BHRe : Bactéries Hautement Résistantes émergentes

BLSE : bétalactamases a spectre élargi

BMR : bactéries multirésistantes

BPCO : broncho-pneumopathie chronique obstructive

CASFM : Comité de I'Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
CAZ : ceftazidime

CCLIN : Centre de Coordination de la Lutte contre les Infections Nosocomiales
CGP : cocci a Gram positif

CMI : concentration minimale inhibitrice

CNR : Centre National de Référence

C/T : ceftolozane/tazobactam

C3G : céphalosporine de troisieme génération

C4G : céphalosporine de quatrieme génération

CZA : ceftazidime/avibactam

DL50 : dose létale 50

EARS-Net : European Antimicrobial Resistance Surveillance Network
EB : entérobactérie

EBLSE : entérobactérie productrice de BLSE

ECBU : examen cytobactériologique des urines

EDTA : acide éthyléne-diamine-tétraacétique

EHPAD : établissement d’hébergement pour personnes dgées dépendantes
EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FEP : céfépime

KT : cathéter

| - intermédiaire

IBL : inhibiteur de bétalactamase

IMP : imipénéme

ISO : infection de site opératoire

LPS : lipopolysaccharide

MBL : métallo bétalactamase

McF : Mc Farland

MDR : multidrug resistant

MH : Muller Hinton

NPDC : Nord-Pas-de-Calais

ONERBA : Observatoire National de I'Epidémiologie et de la Résistance Bactérienne aux
Antibiotiques

OR : odd-ratio

PA : Pseudomonas aeruginosa

PAC : chambre implantable

PAVM : pneumopathie acquise sous ventilation mécanique

PDR : pandrug resistant

PIP : pipéracilline
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R : résistant

RAISIN : Réseau d'alerte, d'investigation et de surveillance des infections nosocomiales
S : sensible

SA : Staphylococcus aureus

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline

SOFA : Sequential Organ Failure Assessment

SST3 : systéme de sécrétion de type 3

TIC : ticarcilline

XDR : extensively drug-resistant
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Résumé :

Contexte : Depuis 1996, un observatoire régional recense chaque année plus de 200
bactériémies a P.aeruginosa (PA) dans les hopitaux du Nord-Pas-de-Calais. Cette étude
a été menée dans deux établissements participant a ce réseau afin de préciser les
caractéristiques des patients et des souches isolées pour tous les épisodes documentés
avec cette bactérie durant cinqg ans.

Méthode : Inclusion de toutes les bactériémies documentées de 2012 & 2016 dans les
CH d’Arras et de Valenciennes. Données relatives aux patients recueillies en consultant
les dossiers cliniques. Données microbiologiques étudiées a partir des logiciels de
laboratoire. Détermination des CMI de deux nouvelles associations d’antibiotiques (C/T,
CZA) et étude des mécanismes de résistance réalisées sur des souches bactériennes
conservées en collection dans ces deux établissements.

Résultats : La moyenne d’age des 175 patients était de 69 ans. On notait au moins une
comorbidité chez 93% des patients (cancer ou hémopathie pour 87 patients). L’infection
était sévere dans 28.7% des cas et associée a une neutropénie chez 24% des patients.
22% des patients décédaient a J10. La sensibilité des souches était la suivante:
tazocilline (88.1%), ceftazidime (90.6%), imipénéme (83.4%). 17 souches ont été
catégorisées BMR et 2 totorésistantes. Les CMI de C/T et de CZA apparaissaient
inférieures a celles des molécules de référence (ceftazidime et céfépime). Le traitement
probabiliste était adapté au bacille pyocyanique dans seulement 41% des cas. Aprés
documentation, le traitement a été modifié chez 74% des patients (élargissement du
spectre dans 77.5% des cas).

Conclusion et perspectives : Les données de la littérature sur les bactériémies a PA
sont pauvres. Cette étude contribue a préciser le profil particulier des patients, leur prise
en charge et les caractéristiques des souches responsables. Elle confirme la sévérité de
cette pathologie. Une fine connaissance des mécanismes physiopathologiques et des
facteurs de virulence bactériens sont devenus essentiels pour la prise en charge des
infections a PA. Plusieurs pistes sont a I'étude pour le développement de stratégies
thérapeutiques anti-virulence en complément de I'antibiothérapie classique.
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