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Introduction

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie opportuniste, impliquée dans environ 7% des
infections associées aux soins de santé (1). Ce pathogene peut étre observé dans plusieurs
types d’infections comme les infections des voies urinaires, les bactériémies, mais surtout des
pneumonies chez les patients sous ventilation mécanique, atteints de cancer, neutropéniques,
chez les brilés ou les personnes infectées par le VIH. Il est en cause de 20 % des
pneumopathies de réanimation (2) et colonise environ 30% des patients atteints de
mucoviscidose (3). De plus, P. aeruginosa provoque des maladies chez les plantes (4), les
animaux d’élevage et les animaux de compagnie (5,6). Le génome hautement flexible et
polyvalent de P. aeruginosa lui permet d'avoir une pathogénicité élevée. Les nombreux
facteurs de virulence sécrétés et exprimés, la multirésistance a différentes classes
d'antibiotiques et la capacité de former des biofilms sont des facteurs de pathogénicité qui
exposent a de nombreuses difficultés dans la lutte contre les infections a P. aeruginosa et qui

doivent étre mieux compris pour un traitement efficace.

La résistance aux antimicrobiens est devenue une crise majeure de santé publique. Selon
I’Organisation mondiale de la santé (OMS), environ 700 000 personnes meurent chaque année
dans le monde d'infections bactériennes dues a la résistance aux antibiotiques. Le sujet est
considéré comme l'une des menaces les plus importantes pour I'espéce humaine au 21°me
siecle (7). Les infections nosocomiales par P. aeruginosa sont causées par des souches souvent
résistantes aux antibiotiques, posant ainsi des problémes majeurs a I’hopital (8). De plus, les
génes de résistance peuvent étre disséminés entre les microbiotes associés aux humains, aux

animaux et a I'environnement.

Afin de traiter les patients infectés avec une antibiothérapie adaptée le plus rapidement
possible, les laboratoires de biologie médicale disposent de différentes méthodes pour tester
la sensibilité des bactéries pathogénes capables d’exprimer des mécanismes de résistance aux
antibiotiques les plus courants. A I'aide de méthode par dilutions successives d’antibiotiques
ou par bandelette avec un gradient de concentration d’antibiotique, I'antibiogramme permet
d’obtenir la concentration minimale inhibitrice (CMI) qui guide le clinicien sur la concentration
d’agent antimicrobien nécessaire au niveau du foyer infectieux pour traiter le patient avec
une bonne probabilité de succes thérapeutique. La CMI est définie comme la plus faible
concentration d’antibiotique empéchant la croissance visible d’'une bactérie donnée. Un

critere d’interprétation (« sensible a posologie standard », « sensible a forte posologie » ou
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« résistant ») peut ensuite étre affecté au résultat de CMI pour guider le choix d’une
antibiothérapie (9). Les procédures standard et de référence sont basées sur des méthodes
d’antibiogramme pour lesquelles une période d’incubation minimale de 16 a 24 heures doit
étre observée pour les bactéries. Pour P. aeruginosa, la micro-dilution en bouillon reste la
méthode de référence selon la norme ISO 20776-1 de 2006. Elle consiste a incuber 24 heures
un inoculum bactérien dans des puits contenant de dilutions successives de deux en deux
d’antibiotiques. Bien que cette méthode permette de déterminer les CMI, elle est
difficilement applicable en routine en raison de sa lourdeur et de la nécessité d’avoir de
nombreux puits sur la plaque. Différents fabricants ont mis au point des variantes de la
procédure de référence avec des durées d’incubation plus courtes permettant d’obtenir des
résultats plus rapidement et pour certaines de déterminer les CMI. Ainsi, beaucoup de
laboratoires dont celui du CHU de Lille utilisent des méthodes automatisées comme le
systéme VITEK® 2 (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France). Ce type de systéme est capable de
donner une valeur de CMI approchée en 8 a 12h mais ne permet pas de mesurer de « vraies »
CMI (9). Une autre méthode se rapprochant plus de la méthode de référence, permet de
déterminer un statut de sensibilité en fonction de la CMI: la micro-dilution dans des

microplaques Sensititre ® (Thermo Fisher Scientific, Cleveland, OH, USA).

L’objectif de ce travail est de comparer une méthode d’antibiogramme par micro-dilution en
microplaques Sensititre avec d’autres techniques actuellement utilisées en routine comme le
VITEK 2 ©, la diffusion en milieu gélosé ou E-test ® (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France) pour
des souches de P. aeruginosa isolées de prélevements respiratoires. Nous en profiterons
également pour évaluer les problemes que I'on peut rencontrer en routine avec cette
technique sur les souches de croissance difficile comme les souches de P. aeruginosa

mucoides chez les patients atteints de mucoviscidose.

Pour cela, nous avons inclus des souches de prélevements respiratoires des patients suivis
pour mucoviscidose, ainsi que des souches de P. ageruginosa isolées de prélevements
respiratoires de patients hospitalisés en réanimation de décembre 2022 a avril 2023 au CHU

de Lille.
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Chapitre 1 : Généralités

l. La bactérie Pseudomonas aeruginosa

A. Taxonomie et mise en évidence

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie appartenant a I'ordre des Pseudomonales et a la
famille des Pseudomonadaceae (10). Le genre Pseudomonas présente une grande diversité.
En 1972, les travaux de Palleroni et Doudoroff ont permis de distinguer cinq groupes
d'homologie d'ARN ribosomal (Tableau 1) pour classer les différentes espéces. Le groupe | de
Palleroni rassemble les "vrais" Pseudomonas, qui comprennent a la fois des espéces
"fluorescentes"”, produisant de la pyoverdine et des espéces non fluorescentes. Le groupe |l
englobe les genres Burkholderia, et Ralstonia. Le groupe Il inclut la famille des
Comamonadaceae, qui comprend les genres Comamonas, Delftia et Acidovorax. Le groupe IV
correspond au genre Brevundimonas, puis le groupe V correspond au genre

Stenotrophomonas.

Tableau 1: Classification actuelle des principales espéces de Pseudomonas et bactéries apparentées rencontrées en
pathologie humaine (11)

Groupe d’homologie (ARNr) | Genres Espéces

| Pseudomonas Espeéces fluorescentes :

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

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

Depuis leurs travaux, la classification des groupes d'homologie a connu des avancées grace a
['utilisation de nouvelles méthodes de caractérisation moléculaire, permettant le séquencgage
complet des génomes bactériens. Malgré ces évolutions, le groupe | demeure un groupe
d'homologie significatif, incluant I'espéce P. aeruginosa qui est la plus répandue au sein du
genre dans les pathologies infectieuses. P. aeruginosa a été découvert pour la premiére fois
en 1872 par Schroeter (12),(13). A I'origine nommée Bacterium aeruginosum, cette bactérie
possede la capacité de produire un pigment bleu hydrosoluble que I'on retrouve dans le pus

de certaines plaies. Elle a été isolée ultérieurement a partir d'une plaie surinfectée chez un

18



soldat dont les pansements avaient une coloration bleu/vert. Le mérite de l'isolement de cette
bactérie est attribué a Carle Gessard, pharmacien militaire et bactériologiste francais, qui la
désigna sous le nom de Bacillus pyocyaneus (14). En 1894, Walter Migula lui donna le nom de
Pseudomonas aeruginosa encore utilisé aujourd'hui. Le nom de la bactérie provient du grec
"pseudo” signifiant "imitation" et de "monas" signifiant "unité", se référant ici aux "germes".
Le terme "aeruginosa" en latin signifie "vert-de-gris" et fait référence a la teinte du cuivre

oxydé qui rappelle I'aspect de ses colonies.

B. Description de la bactérie et caractéres culturaux

P. aeruginosa se présente sous forme de bacilles a Gram-négatif, parfois incurvés et d’aspect
tres fin (1 a 3 um de long et 0.5 a 1 um de large). C'est une bactérie non capsulée et non
sporulée, tres mobile grace a un flagelle en position polaire et de type respiratoire aérobie
strict, oxydatif et non fermentant. Elle peut toutefois également se répliquer en condition
anaérobie en utilisant le nitrate comme accepteur terminal d’électron (15). Cette bactérie non
exigeante, pousse en culture en moins de 18 heures sur des milieux gélosés usuels comme
BCP, GS, PVX/CHOC. Les colonies sont plates aux bords irréguliers a reflets métalliques et ont
une odeur caractéristique de « fleur de seringat » due a la production d’ortho-amino-acéto-
phénone (16). Elles produisent deux pigments, la pyocyanine, et la pyoverdine qui peuvent
leur donner un aspect de couleur bleu/verte/noir. La pyocyanine, spécifique de I'espece
aeruginosa, provoque l'inhibition de la respiration cellulaire, altére la fonction ciliaire et

facilite les dommages oxydatifs a I’épithélium pulmonaire (17).

Le génome de P. ageruginosa est structuré en un réplicon unique, une molécule d'ADN
circulaire, relativement grande, estimée a environ 6,3 millions de paires de bases. Il se
compose de 5697 geénes codant pour des protéines impliquées dans divers processus
biologiques tels que le métabolisme, la mobilité, la virulence et la régulation génétique (10)

(18).

De nombreux génes peuvent de plus étre acquis par transfert horizontal, par I'intermédiaire
d’intégrons ou d’éléments génétiques mobiles, tels que des transposons, des séquences
d'insertion, des flots génomiques, des phages, des plasmides et des éléments intégratifs et
conjugatifs. Les flots génomiques sont des segments d'ADN horizontalement transférés qui
renferment des geénes liés a des adaptations environnementales spécifiques. L'acquisition des

éléments génétiques mobiles entraine un co(t d'adaptation pour I'héte, qui peut étre atténué
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au fil du temps par des mutations compensatoires au cours de la coévolution (19). En plus des
génes, le génome comprend des régions non codantes et des séquences régulatrices. Cette
structure complexe et flexible confére a P. aeruginosa la capacité de s'adapter a différents
environnements et de développer des caractéristiques spécifiques en réponse aux pressions
évolutives. Cette diversité génomique se traduit par une structure de population non clonale,
ponctuée de clones spécifiques associés a une morbidité et une mortalité importante dans le

monde entier, les clones dits a « haut risque » (19).

P. aeruginosa est une bactérie ubiquitaire de I’environnement dont le réservoir naturel est
I'eau. Elle est fréquemment retrouvée dans les mers, les rivieres et les réseaux d’eau
domestiques (20). C'est un saprophyte de I’environnement capable de se développer dans le
sol et les habitats humides et de coloniser les végétaux et les animaux (21). Elle peut
également se développer sur les matériaux de surface humides comme le matériel hospitalier.
Chez I’'Homme sain, il s’agit d'un commensal rare ne se retrouvant que chez seulement 2 a 4
% des individus. Cependant, ce taux de portage augmente considérablement en cas
d'hospitalisation ou de traitement antibiotique, pouvant atteindre jusqu'a 50 voire 60 % (22).
Le tube digestif est le principal site de colonisation, suivi des voies aériennes supérieures et
des plis cutanés. De ce fait, la porte d’entrée d’une infection peut étre endogene (par la
colonisation des voies respiratoires ou gastro-intestinales) ou exogene (eau du robinet) dans

le cas de la pneumonie acquise a I'hopital (23).

C. Facteurs favorisants

A) Facteurs de virulence de la bactérie

P. aeruginosa doit son haut pouvoir pathogéne a la grande taille et la polyvalence de son
génome, ce qui lui confére de multiples facteurs de virulence cités ci-dessous dans le Tableau
2. Les facteurs de virulence jouent un réle essentiel pour la survie de la bactérie, la colonisation
et I'invasion des tissus au cours de I'infection. De plus, certains de ces facteurs de virulence

sont capables d’activer ou de déjouer le systéme immunitaire de I’hote.

lIs peuvent étre classés en deux groupes ; d’'une part les facteurs membranaires qui jouent un
role dans la mobilité et I'adhésion aux endothéliums et épithéliums (flagelle, pili de type IV,
LPS, alginate, protéine CupA), et d’autre part, les facteurs sécrétés qui provoquent des lésions

cellulaires ou tissulaires (exotoxine A, élastase, pyocyanine, rhamnolipide...).
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Tableau 2: Les principaux facteurs de virulence de P. aeruginosa: mécanismes de virulence et effets pathogénes induits

(24)
Facteurs de virulence  Mécanisme de virulence Effet pathogéne Induit
Lipopolysaccharide Stimulation de la production de cytokines Choc
(LPS)
Pili Adhésion aux cellules épithéliales respiratoires Pathogénicité respiratoire
Flagelle Adhésion aux mucines Diffusion bactérienne
Mobilité : role dans |'internalisation
Alginate Provoque le phénotype muqueux Pathogénicité respiratoire
Adhésion aux cellules trachéales Résistance aux défenses de I'hote (phagocytose)
Inhibition de la phagocytose, de I'action des et aux anfibiotiques
antibiotiques et de la réponse immunitaire Responsable du caractére mucoide des souches
Exotoxine A Inhibition des synthéses protéiques des cellules Mort cellulaire : nécrose tissulaire
. B cibles 7 _Role important dans la virulence
Exoenzyme S Effet cytotoxique Nécrose tissulaire
Prolifération des LT Entraine des lésions du glycopeptide, de la
vimentine et des IgG et IgA
Exoenzyme U Réle antiphagocytaire Lésions des cellules épithéliales
Responsable de bactériémie voire de choc
septique
Rhamnolipide Effet détergent Hydrolyse du surfactant
Elastases (LasA+LasB)  Dégradation de |'élastine, de la fibrine, de Destruction des tissus contenant de I'élastine
| !'intedéron, du com_plémem et du collagéne Rc’;lg iqlpolla_n} gans la virulence
 Protéase alcaline Protéolyse Rale dans les infections corméennes
Pyocyanine Action bactéricide sur les autres bactéries Favorise 'émergence du bacille pyocyanique
+ Augmentation de la libération d'élastase Diminution de la clairance des bacilles
Pyoverdine Inhibition des battements des cils Role dans la survenue de vascularite d'artéres
Captage du fer pulmonaires.
Induisent la synthese de radicaux libres
Lectines solubles Inhibition des battements ciliaires des cellules Pathogenicité respiratoire
pulmonaires Role dans ['infection chronique
Phospholipase C Effet cytolytique local Lyse des cellules cibles (atélectasie pulmonaire)

Role dans l'infection aigué et chronique.

Les facteurs de virulence impliqués dans le développement d’une pneumonie sont
principalement les exotoxines et le systéme de sécrétion de type 3 (25). Les exotoxines sont
des toxines produites par la bactérie qui peuvent endommager le tissu pulmonaire et affaiblir
la défense immunitaire de I’héte (26). Quant au systéme de sécrétion de type 3, c’est un
ensemble complexe de protéines fonctionnant comme une sorte de "seringue moléculaire",
permettant a la bactérie d'injecter directement des protéines effectrices, qui peuvent
modifier les fonctions cellulaires, dans les cellules de I’hote. La structure du systéeme peut étre
divisée en cinq parties : les protéines qui composent le complexe de l'aiguille qui transporte
les substrats du cytosol bactérien vers I'environnement extracellulaire ; les protéines qui
transloquent les protéines sécrétées dans les cellules hotes ; les protéines qui régulent le
processus de sécrétion ; les protéines chaperonnes qui facilitent la sécrétion de leurs
partenaires spécifiques, et les protéines qui sont injectées dans les cellules hotes, appelées
protéines effectrices ou exotoxines. Quatre toxines ont été identifiée : ExoS, ExoT, ExoU et

ExoY. Les quatre toxines sont exprimées de facon variable selon les souches. ExoS et ExoT
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collaborent pour perturber le cytosquelette de la cellule hote, bloquer la phagocytose et
provoquer la mort cellulaire. Une forte expression de exoU chez une souche est associée a un

mauvais pronostic clinique (27).
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Figure 1 : Mécanismes d’action des différents facteurs de virulence de P. aeruginosa sur une cellule épithéliale (27)

Concernant ce systéme de sécrétion de type Ill, une matrice trés complexe de signaux
environnementaux est intégrée pour le réguler étroitement. Trente-six génes encodés dans
cing opérons regroupés sur le chromosome de P. aeruginosa sont impliqués dans la biogenese
et la régulation de la machinerie de ce systeme. Au moins six autres génes dispersés dans le

chromosome codent pour des protéines effectrices et leurs chaperons.
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Figure 2: Régulation du systéme de sécrétion de type Il (28)
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B) Facteurs liés a I’hote

Malgré sa grande capacité d'adaptation et la présence de nombreux facteurs de virulence, P.
aeruginosa reste une bactérie opportuniste et a rarement la possibilité de provoquer une
infection sans qu'il y ait une défaillance sous-jacente de la barriere mécanique ou de
I'immunité de I'hGte. Ainsi, elle entraine essentiellement des infections nosocomiales chez les
patients sous ventilation mécanique, immunodéprimés, dans des contextes d’hémopathie, de
neutropénie, de diabete, de greffe, chez les patients sous chimiothérapie (29), infectés par le
VIH (30) ou encore les grands brilés. Les patients atteints de graves brilures subissent une
perte significative de l'intégrité de leur barriere épithéliale et les infections restent la
principale cause de mortalité chez ces patients. Dans un environnement hospitalier, on trouve
des souches de P. aeruginosa multi-résistantes qui peuvent étre une source d'infection et
d’épidémies entrainant une morbi-mortalité élevée dans les unités de soins intensifs des

patients brilés (31,32).

D. Pouvoir pathogene complexe

A) Infections aigués

P. aeruginosa est capable de causer des infections aigués dans divers tissus. Elle peut entrainer
des infections pulmonaires, notamment des pneumonies acquises sous ventilation mécanique
(PAVM) (33), des infections du tractus urinaire (34), des otites (35), des infections oculaires
(16), des infections cutanées (surinfections de plaies ou brilures) (36), des infections
ostéoarticulaires (37) et des infections de matériels invasifs (cathéters, sondes urinaires,
chambre implantable, picc-line). Plus rarement, elle peut étre responsable de méningites ou

d’endocardites (16).

La plupart des infections a P. aeruginosa peuvent se compliquer de bactériémies. Le pronostic
de ces bactériémies est souvent grave et varie selon la pathologie sous-jacente, I'age, la
rapidité de mise en place d’un traitement antibiotique adapté. Outre ces parametres, des
facteurs relatifs aux bactéries, tels que le phénotype de résistance ultrarésistant, affectent

négativement le pronostic des patients ayant une bactériémie a P. aeruginosa (38).
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B) Infections chroniques

Les infections chroniques peuvent étre définies comme des infections persistantes ou la
bactérie est fréquemment non invasive et non cytotoxique puisque P. aeruginosa perd ses
facteurs les plus immunogenes tels que les pilis et le flagelle et synthétise du biofilm afin
d’échapper au systéme immunitaire de I'h6te (39). L’élimination du pathogene devient alors
difficile. Ainsi elle est capable de coloniser certains tissus mais aussi d’exacerber les difficultés
respiratoires chez les patients atteints de pathologie pulmonaires comme la bronchectasie, la

broncho-pneumopathie obstructive ou la mucoviscidose (40) (41).

E. Résistances aux antibiotiques

A) Résistances naturelles

La résistance naturelle des bactéries, également appelée résistance intrinséque, fait référence
a la capacité inhérente de toutes les souches d’une méme espéce bactérienne a résister aux
antibiotiques. Elles sont associées a ce qu’on appelle « phénotype sauvage ». Les multiples

résistances naturelles de P. aeruginosa sont dues a plusieurs mécanismes (19).

Premiérement, la bactérie possede une faible perméabilité de la membrane externe, ce qui
limite I'entrée des antibiotiques dans la cellule. La perméabilité est due a la présence de
porines, des canaux protéiques qui permettent le passage des molécules a travers la
membrane externe. Cette membrane est composée de lipo-polysaccharides (LPS) et joue un
role de barriére contre les antibiotiques, qui doivent pénétrer dans la bactérie par des porines.
Chez P. aeruginosa, les porines sont peu nombreuses et peu perméables, les antibiotiques

hydrophobes ont du mal a traverser cette membrane, ce qui réduit leur efficacité (42).

En outre, P. aeruginosa produit naturellement une céphalosporinase chromosomique AmpC
qui est une B-lactamase inductible a large spectre. Cette enzyme hydrolyse les amino-
pénicillines (amoxicilline, ampicilline), les céphalosporines de premiere et deuxiéme
générations (céfalotine, céfoxitine, céfuroxime) et certaines céphalosporines de troisieme
générations (cefotaxime, ceftriaxone). La production d’AmpC est régulée par un systéme de
complexe qui permet a la bactérie de surproduire cette B-lactamase en réponse a la présence
d’antibiotiques de la famille des B-lactamines. La surexpression d’AmpC confére une
résistance aux céphalosporines habituellement actives sur P. geruginosa, notamment a la

ceftazidime.
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Enfin, la bactérie posséde également des systemes de pompes a efflux actif qui éliminent les
antibiotiques de la cellule avant qu’ils ne puissent agir. Les pompes a efflux actif les plus
importantes sont MexA-MexB-OprM et MexX-MexY-OprM (43,44). Ces pompes sont capables
de transporter une grande variété d'antibiotiques. La surproduction de ces pompes a efflux
actif est souvent associée a une résistance accrue aux [-lactamines, aminosides,
fluoroquinolones tétracyclines, sulfamides, macrolides, triméthoprime, chloramphénicol (45—

47).

L'ensemble de ces propriétés implique la résistance naturelle aux pénicillines A, aux
céphalosporines de 17 génération, de 2°™¢ génération et de 3°™¢ génération a I'exception de
la ceftazidime, ainsi qu’a I'ertapénéme. P. aeruginosa est également naturellement résistant
aux phénicolés, aux tétracyclines, au cotrimoxazole, aux macrolides, aux glycopeptides, aux

imidazolés, aux lincosamides et a la kanamycine (48).

La résistance intrinseque de P. aeruginosa découle ainsi de divers mécanismes, ayant pour
objectif soit de désactiver les antibiotiques, soit de les empécher d'atteindre leur cible a
I'intérieur de la cellule. Le Tableau 3 présente la liste principale et complémentaire des
molécules a tester lors d’un antibiogramme selon les recommandations du CASFM 2022 pour

les Pseudomonas sp..

Tableau 3: Liste standard et complémentaire des molécules a tester par antibiogramme pour les molécules a tester par
antibiogramme pour les Pseudomonas sp. d'aprés le CASFM 2022

Liste standard Liste complémentaire

Amikacine Céfidérocol
Aztréonam Ceftazidime-avibactam
Céfépime Colistine
Ceftazidime Fosfomycine
Ceftolozane-tazobactam Imipénéme-relebactam
Ciprofloxacine Lévofloxacine
Gentamicine Méropé&néme-vaborbactam
Imipénéme
Méropénéme
Pipéracilline
Pipéracilline-tazobactam
Ticarcilline
Ticarcilline-acide clavulanique
Tobramycine

Les B-lactamines qui peuvent rester actives sur les souches de P. aeruginosa sont la
pipéracilline (peu utilisée), pipéracilline associée au tazobactam (inhibiteur de B-lactamase),
la ceftazidime, le céfépime, I'imipénéme et le méropénéme. S’y ajoutent les aminosides

(amikacine, tobramycine), la colistine et la fosfomycine.
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B) Principales résistances acquises aux B-lactamines

Par opposition aux résistances naturelles, les résistances acquises ne sont présentes que chez
certaines souches de l|'espéce bactérienne. Elles peuvent étre chromosomiques ou
plasmidiques, par sélection de mutations ou bien par acquisition de nouveaux genes (par
transfert de matériel génétique) (49). Les résistances acquises sont souvent favorisées en
milieu hospitalier par une forte concentration bactérienne et une pression de sélection par les

antibiotiques, en particulier les antibiotiques a large spectre (50).

Les infections causées par P. ageruginosa sont associées a une résistance acquise a de
nombreux antibiotiques (Figure 3 a 6 et Tableau 4). Chez P. aeruginosa, la résistance combinée
(définie comme une résistance a au moins trois antibiotiques parmi pipéracilline-tazobactam,
carbapénémes, ceftazidime, aminosides, fluoroquinolones) était de 8,2 % en France en 2021

sur tous prélévements confondus (8) (Figure 6 et Tableau 4).
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Figure 3 : Evolution du taux de résistance a la ceftazidime chez P. aeruginosa de 2005 a 2021 en France (51)

20

10

R - resistant isolates, percentage (%)
w

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Figure 4 : Evolution du taux de résistance a la pipéracilline-tazobactam chez P. aeruginosa de 2005 a 2021 en France (51)
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Figure 5 : Evolution du taux de résistance aux carbapénémes chez P. aeruginosa de 2005 a 2021 en France (51)
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Figure 6 : Evolution du taux de résistance combinée chez P. aeruginosa de 2005 a 2021 en France (51)

Tableau 4: Evolution des taux de résistances par antibiotiques chez P. aeruginosa de 2005 a 2021 (51)

Aminosides Carbapénémes Ceftazidime Fluoroquino-  Pipéracilline- = Résistance

lones Tazobactam combinée
21,7 14,2 8,5 26,6 9,7 12,6
16,4 12,2 6,0 22,9 7,8 10,1
18,5 14,1 6,8 23,7 6,6 10,3
15,2 14,2 8,0 22,1 8,1 10,4
19,0 17,4 16,8 24,8 17,0 18,2
18,6 17,8 12,7 22,8 18,2 15,6
21,0 20,0 16,0 27,0 19,1 19,2
20,0 18,0 14,1 22,2 18,1 18,2
16,0 17,2 11,5 21,2 13,7 12,5
15,7 18,7 12,0 20,6 15,1 12,7
14,1 16,4 11,6 19,1 14,1 11,6
10,7 15,6 11,3 13,6 16,0 10,4
10,9 13,9 12,2 15,1 16,7 10,6
9,3 16,0 13,0 15,1 17,4 10,6
7,8 12,7 11,5 13,7 16,7 8,6
5,6 12,6 12,8 14,8 171 8,9
4,9 12,1 12,5 14,1 17,0 8,2

Les mécanismes de résistance peuvent étre enzymatiques, c’est-a-dire que les bactéries

produisent des enzymes spécifiques capables de modifier chimiquement ou de dégrader les
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structures des agents antibiotiques, rendant ainsi les bactéries résistantes a leur action. Les
bactéries peuvent produire différentes classes d'enzymes de résistance telles que les B-
lactamases, qui inactivent certains antibiotiques de la famille des B-lactamines comme les

pénicillines ou les céphalosporines (52).

Les premieres B-lactamases découvertes chez P. aeruginosa avaient un spectre limité, tandis
que les plus récentes ont un champ d'action plus élargi englobant les céphalosporines de
troisieme et quatrieme générations, voire les carbapénemes. Ces enzymes ont été classées en
quatre catégories (A, B, C et D) en fonction de leur séquence en acides aminés, conformément
a la classification d'Ambler. Les enzymes de classe A, C et D comportent une sérine dans leur
site actif tandis que celles de classe B nécessitent le zinc comme cofacteur, d'ou leur

appellation de métallo-enzymes.

L'hyperproduction d’une céphalosporinase chromosomique naturelle est le mécanisme de
résistance acquise le plus fréquent. P. aeruginosa produit naturellement deux B-lactamases :
une oxacillinase de type OXA-50 et une céphalosporinase AmpC. La surexpression de la
céphalosporinase AmpC confére une résistance aux céphalosporines habituellement actives
sur P. aeruginosa, notamment a la ceftazidime. De plus, I'hyperproduction de cette enzyme
n’est pas associée a un co(t en terme de fitness important pour P. aeruginosa (53), favorisant
la diffusion de souches multi-résistantes. En revanche elle n’affecte pas les carbapénemes qui
restent habituellement actifs. L’hyperproduction de la céphalosporinase est liée a des
mutations du géne ampD impliqué dans la régulation négative de ampC. Des mutations du
géne ampD peuvent ainsi entrainer une dérépression totale ou partielle de la synthése de la

céphalosporinase AmpC.

P. aeruginosa peut également produire des B-lactamases a spectre restreint transportées par
des plasmides. Trois catégories d'enzymes sont impliquées : les carbénicillinases (groupe CARB
ou PSE), les oxacillinases (groupe OXA) et les pénicillinases de type TEM. Ces enzymes sont
classées dans les classes A et D selon la classification d'Ambler. Ces pénicillinases a spectre
limité conférent une résistance a la ticarcilline et a la pipéracilline, mais n'affectent ni la
ceftazidime ni I'imipénéme. Les inhibiteurs de B-lactamases montrent une efficacité limitée
contre les enzymes CARB et OXA. Seule les pénicillinases de type TEM1/TEM2 sont sensibles

aux inhibiteurs (acide clavulanique ou tazobactam) (19,54).

P. aeruginosa produit également des B-lactamases a large spectre (BLSE). Ces B-lactamases
appartiennent aux classes A et D de la classification d'Ambler et leur action s'étend aux
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céphalosporines de troisieme et quatrieme génération. La premiere BLSE identifiée chez P.
aeruginosa fut I'enzyme PER-1 (Pseudomonas Extended Resistance) en 1991, isolée chez un
patient turc hospitalisé a Paris. Cette BLSE est fréquemment retrouvée chez les souches
résistantes a la ceftazidime. Elle possede une forte activité hydrolytique vis-a-vis de la
ceftazidime, de l'aztréonam et du céfépime mais a une faible action sur la pipéracilline. Elle
est inhibée par l'acide clavulanique et le tazobactam (55). Sept autres familles de BLSE de
classe A ont été identifiées chez P. aeruginosa : TEM, SHV et CTX-M (comme chez les
entérobactéries), VEB (Vietnamese Extended spectrum B-lactamase), GES (Guyana Extended
spectrum B-lactamase), BEL (Belgium) et PME (Pseudomonas ESBL). Actuellement, les
enzymes de type PER et GES sont les plus courantes en France et des souches produisant ces
enzymes ont été impliquées dans des épidémies hospitaliéres. Les enzymes de type GES
hydrolysent la ceftazidime, le céfépime et la pipéracilline mais sont peu inhibées par I'acide

clavulanique et le tazobactam (56).

Contrairement aux BLSE de classe A, les BLSE de classe D identifiées chez P. aeruginosa sont
trés rarement retrouvées chez d'autres espéeces bactériennes. Ce sont des "oxacillinases a
large spectre" (ES-OXA). Elles dérivent principalement d'oxacillinases a spectre restreint par
des mutations ponctuelles, ce qui les rend plus actives sur les céphalosporines de 3°me
génération. L'activité varie d'une ES-OXA a l'autre vis-a-vis des uréido-pénicillines, des
carboxypénicillines, de I'aztréonam et des céphalosporines de 3™ génération. Elles sont peu
inhibées par I'acide clavulanique, a I'exception des OXA 18, 45 et 28. En France, I'OXA-19 est

la plus répandue (56).

En France, 12,1% des souches de P. geruginosa étaient résistants aux carbapénemes en 2021
d’apreés le rapport de I'ECDC (Figure 6). Cette résistance aux carbapénémes est la plupart du
temps due a un mécanisme non-enzymatique mais elle peut aussi parfois étre liée a la
production de carbapénémase. Chez P. aeruginosa, les principales carbapénémases
retrouvées sont des métallo-B-lactamases (classe B d'Ambler) (57). Elles hydrolysent toutes
les B-lactamines sauf I'aztréonam. Elles hydrolysent méme les nouvelles molécules, comme le

ceftazidime-avibactam ou le ceftolozane-tazobactam (58).

Les mécanismes de résistance non-enzymatiques sont plus souvent impliqués dans la
résistance aux carbapénémes. Des mutations au niveau de la porine D2 (OprD) sont associées
a la résistance a I'imipénéme. En effet, OprD est la porine par laquelle les carbapénémes

pénetrent dans la bactérie. Cette mutation est fréquemment observée dans les souches
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cliniques, avec un risque de 20 a 30 % de sélection d'un mutant résistant par perte d'OprD lors
d'une infection traitée par I'imipenéme (59,60). Le méropéneéme est habituellement moins

touché que I'imipénéme en cas de mutation de la porine OprD.

Un autre mécanisme est la surproduction du systeme d'efflux actif ou les pompes d'efflux
jouent un réle dans la résistance naturelle des bactéries aux antibiotiques. Lorsque ces
pompes d’efflux sont hyper-produites, elles contribuent a augmenter la résistance a des
antibiotiques auxquels la bactérie est normalement sensible. Cette hyperproduction est due
a des mutations spontanées dans les génes régulateurs des pompes d'efflux MexAB-OprM et
MexXY/OprM. Le systeme MexAB-OprM associe une pompe (MexB/Y), une lipoprotéine de
liaison a la membrane (MexA/X) et une porine (OprM), permettant I'expulsion de
I'antibiotique hors de la cellule. Les souches surproduisant le systeme MexAB-OprM induisent
des CMI 4 a 8 fois plus élevées pour certaines B-lactamines. L’hyperproduction du systéme
MexXY/OprM est associée a des CMI 2 a 8 fois plus élevées pour les céphalosporines, les

aminosides et les fluoroquinolones (47,61,62).

Il.  Infections pulmonaires a Pseudomonas aeruginosa

A. Généralités sur la pneumonie infectieuse

A) Définition et diagnostic

La pneumonie est une infection des poumons généralement causée par des bactéries, des
virus, des champignons ou d'autres agents infectieux. Elle se caractérise par l'infiltration des
tissus pulmonaires par des micro-organismes provoquant des symptémes tels que fiévre,
toux, essoufflement et douleurs thoraciques. La pneumonie peut varier en gravité, allant de
formes légeres traitées en ambulatoire a des cas plus sévéres nécessitant une hospitalisation
et des soins intensifs. Elle peut entrainer des complications potentiellement graves, en
particulier chez les personnes agées, les nourrissons et les individus immunodéprimés. Le
diagnostic et le traitement précoces sont essentiels pour réduire les risques de complications
et favoriser une récupération rapide. Pour les pneumonies infectieuses, le diagnostic
microbiologique a pour but d’identifier I'agent infectieux responsable de ['infection
pulmonaire. Premiérement, il faut réaliser un prélévement respiratoire tels que des crachats,
des sécrétions trachéales, des aspirations bronchiques ou des lavages broncho-alvéolaires. Les
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échantillons peuvent étre soumis a une coloration de Gram pour identifier la présence de
bactéries et pour obtenir des informations préliminaires sur leur morphologie. Puis, les
échantillons sont mis en culture sur des milieux de culture spécifiques. Les colonies
bactériennes résultantes sont ensuite identifiées a I'aide de techniques de microbiologie
comme la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF. Enfin, un antibiogramme est réalisé
sur les bactéries isolées pour déterminer leur sensibilité aux antibiotiques et guider le choix

du traitement.

En plus des bactéries habituelles, des bactéries atypiques, des virus ou des champignons
responsables de pneumonie peuvent étre recherchés. Des techniques telles que la PCR

(réaction de polymérase en chaine) et la culture fongique peuvent étre utilisées (63) (64).

A cela peut s’ajouter une radiographie pulmonaire ou un scanner thoracique pour aider a
confirmer le diagnostic clinique, caractériser I'étendue, la gravité de la maladie, la nature de

I’atteinte tissulaire et la localisation de I'infection pulmonaire (65).

Les résultats de tous ces tests sont interprétés en fonction du contexte clinique pour établir

le diagnostic de pneumopathie infectieuse (66).
B) Pseudomonas aeruginosa dans les pneumonies

La pneumonie causée par cette bactérie se présente sous différentes formes de syndromes
distincts. La plus fréquente est la pneumonie nosocomiale qui survient habituellement en
unité de soins intensifs. Plus rare, la pneumonie communautaire se développe généralement
chez les patients souffrant d'une maladie pulmonaire chronique. Enfin, la pneumonie
bactériémique se manifeste généralement chez les patients neutropéniques (23). Concernant
les unités de soins intensifs, d’aprés le réseau francais de surveillance des infections
nosocomiales en réanimation adulte (Réa-RAISIN), en 2017 environ 7,7% des patients
présentent une pneumopathie au cours du séjour, et pour 18,2% d’entre elles P. aeruginosa
est isolée dans les prélevements (Figure 7). Les pneumonies bactériennes a P. aeruginosa en

réanimation sont associées a un taux de mortalité autour de 50 % (38).
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Figure 7 : Répartition des micro-organismes en cause des pneumonies en réanimation (Réa RAISIN 2017-Santé publique
France (67)

B. Pseudomonas aeruginosa chez les patients atteints de mucoviscidose

A) Généralités sur la mucoviscidose

La mucoviscidose est une des maladies génétiques les plus fréquentes dans la population
caucasienne. Elle affecte environ 70 000 patients dans le monde dont 6000 en France selon le
rapport de 'OMS de 2020. C'est une maladie héréditaire a transmission autosomique
récessive : seuls les sujets ayant hérité de deux mutations sont atteints ; I'une provenant du
pére, I'autre de la meére. Le gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) responsable de la maladie a été identifié en 1989 ; il est situé sur le bras long du
chromosome 7 (7931) et code pour la protéine CFTR intervenant dans la régulation du
transport des ions chlorures au niveau de la membrane cellulaire (3). Les cellules de
I'immunité innée présentes dans les poumons sont les polynucléaires neutrophiles et les
macrophages alvéolaires. La clairance mucociliaire et I'activité antimicrobienne du surfactant
pulmonaire sont deux mécanismes de défense supplémentaires vis-a-vis des
microorganismes. Dans le cas de patients atteints de mucoviscidose, les sécrétions
respiratoires présentent des niveaux anormaux d'ions chlore en raison d'une déficience du
canal CFTR. La présence de concentrations élevées de chlore entraine une diminution de la
capacité de phagocytose des neutrophiles et une augmentation de |'apoptose. Le surfactant
pulmonaire contient des peptides antimicrobiens tels que la défensine de type 1 et des

lysozymes, qui sont altérés en raison des différences de composition ionique du liquide,
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entrainant leur inhibition. La clairance mucociliaire repose sur le mucus biphasique et les cils
présents sur |'épithélium des voies respiratoires. Les cils se déplacent de maniére continue
pour créer un courant qui élimine la couche supérieure du mucus, ou les microorganismes
étrangers sont piégés. Cependant, chez les patients présentant une forte concentration de
chlore, la viscosité du mucus augmente, réduisant ainsi sa réabsorption. Cette augmentation
de viscosité entrave le mouvement des cils, ce qui empéche I'élimination adéquate du mucus
(voir Figure 8). L'ensemble de ces facteurs contribue a la persistance des bactéries dans les

bronches des patients.
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Figure 8 : Comparaison de la clairance mucociliaire entre des bronches saines et des bronches d’un patient atteint de
mucoviscidose (68)

B) Pseudomonas aeruginosa dans la mucoviscidose

Cette pathologie qui altére la qualité de vie des malades entraine principalement des
complications pulmonaires comme la broncho-pneumopathie chronique obstructive ou

I'insuffisance respiratoire avec notamment en cause la bactérie P. aeruginosa.

Cette derniere se positionne comme la bactérie la plus fréquente dans la colonisation du
tractus respiratoire chez 30 a 40% des adultes, et en deuxieme position chez environ 20% a

40% des enfants et les jeunes adultes (Figure 9) (3).
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Figure 9 : Principales bactéries colonisant le tractus respiratoire en fonction de I'dge des patients atteints de
mucoviscidose (3)

Le tractus respiratoire de ces patients est initialement colonisé par des souches de P.
aeruginosa relativement sensibles aux antibiotiques et ne produisant pas beaucoup de
biofilm. L’inflammation pulmonaire chronique induit une augmentation de la production
d’alginate par acquisition de mutations, notamment au niveau du gene mucA, menant a la
conversion de P. aeruginosa vers un phénotype mucoide (69). Ces souches produisent ainsi
une grande quantité d’alginate et de biofilm qui les protegent de la phagocytose, des

antibiotiques et atténuent la réponse de I’'h6te (Figure 10) (70-72).
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Figure 10 : Production d’alginate et impact sur la souche bactérienne (70)
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Chez les souches « sauvages » non mucoides, I'opéron de biosynthése de I'alginate (algD-algA)
est inactif, car un facteur sigma, AlgT, est séquestré a la membrane interne par son facteur
anti-sigma apparenté, MucA. L'acquisition d'une mutation de mucA se traduit par une
protéine MucA tronquée qui n'est plus en mesure de lier AlgT. AlgT peut alors activer la
biosynthese de l'alginate de deux maniéres principales : (i) en activant la transcription de
I'opéron biosynthétique de l'alginate au niveau du promoteur algD (PalgD) et (ii) en activant
la transcription des génes codant pour trois facteurs de transcription auxiliaires, AlgB, AlgR et
AmrZ, qui se lient également a PalgD (Figure 11). Les souches mucoides de P. aeruginosa
peuvent revenir a un phénotype non-mucoide par l'acquisition d'une mutation secondaire

(suppresseur) dans algT qui inactive la biosynthése de I'alginate (73).
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Figure 11 : Régulation de la biosynthése de I'alginate : conversion mucoide et réversion (74)

Ainsi, la transition de la colonisation a l'infection chronique peut étre associée a un
changement de phénotype de la bactérie, passant de |la formation de colonies non-mucoides
a mucoides (69). Des populations mixtes de mutants mucoides et non mucoides de P.
aeruginosa sont couramment observées dans les prélevements respiratoires de ces patients,

ce qui suggére un avantage sélectif pour la co-infection mucoide/non-mucoide.

Dans les infections chroniques, en particulier chez les patients atteints de mucoviscidose, P.
aeruginosa peut aussi s'adapter, en perdant ses particularités les plus immunogenes comme
les fimbriae et le flagelle. Ainsi en s’isolant des défenses de I’'h6te et en adhérant a I’épithélium
respiratoire en formant des biofilms, il n’est pas reconnu par le systeme immunitaire et n’est
donc pas éliminé.
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Les biofilms sont des communautés de micro-organismes ou les cellules s'agglutinent et
adherent souvent a une surface, ce qui favorise le développement de colonies bactériennes.
Ainsi les bactéries peuvent s'attacher a une variété de surfaces, y compris les surfaces des
cathéters, des protheses et des tissus biologiques. Les cellules adhérentes sont en général
enrobées dans une matrice produite par elles-mémes, appelée substance polymeére
extracellulaire (EPS). Le biofilm protége la bactérie contre les traitements antibiotiques en
limitant la diffusion des antibiotiques dans la matrice extracellulaire. Les antibiotiques ont du
mal a pénétrer dans le biofilm et a atteindre les cellules bactériennes, ce qui rend le traitement
de ces infections difficile. Le biofilm protége également la bactérie de la réponse immunitaire
de I'nbte, en empéchant les cellules immunitaires de pénétrer dans la matrice extracellulaire

et d'atteindre les bactéries.

Il permet également la communication intercellulaire entre les cellules bactériennes. Les
sighaux de quorum-sensing (Figure 12) permettent aux bactéries de coordonner leur
comportement et de réguler I'expression de genes spécifiques. Cette communication

intercellulaire est importante pour la formation et la maturation du biofilm (75).
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Figure 12 : Les différents impacts du biofilm (76)
Les souches mucoides qui produisent une grande quantité de biofilm survivent donc mieux au
sein de I’'hote, leur permettant de persister lors d’une antibiothérapie (77). Ainsi, les souches
mucoides et non-mucoides de P. aeruginosa présentent des différences dans leur profil de

sensibilité aux antibiotiques, avec plus de résistance chez les souches mucoides (78,79).
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La persistance a long terme des bactéries dans le tractus respiratoire chez un patient traité
par antibiotiques peut résulter de I'expression ou de I'acquisition de mécanismes génétiques
de résistance. Elle peut aussi étre influencée par le microenvironnement qui existe et qui se
développe dans les voies aériennes des patients atteints de mucoviscidose. Notamment, la
sécrétion de I'ion bicarbonate peut étre défectueuse dans cette pathologie, ce qui se traduit
par un mucus plus visqueux, mais également un pH plus bas dans le tractus respiratoire
inhibant sa fonction antimicrobienne, réduisant ainsi la destruction des bactéries. De plus, de
forts gradients d’oxygeéne et des niches anaérobies se développent au sein de la couche de
mucus en raison d’'une consommation accrue en oxygeéne par les cellules épithéliales, associée

a une mauvaise diffusion de I'oxygéne dans les plaques de mucus (69,71).

C) Traitements de la pneumonie a Pseudomonas aeruginosa

Le traitement des infections a P. aeruginosa de phénotype "sauvage" (non résistant) dépend
de la gravité de l'infection et de la sensibilité de la souche bactérienne aux antibiotiques. La
monothérapie est généralement recommandée pour les infections urinaires non compliquées
tandis que la bithérapie est normalement recommandée pour les infections graves, telles que

la bactériémie et la pneumonie (80).

Dans la classe des B-lactamines, la pipéracilline est peu utilisée dans le traitement des
infections causées par P. aeruginosa car elle n’est efficace que sur les souches présentant un
phénotype « sauvage ». Cependant, elle peut étre utilisée en association avec un inhibiteur
de B-lactamase, tel que le tazobactam, pour améliorer son efficacité. Cette combinaison est
souvent utilisée dans le traitement des infections intra-abdominales et des infections des
voies urinaires. La ceftazidime est une B-lactamine de troisieme génération qui est active
contre P. aeruginosa. Elle est souvent utilisée dans le traitement des infections respiratoires
causées par cette bactérie, telles que la pneumonie nosocomiale. Les infections légéres a
modérées peuvent souvent étre traitées par des antibiotiques tels que les céphalosporines de
troisieme génération (comme la ceftazidime), les fluoroquinolones (comme la ciprofloxacine)

ou les carbapénémes (comme l'imipenéme ou le méropeneme).

Les options thérapeutiques pour le traitement des infections par des souches P. geruginosa
multirésistantes (MDR), ultra-résistantes (XDR) ou résistantes difficilement traitables (DTR)
sont souvent limitées aux polymyxines, a I'amikacine et/ou au fosfomycine. Cela s’explique

par les mutations rapides et I'adaptation de cette bactérie a la résistance aux antibiotiques
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(7). Ces dernieres années, des avancées dans le développement d'antibiotiques ont conduit a
la mise sur le marché de nouvelles molécules, le plus souvent des B-lactamines associées a des
inhibiteurs de B-lactamase. Les nouveaux agents thérapeutiques tels que le ceftazidime-
avibactam, le ceftolozane-tazobactam, I'imipéneme-relebactam sont utiles pour le traitement
des infections a P. aeruginosa multirésistantes. Comparativement aux aminoglycosides et aux
polymyxines, ces agents sont plus efficaces et moins toxiques, ce qui les rend adaptés pour
lutter contre les pathogenes résistant aux B-lactamines habituellement utilisées en premiére

intention (81).

Le céfidérocol est une nouvelle céphalosporine sidérophore arrivée sur le marché. Elle est
active sur les souches produisant des B-lactamases de classes A, C et D. Son avantage chez P.
aeruginosa est qu’il reste actif sur les souches produisant des métallo-B-lactamases (classe B
d'Ambler), le principal type de carbapénémase, notamment I'enzyme VIM-2 fréquemment
retrouvée en France. Actuellement, le céfidérocol est approuvé en Europe pour lutter contre
les infections chez les adultes, avec des options de traitement limitées pour les infections

causées par des bactéries aérobies a Gram négatif, dont P. aeruginosa (57).

.  Méthode de test de sensibilité in vitro de Pseudomonas
aeruginosa aux antibiotiques

La détermination de la sensibilité in vitro aux antibiotiques constitue une étape cruciale dans
la gestion des infections bactériennes. Ces tests in vitro sont conduits sur les micro-organismes
susceptibles de provoquer une infection. Les résultats de ces tests ont également un intérét
pour la surveillance épidémiologique des résistances et pour comparer les nouveaux

antibiotiques a ceux déja existants.

En plus de la sensibilité aux antibiotiques, certaines méthodes permettent de déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI). La norme M07-A10 du CLSI définit qu’'une CMI
« vraie » se situe entre la plus faible concentration d’antibiotique qui inhibe la croissance de

I’organisme et la plus faible concentration d’antibiotique suivante (9).

38



A. Sensititre ®

La méthode Sensititre est une approche couramment utilisée en bactériologie pour tester la
sensibilité aux antibiotiques. Elle est aussi utilisée en mycologie pour tester la sensibilité des

champignons aux antifongiques.
A) Présentation de la méthode

La méthode Sensititre permet de déterminer un statut de sensibilité et de mesurer la CMI d'un
antibiotique pour une souche bactérienne donnée. Le dispositif se présente sous forme de
microplaques de 96 puits contenant des dilutions de deux en deux de quinze antibiotiques
sous forme déshydratée. A partir d'une culture fraiche, une suspension bactérienne pure est
ajustée a une densité de 0.5 McFarland dans un milieu de culture Mueller-Hinton. Chaque
puits de la plaque est rempli avec un volume défini de cette solution. Les plaques sont ensuite
incubées a 35+2°C pendant 18h a 24h pour favoriser la croissance bactérienne. La sensibilité
aux antibiotiques est déterminée en observant la présence ou l'absence de croissance
bactérienne dans chaque puits. Les puits sans croissance bactérienne indiquent une inhibition
de la croissance, ce qui est interprété comme une sensibilité a I'antibiotique. La lecture des
résultats peut se faire a I'eeil nu ou a l'aide d’un systéme semi-automatisé de lecture des

plaques (automate Vizion).

B) Avantages et limites

Les plaques de micro-dilution Sensititre offrent la possibilité de tester une large gamme
d'antibiotiques sur une méme plaque, ce qui permet de prendre en compte la diversité des
traitements disponibles. De plus, il existe différentes plagues avec des schémas
d’antibiotiques différents adaptés en fonction du genre et de I'espece pathogene a tester. Le
deuxieme avantage du Sensititre est qu’il permet la détermination de la CMI. Cela fournit une
mesure quantitative de la sensibilité et permet une évaluation plus précise de I'efficacité d'un
antibiotique contre une souche bactérienne donnée. Enfin, cette technique offre la possibilité
d'automatiser certaines étapes du processus, telles que la préparation des plaques de micro-
dilution et la lecture des résultats a I'aide d'instruments spécifiques. Cela permet d'améliorer

I'efficacité et la reproductibilité des tests, réduisant ainsi le risque d'erreurs humaines.

Malgré ses avantages, la méthode Sensititre présente également certaines limites qu'il

convient de prendre en compte. Les plaques de micro-dilution Sensititre et I'équipement
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nécessaire a leur utilisation peuvent représenter un investissement financier important pour
les laboratoires cliniques. A cela s’ajoutent les colts de réapprovisionnement en plaques et
en consommables. De plus, la méthode peut étre influencée par les variations de la densité
de la suspension bactérienne. Une préparation soigneuse de l'inoculum bactérien et une
utilisation appropriée de la méthode de McFarland sont essentielles pour obtenir des résultats
fiables et reproductibles. Cette méthode nécessite une période d'incubation de minimum 18h
a 24h pour permettre la croissance bactérienne et I'évaluation de la sensibilité aux
antibiotiques. Cette durée peut varier en fonction des bactéries, des souches testées et des
antibiotiques utilisés. Par conséquent, I'obtention des résultats peut prendre plus de temps,
notamment chez des souches de croissance difficile, par rapport a d'autres méthodes plus
rapides telles que la diffusion ou VITEK 2. Il est donc primordial de tenir compte de ces

avantages et limites lors de I'utilisation de la méthode Sensititre.

Pour les souches de P. aeruginosa, la micro-plague d’antibiotique la plus adaptée est
« EUMDRXXF » qui teste les molécules suivantes: amikacine, aztréonam, céfépime,
céfiderocol (supprimé), ceftazidime/avibactam, ceftolozane/tazobactam, colistine,
eravacycline, fosfomycine+glucose-6-phosphate, imipenéme, imipenéme/relebactam,
méropenéme, méropenéme/Vaborbactam, pipéracilline/Tazobactam, tigécycline,

tobramycine.

B. VITEK 2 ®

Parmi les autres méthodes disponibles de détermination de la sensibilité in vitro aux
antibiotiques, le systeme VITEK 2 ® est largement utilisé dans les laboratoires de microbiologie

médicale.
A) Présentation de la méthode

La carte d’antibiogramme pour le systéme VITEK 2 est une méthode de test automatisée qui

repose sur la technique de CMI rapportée par MacLowry et Marsh et par Gerlach (82).

Chaque carte d’antibiogramme posséde un puits de contrble contenant seulement un milieu
de culture microbiologique. Les autres micro-puits contiennent des concentrations pré-
établies des antibiotiques donnés et un milieu de culture. La suspension bactérienne a tester
doit étre diluée a une concentration standard dans une solution saline a 0,45 % avant d’étre
utilisée pour réhydrater I'antibiotique de la carte. La carte est ensuite remplie, scellée puis
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placée dans I'incubateur et le lecteur de I'instrument, soit automatiquement (comme avec le
VITEK® 2 60 ou VITEK® 2 XL), soit manuellement (comme avec le VITEK® 2 Compact).
L'instrument lit la croissance bactérienne dans chaque micro-cuve en utilisant des systéemes
de détection de turbidité pendant un délai défini (jusqu’a 18 heures pour les Gram-négatifs).
Au terme du cycle d’incubation, les données obtenues sont ensuite traitées par un logiciel
spécialisé qui analyse la courbe de croissance bactérienne et détermine une approximation
de la CMl de la souche testée et un statut de sensibilité pour chaque antibiotique. Les résultats
sont généralement interprétés selon les critéres établis par les organismes de référence, tels
que le CASFM de I'EUCAST. Les résultats peuvent étre présentés sous forme de catégories
telles que "sensible a posologie standard", "sensible a forte posologie" ou "résistant"”, ou sous

forme de valeurs numériques pour la CMI.

B) Avantages et limites

La méthode VITEK 2 présente plusieurs avantages, notamment la possibilité de tester
simultanément plusieurs antibiotiques, I'obtention plus rapide de résultats que la méthode
de référence et I'automatisation du processus. Cette approche objective permet d'obtenir des
résultats fiables et reproductibles. De plus, les cartes de test sont standardisées, les protocoles
bien établis et les résultats sont interprétés par un logiciel spécifique qui suit des critéres
définis, ce qui réduit les risques d'erreurs humaines dans l'interprétation des résultats et
améliore la reproductibilité. Concernant le risque de contamination, le systéme est scellé et

sécurisé, limitant ainsi la contamination par aérosols, projection, déversement et contact.

Des cartes sont disponibles pour tester la sensibilité de nouvelles associations d’antibiotiques
sur les bacilles gram négatif ayant des résistances acquises comme AST-XN12, AST-N240 pour
P. aeruginosa. Concernant les nouvelles associations de molécules pour les bactéries ayant
acquis des résistances, le VITEK 2 se révele performant et précis pour le test de sensibilité du
méropénéme-vaborbactam (83), du ceftazidime/avibactam (84) sur P. aeruginosa. |l peut étre
une solution alternative a la méthode de référence en micro-dilution en bouillon qui demande

beaucoup de travail manuel.

Malgré ces avantages, la méthode VITEK 2 présente également certaines limites. La limite
majeure est qu’elle fournit des CMI « approchées » et non de « réelles » CMI. Les méthodes
de référence qui strictement se conforment aux normes ISO 20776-1:2006 ou M07-A102 du

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) seraient considérées comme fournissant des
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valeurs de CMI "vraies". Ainsi pour les autres tests de sensibilité aux antibiotiques comme le
systeme VITEK 2, la loi a exigé des données de performances équivalentes a la méthode de

référence obtenues au cours d’un essai clinique (marquage CE ou approbation de la FDA) (9).

Bien que la méthode VITEK 2 offre une interprétation automatisée des résultats, il peut arriver
que certains résultats soient ambigus (égaux au break-point) ou nécessitent une validation
supplémentaire pour arriver a une interprétation. Dans de tels cas, une confirmation par une
autre méthode ou une évaluation plus approfondie peut étre requise, ce qui peut prolonger

le processus et introduire un élément de subjectivité.

C. Diffusion (méthode de Kirby-Bauer)

A) Introduction a la méthode de diffusion

La méthode de diffusion des antibiotiques, également connue sous le nom de méthode de
Kirby-Bauer, est I'une des techniques les plus couramment utilisées. Cette méthode repose
sur le principe de la diffusion des antibiotiques sur une gélose a partir de disques imprégnés
d’une concentration fixée d'antibiotiques dans un milieu de culture Mueller-Hinton. La
diffusion se fait en fonction de la concentration de I'antibiotique et de sa solubilité dans le
milieu. Lorsque le disque est placé sur le milieu de culture contenant les bactéries,
I'antibiotique se diffuse dans le milieu et crée une zone d'inhibition de la croissance
bactérienne. Avant d'inoculer la souche bactérienne, il est nécessaire de préparer une
suspension bactérienne dont la densité est équivalente a celle de la norme 0,5 de McFarland.
La suspension bactérienne est ensuite ensemencée uniformément sur la gélose Mueller-
Hinton. Ensuite, les disques d'antibiotiques sont déposés sur la surface de la gélose. Puis, les
boites de Pétri sont incubées a 35°C = 2°C pendant 18 a 24 heures. Enfin, les diamétres des
zones d'inhibition de croissance bactérienne sont mesurés. L'interprétation des résultats
implique de classer les souches bactériennes en fonction de leur sensibilité a I'antibiotique
testé, généralement en catégories telles que "sensible a posologie standard", "sensible a forte
posologie" ou "résistant". Cette classification est basée sur des seuils de diametre d'inhibition
établis pour chaque antibiotique par des organismes de référence, tels que le Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) ou I'European Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing (EUCAST).
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B) Avantages et limites de la méthode de diffusion

Les principaux avantages de la méthode de Kirby-Bauer sont sa simplicité, son moindre co(t
et sa faisabilité dans la plupart des laboratoires. Elle ne nécessite pas d'équipement complexe
et colteux, et les disques d'antibiotiques sont disponibles dans le commerce. De plus, la
méthode de diffusion est utilisée pour tester un large éventail d'antibiotiques, ce qui en fait
une méthode polyvalente pour évaluer la sensibilité des bactéries a différents agents

antimicrobiens.

Cependant, la méthode de diffusion présente également certaines limitations qu'il convient
de prendre en compte. L'interprétation des zones d'inhibition sur les géloses peut étre
subjective et dépendante de I'observateur, ce qui peut entrainer une certaine variation dans
les résultats finaux. Pour minimiser cette subjectivité, il est important de suivre des critéres
d'interprétation standardisés et d'utiliser des contréles de qualité. De plus, la méthode de
diffusion est influencée par les variations de culture bactérienne et les conditions de test. Des
facteurs tels que la densité optique de la suspension bactérienne, la durée d’incubation et la
température ont un impact sur les résultats. Il est donc important de suivre des protocoles

standardisés pour obtenir des résultats fiables et reproductibles.

Contrairement a d'autres méthodes de sensibilité aux antibiotiques, la méthode de diffusion
ne permet pas de mesurer directement la concentration minimale inhibitrice (CMI) des
antibiotiques. La CMI est une mesure plus précise de la sensibilité d'une souche bactérienne

a un antibiotique spécifique.

En résumé, la méthode de diffusion présente des avantages tels qu'un colt relativement
faible, une simplicité de mise en ceuvre et un large panel d'antibiotiques disponibles.
Cependant, elle présente également des limitations, notamment une interprétation
subjective des zones d'inhibition, une sensibilité aux variations de culture et aux conditions de

test, ainsi qu'une absence de mesure directe de la concentration minimale inhibitrice.

D. E-test ®

Les bandelettes de type E-test® (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France) contiennent un gradient
d’antibiotiques. Cette approche permet de déterminer la CMI pour un antibiotique sur un
milieu gélosé. La bandelette est placée sur une gélose préalablement ensemencée avec une
suspension bactérienne standardisée a 0,5 McFarland. Aprés incubation de 18 a 24 heures, la
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CMI (exprimée en mg/L) est déterminée par la valeur située a l'intersection entre I'ellipse

d'inhibition de la croissance et la bandelette (85).
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CHAPITRE 2 : MATERIELS ET METHODES

Inclusion des souches bactériennes

Dans cette étude, les souches de P. aeruginosa ont été incluses lorsqu’elles étaient isolées de
prélevements respiratoires (expectorations, aspirations bronchiques et trachéales, liquide
broncho-alvéolaire) entre décembre 2022 et avril 2023 au Centre Hospitalier et Universitaire
de Lille. Cela concernait des patients atteints de mucoviscidose, (hospitalisés ou recus en
consultation), mais aussi les hospitalisés en réanimation avec des prélévements respiratoires
positifs a P. aeruginosa. En cas de multiples prélevements positifs pour un méme patient sur

la période, seule la premiéere souche a été prise en compte.
Traitement des préléevements

Les prélevements ont été fluidifiés et homogénéisés aprés dilution au % dans une solution de
N-acétylcystéine, puis a nouveau dilués au 1/1000%™¢, et enfin ensemencés sur les plusieurs
types de géloses (gélose au sang avec et sans antibiotiques (acide nalidixique et colistine)

gélose BCP, gélose HAEM) afin d’isoler les bactéries.
Culture bactérienne

Les géloses ont été incubées a 35+2°C pendant 48h. Les colonies de P. aeruginosa ont été
identifiées par un spectromeétre de masse Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time
of Flight MALDI-TOF (Bruker, Wissembourg, France). Les souches ont été congelées a -20°C +
2°C puis ré-isolées sur gélose BCP avant une nouvelle incubation a 35 + 2°C pendant 18h a

24h.
Tests de sensibilité aux antibiotiques

Dans le cadre de cette étude, la sensibilité aux antibiotiques est testée pour chaque souche,
par une méthode de micro-dilution Sensititre. 10uL d’une suspension Mc Farland a 0,5 ont été
introduits dans 10 mL de bouillon Mueller-Hinton, puis 50 uL de ce mélange a été distribué
par 'automate Sensititre AIM Automated Inoculation Delivery System dans chaque puits de
la plaque Sensititre Gram Negative EUMDRXXF. Sur cette plaque représentée en figure 13, la
sensibilité aux antibiotiques suivants a été testée: amikacine, aztréonam, céfépime,
ceftazidime/avibactam, ceftolozane/tazobactam, colistine, eravacycline, imipénéme,
imipéneme/relebactam, méropénéme, méropénéme/vaborbactam,
pipéracilline/tazobactam, tigécycline, tobramycine.
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Figure 13 : Plan d’une plaque de micro-dilution Sensititre Gram Negative EUMDRXX. AMI : Amikacine, AZT : Aztréonam,
FEP : Céfépime, FDC : Céfiderocol (supprimé), CZA : Ceftazidime/Avibactam, C/T : Ceftolozane/Tazobactam, COL :
Colistine, ERV : Eravacycline, FOS + : Fosfomycin+glucose-6-phosphate, IMI : Imipénéme, IMR : Imipénéme/Relebactam,
MERO : Méropénéme, MEV : Méropenéme/Vaborbactam, P/T4 : Pipéracilline/Tazobactam, TGC : Tigecycline, TOB :
Tobramycine. FDC : céfidérocol, mais non-disponible dans la version des plaques utilisée dans notre étude.
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Les plaques ont été incubées a 35+2°C pendant 24h pour les souches non mucoides et jusqu’a
48h pour certaines souches mucoides en cas de croissance insuffisante a 24h. Ensuite, elles
ont été lues a l'aide du Systeme Sensititre Vizion qui permet d’optimiser I'éclairage de la
plague, puis numérisées grace au logiciel Thermo Scientific Sensititre SWIN. Des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont ainsi été déterminées pour chaque
antibiotique testé, aboutissant a une catégorisation clinique (sensible a posologie standard,

sensible a forte posologie, ou résistant) en suivant les recommandations du CASFM 2022.
Comparaison du statut de sensibilité et des CMI obtenues avec les deux techniques

Dans cette étude, les CMI et la catégorisation clinique (sensible a posologie standard, sensible
a forte posologie, ou résistant) des souches aux antibiotiques obtenues en micro-dilution ont
été comparées a la méthode réalisée dans notre laboratoire lors de la prise en charge initiale
des prélévements. La méthode réalisée initialement au laboratoire peut étre la diffusion (pour
les souches mucoides) ou la méthode automatisée (VITEK 2). Cette derniére peut étre dans
certains cas associée a la méthode E-test ® (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France), ainsi qu’a la
détermination de la sensibilité a la colistine en micro-dilution en barrettes UMIC (Bruker,

Wissembourg, France).
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Tableau 5: Données du CASFM 2022 sur les CMI et les diametres de diffusion

d?:;fe g:‘ﬁ'ﬁ Antibiotique - D:L"mz” - E:: - Résultat
TIC TS5pg | Ticarcling 50 | 1B 0001 | 16
TCC | 75M0pg | Ticarcline'Ac.clavulanique | 50 | 18 0001 | 16
PIL 30pg | Pipéraciline 50 1B | 1819 | Q001 | 16
PTZ 3006 pg | Pipéraciline/Tazobactam 50 1B | 1819 | o001 | 16
IFM 1Wpg | Imipénéme 50 | 20 0,001 4
IMRE | 10¢25 g | Imipénéme/Relebactam 2| 2 2 2
METODENEME (P aerugiosa) | 20 | 14 2 B
pﬂ*ﬁﬂl‘gﬁ I'I'E'I'Ill'll;ItE 20 an a 2
MEM 10 pg
MSIOCENAME (autres Bsplces) 24 1B 2 B
MEVA | 20/110pg | MéropeénemeVaborbactam | 14 14 g B
ATM 30pg | Aztrédonam S0 | 1B 0001 | 16
CZD 1Wpg | Cefazidime s | 17 0.001 8
FEP 30pg | Céfdpime S0 | M 0.001 B
CLT40 | 30410 pg | Ceficdozane/Tazobactam 23 023 4 4
CZav | 10i4pg | CeftazidimeiAvibactam 17 | 17 | 1617 8 B
TMN 10pg | Tobramycine 18 | 18 2 2
AKN 30pg | Amikacine 15 | 15 16 16
AN 0 Ha E:;::inrl‘fgteemlure E} = =H
c1 A | Coligtin | - 2 2 4
CiP Sug Clprofioxacine S0 26 0uDo a.s
Lvx 5pg Lewofloxacine s0 | 22 0.001 1
FOS 200pg | Fosfomycine 12 | 12 126 | 128

Recueil des données clinico-biologiques

Pour cette étude, les données ont été recueillies dans un fichier Excel par analyse des courriers

de sortie médicaux informatisés des patients en utilisant le logiciel Sillage.
Définitions des données

e Les caractéristiques démographiques du patient: age (en années, le jour du
prélévement) et sexe ;

e Lanature du prélevement : expectoration, aspiration trachéale, aspiration bronchique,
liquide broncho-alvéolaire, expectoration chez un patient mucoviscidosique ;

e La quantification de la bactérie : nombre d’unités formant colonies (UFC)/mL, par

rapport a un seuil de significativité dépendant du type de prélévement ;
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e Patient atteint de mucoviscidose ou non ;

e Pour les patients atteints de mucoviscidose : la présence d’un épisode d’exacerbation
des symptomes respiratoires ;

e Un contexte d’infection causée par P. aeruginosa ;

e Un contexte de colonisation du tractus respiratoire par P. aeruginosa ;

e Situation de pneumonie ou d’une autre infection respiratoire définie par les médecins
’

e Le patient est-il hospitalisé en service de réanimation au moment du prélevement ;

e Ladurée d’hospitalisation du patient en jours ;

e Laderniére ligne d’antibiothérapie recue par le patient (IV ou per os) ;

e L’antibiothérapie recue par aérosols ;

e La durée de l'antibiothérapie dans le cadre d’une infection (et non lors de
colonisation) ;

e Antibiothérapie au long cours ou non chez les patients atteints de mucoviscidose ;

e |’aspect mucoide ou non de la souche en culture ;

e Laprésence d’une résistance au ceftazidime : déterminée par le VITEK 2 ou la méthode
de diffusion ;

e Lasurvie du patient a 30 jours du préléevement ;

e L|’association du prélevement a une hémoculture positive a P. aeruginosa ;

e La présence de facteurs d’'immunodépression, incluant : diabete, corticothérapie, les
patients greffés traités par immunosuppresseurs, maladie auto-immune, les patients
atteints d’un cancer traités par chimiothérapie ou immunothérapie ;

e L’association a d’autres bactéries (en dehors la flore pharyngée) dans le prélevement
respiratoire ;

e Association a une infection respiratoire virale ;

e L’exposition a des antibiotiques dans les 6 mois précédents ;

e La durée de positivité des préléevements a P. aeruginosa a partir du 1¢" prélévement

positif.

Analyse statistique

Afin de comparer les résultats obtenus entre différentes méthodes pour un méme

antibiotique, les indicateurs suivants ont été calculés :
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e L’accord essentiel (AE) qui se définit par des résultats de CMI obtenus par le dispositif
DMSA (Dispositif de Mesure de Sensibilité Antimicrobienne), qui sont entre plus ou
moins une double dilution de la valeur de CMI établie avec la méthode de référence ;

e L'accord de catégorie (AC) qui correspond a I'accord des résultats S/SFP/R entre un
essai de concentration critique ou un essai CMI et la méthode de référence ;

e |’écart tres majeur (ETM) lorsque le résultat d’essai par la méthode de référence est
interprété R et que le résultat de dispositif DMSA est interprété S/SFP ;

e |’écart majeur (EM) lorsque le résultat d’essai par la méthode de référence interprété
S/SFP et que le résultat de dispositif DMSA est interprété R.

La méthode de référence dans nos statistiques est la technique en micro-dilution (Sensititre).

L’écart mineur n’a pas été calculé en raison de la disparition du statut « intermédiaire » (l)
dans le CASFM 2022. Il désignait selon la norme ISO la situation ou le résultat d’essai par la
méthode de référence était interprété comme R ou S et que le résultat de dispositif DMSA est
interprété | ou bien lorsque le résultat d’essai par la méthode de référence était interprété

comme | et que le résultat de dispositif DMSA est interprété R ou S.

Les données ont été importées dans le logiciel de statistiques R a partir des fichiers Excel
sources. Un nettoyage des données a été réalisé (traitement des données manquantes,
convertir le type de données si nécessaire). Des statistiques descriptives ont été calculées pour
les variables de I'étude (moyenne et écart-type pour les variables paramétriques, médiane et
intervalles interquartiles pour les données non-paramétriques). Des tests de Mann-Whitney
ont été utilisés pour comparer les distributions des variables continues entre les deux groupes
de patients (atteints de mucoviscidose ou non) et des tests Chi-carré pour les variables
catégorielles. Des coefficients de corrélation de Spearman ont été calculés pour évaluer la
relation entre la résistance aux antibiotiques et les différentes variables. L'accord essentiel
(AE) est évalué en calculant la proportion de mesures dans lesquelles les résultats des deux
méthodes comparées sont suffisamment proches |'un de l'autre (dans une gamme de plus ou
moins une double dilution). L'accord de catégorie (AC) est évalué en calculant la proportion
de mesures dans lesquelles les deux méthodes classent les échantillons dans la méme
catégorie (par exemple, résistant ou sensible). Une valeur de p<0,05 a été considérée comme

significative.
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CHAPITRE 3 : RESULTATS

l. Description des patients inclus

Au total, 45 souches ont été retenues pour I'étude, correspondant a 45 patients. Le Tableau

6 présente les caractéristiques des patients de I'étude qui ont été divisés en deux groupes :

les patients atteints de mucoviscidose (n=30) et les patients hospitalisés en réanimation

(n=15).

Tableau 6 : Description des patients inclus et des souches bactériennes inclues

Caractéristiques des patients Réanimation Mucoviscidose P n
N 15 30
Sexe

F 10 (66,7%) 12 (40,0%) 0,17 45

M 5 (33,3%) 18 (60,0%)
Age 52,8 32,8 0,001 45
Facteurs d'immunodépression 7 (46,7%) 10 (35,7%) 0,709 43
Pneumonie aigiie 9 (60,0%) 1(3,33%) <0,001 45
Infection 12 (80,0%) 1(3,33%) <0,001 45
Colonisation 4 (28,6%) 30 (100%) <0,001 44
Contexte d'infection virale 1(6,67%) 4 (13,8%) 0,647 44
Exposition aux antibiotiques < 9 (90,0%) 25 (89,3%) 1 38
6mois
Durée antibiothérapie (en jours) 12,4 8,73 0,3 23
Séjour en réanimation 15 (100%) 0 (0,000%) NA 45
Durée hospitalisation (en jours) 64,3 0,9 0,002 42
Déces 4 J30 2 (14,3%) 1(3,45%) 0243 43
Antibiotiques au long cours 0 (0,00%) 14 (50,0%) 0,003 40
Caractéristiques des souches
Caractére mucoide en culture 0 (0,00%) 20 (66,7%) <0,001 45
Résistance a la ceftazidime 9 (60,0%) 10 (33,3%) 0,194 45
Hémoculture positive a PA 2 (13,3%) 0 (0,0%) 0,111 45
Autres bactéries 5(33,3%) 12 (40,0%) 0,847 45

Le groupe de 30 patients atteints de mucoviscidose est composé des patients souvent recus
en consultation de suivi (durée moyenne d’hospitalisation inférieure a 1 jour). Les patients
atteints de mucoviscidose sont plus jeunes que les patients de réanimation (moyenne d’age a
32,8 ans contre 52,8 ans, p = 0,001). Ils sont tous colonisés a P. aeruginosa dans des
prélévements respiratoires antérieurs (100% pour les patients atteints de mucoviscidose,

contre 28,6% pour les patients de réanimation, p < 0,001).
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Le groupe de 15 patients hospitalisés en réanimation présente des durées d’hospitalisation
longues (moyenne a 64 jours). Ainsi, pour 90% d’entre eux, ils ont déja été exposés aux
antibiotiques dans les 6 mois premiers précédents et la souche de P. aeruginosa isolée est
fréguemment résistante au ceftazidime (60% des patients). Deux patients étaient
bactériémiques a P. aeruginosa (13,3%), soulignant la gravité potentielle des pneumopathies
a P. aeruginosa en réanimation. La mortalité a 30 jours était plus élevée en réanimation (14,3%
contre 3,5% pour les patients atteints de mucoviscidose), mais cette différence n’était pas
significative (p=0,24). La différence de répartition des sexes n’est pas significative entre les

deux groupes.

Le caractére mucoide des souches de P. aeruginosa isolées en culture était retrouvé chez
66,7% des souches isolées de patients atteints de mucoviscidose, contre 0% des souches de

patients de réanimation.

Il.  Comparaison au Sensititre
A. Définitions

Afin de comparer les résultats d’antibiogramme obtenus entre les méthodes utilisées au
laboratoire et ceux obtenus avec le Sensititre, les indicateurs précédemment mentionnés (cf.
matériels et méthodes) ont été calculés et représentés sous forme d’un histogramme et d’un

tableau (accord de catégorie, accord essentiel, écart majeur, écart trés majeur).

Pour les souches de patients de réanimation, la technique VITEK 2® a été comparée au
Sensititre ; pour les patients atteints de mucoviscidose la méthode d’antibiogramme en
diffusion a été comparée au Sensititre, ce qui correspond a ce qui est habituellement réalisé

en routine au CHU de Lille.

B. Comparaison des méthodes au Sensititre

A) Comparaison du VITEK 2 (patients hospitalisés en réanimation)

Les accords de catégorie (AC) de la tobramycine, I'amikacine et I'imipénéeme sont de 100%.
Les accords essentiels (AE) et les accords de catégorie de la tobramycine sont proches alors

que pour I'amikacine, son accord essentiel était Iégerement plus faible (86,7%) que son accord
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de catégorie. Les quelques écarts de CMI approchées avec le VITEK 2 par rapport a la CMI du
Sensititre pour I'amikacine et I'imipénéme n’ont pas eu d’impact sur la catégorie du statut de
sensibilité. Ainsi, le Vitek 2 s’avere performant pour la détermination du statut de sensibilité

pour ces trois antibiotiques, pour les souches étudiées.

Pour la pipéracilline/tazobactam, le méropéneme et le céfépime la concordance est
[égérement moins bonne mais reste élevée avec des taux d’AC supérieurs ou égaux a 80%. En
revanche, le céfépime et le méropéneme ont des taux d'AE inférieurs a 75%, ce qui suggere
une concordance plus faible entre les deux techniques pour ces antibiotiques sur le panel de

souches testées.

Pour le céfépime, I'accord essentiel est seulement de 66,7%, donc dans un tiers des cas, la
CMI approchée differe d’une double dilution de la valeur de CMI établie avec la méthode de
référence. Les pourcentages de I'écart trés majeur de 6,7% et de I'écart majeur de 13,3%
indiquent qu’il y a un impact plus modéré sur le statut de sensibilité. Ces résultats sont
d’autant plus importants que le céfépime est un traitement de choix pour les pneumopathies
a P. aeruginosa car il est fréequemment utilisé dans les pneumonies nosocomiales du fait de sa

bonne diffusion et de sa relative stabilité vis-a-vis de la céphalosporinase AmpC.

Concernant le méropeneme avec un taux d’AE de 73,3%, pour les deux souches classées a tort
comme résistantes par le Vitek (écart majeur), cela correspondait a des CMI a 8 mg/L pour le

Sensititre et >8 pour le Vitek, 8 mg/L étant le cut-off retenu par le CASFM.

L’accord de catégorie de I'aztréonam est le plus faible parmi les antibiotiques testés avec un
taux de 66,7%, malgré un accord essentiel de 73,3%. Cing souches présentaient une
classification différente par le Vitek : 1 en écart majeur (6,7%) et 4 en écarts trés majeurs
(26,7%). Pour 2 d’entre elles, similairement au méropénéeme, cela correspondait a des CMlI a
32mg/L pour le Sensititre et 16mg/L pour le Vitek, 16 mg/L étant le cut-off retenu par le
CASFM.
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Tobramycine

Pipéracilline-Tazobactam

Méropénéme

Imipénéme

Céfépime

Aztréonam

Amikacine

i

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

BEM EBETM mAE mAC

AC AE ETM EM n souches
Amikacine 100,0% 86,7% 0,0% 0,0% 15
Aztréonam 66,7% 73,3% 26,7% 6,7% 15
Céfépime 80,0% 66,7% 6,7% 13,3% 15
Imipénéme 100,0% 93,3% 0,0% 0,0% 15
Méropénéme 80,0% 73,3% 6,7% 13,3% 15
Pipéracilline-Tazobactam 86,7% 86,7% 6,7% 6,7% 15
Tobramycine 100,0% 100,0% 0,0% 0,0% 15

Figure 14 : Ecarts majeurs (EM), erreurs trés majeures (ETM), accords essentiels (AE) et accords de catégorie pour la
méthode VITEK 2 par rapport au Sensititre pour chaque antibiotique testé

Les figures suivantes (Figure 15 a 21) illustrent pour chaque antibiotique la répartition des
souches en fonction de leur CMI déterminée par méthode Sensititre ou VITEK 2. La zone grisée
correspond a la zone pour laguelle les CMI du Sensititre et les CMI approchées du VITEK 2 ont
la méme valeur a une dilution d’écart prés, correspondant a I'accord essentiel (AE). La zone
en haut a gauche correspond a I’écart majeur et celle en bas a droite a I’écart trés majeur. Ces
zones sont délimitées par une ligne rouge qui correspond a la valeur du break-point selon le
CASFM 2022. Les valeurs de CMI dépassant cette ligne rouge sont associées a une

catégorisation « résistante » pour I'antibiotique testé.
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Figure 15 : Nombre de souches pour une valeur de CMI obtenue en VITEK 2 et en Sensititre pour le céfépime

Pour le céfépime, 2 souches sur les 15 testées ne se situent pas dans la zone grisée d’accord

essentiel (Figure 15). De plus, deux souches se situent dans la zone d’écart majeur et une dans

la zone d’écart trés majeur.
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Figure 16 : Nombres de souches pour une valeur de CMI obtenue en VITEK 2 et en Sensititre pour |I'imipenéme
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Figure 17 : Nombre de souches pour une valeur de CMI obtenue en VITEK 2 et en Sensititre pour le méropenéme
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Figure 18 : Nombre de souches pour une valeur de CMI obtenue en VITEK 2 et en Sensititre pour la tobramycine
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Figure 19 : Nombre de souches pour une valeur de CMI obtenue en VITEK 2 et en Sensititre pour Pipéracilline/tazobactam

- >32| EM 3 1
§ 32|Breakpoint CASFIM 1
o —
=3 16 1 2 2 1
s E 8
o
~ i | 1 1 1
z
= 2
<=1 ETM
<=1 2 8 16 32 >32
Sensititre CMI (mg/L)
Figure 20 : Nombre de souches pour une valeur de CMI obtenue en VITEK 2 et en Sensititre pour I'aztréonam
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Figure 21 : Nombre de souches pour une valeur de CMI obtenue en VITEK 2 et en Sensititre pour I'amikacine
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B) Comparaison de la méthode en diffusion (patients atteints de mucoviscidose)

La méthode de diffusion consiste a mesurer le diametre de la zone d’inhibition de croissance
bactérienne par I'antibiotique et ne fournit pas de CMI. De ce fait, I'accord essentiel n’est pas
calculable. Nous nous intéresserons uniqguement a I'accord de catégorie, a I’écart majeur et a

I’écart trés majeur pour comparer cette méthode au Sensititre.

Les accords de catégories sont satisfaisants car ils se situent tous entre 80 et 90% a I’exception
de la pipéracilline/tazobactam qui est a 76,7% (Figure 22). Les écarts majeurs n’excédent pas
10%. A propos des écarts trés majeurs, ceux de la pipéracilline/tazobactam et de I'aztréonam
sont a 16,7%, ce qui implique un taux important de souches considérées comme sensibles en

diffusion qui s’averent étre résistantes par la méthode Sensititre.

I

Tobramycine

II

Pipéracilline-Tazobactam

Méropénéme

Imipénéme

Céfépime

f

Aztréonam

Amikacine

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

BEM ERETM mAC

AC AE ETM EM Total
souches

Amikacine 90,0% NA 6,7% 3,3% 30
Aztréonam 80,0% NA 16,7% 3,3% 30
Céfépime 83,3% NA 6,7% 10,0% 30
Imipénéme 86,7% NA 6,7% 6,7% 30
Méropénéme 90,0% NA 0,0% 10% 30
Pipéracilline-Tazobac- 76,7% NA 16,7% 6,7% 30
tam

Tobramycine 86,7% NA 10,0% 3,3% 30

Figure 22 : Ecarts majeurs (EM), erreurs trés majeures (ETM), accords essentiels (AE) et accords de catégorie (AC) des
résultats obtenus en diffusion par rapport au Sensititre pour chaque antibiotique testé
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C) Comparaison de la méthode E-test et de la micro-dilution pour la Colistine

Pour la méthode E-test (Tableau 7), le facteur limitant a l'interprétation des résultats est le
nombre de souches testées. Pour le ceftolozane-tazobactam et le ceftazidime-avibactam, il
n’y avait qu’onze souches et seulement quatre souches pour les associations de
carbapénémes. Cela s’explique par le fait que ces molécules sont testées au laboratoire
uniguement sur des souches dont le profil est résistant aux antibiotiques de premiére ligne et

dans des contextes cliniques particuliers.

Pour le ceftolozane-tazobactam et le ceftazidime-avibactam, les résultats sont similaires avec
un accord essentiel faible (54,5%) et un accord de catégorie correct entre 72,7% et 81,8%. Les

écarts majeurs et trés majeurs sont non négligeables (entre 9,1% et 18,2%).

Avec seulement quatre souches testées pour le méropenéme/vaborbactam et

I'imipenéme/relebactam, la comparaison de méthode n’est pas interprétable.

Pour le test de sensibilité par micro-dilution de la colistine, on observe une trés bonne
corrélation avec la méthode Sensititre avec un AC a 100%, un AE de 75% et pas d’écarts
majeurs. Cette bonne concordance était attendue dans la mesure ou le Sensititre et la
technique de micro-dilution en barrette utilisée au laboratoire en routine reposent toutes les

deux sur la méme méthode (micro-dilution).

Tableau 7: Ecarts majeurs (EM), écarts trés majeures (ETM), accords essentiels (AE) et accords de catégorie (AC) des
résultast obtenus par E-test et micro-dilution par rapport au Sensititre pour chaque antibiotique testé

AC AE ETM EM N
E-test Ceftazidime/Avibactam 81,8% 54,5% 9,1% 9,1% 11
E-test Ceftlozane/Tazobactam 72,7% 54,5% 18,2% 9,1% 11
E-test Méropénéme/Vabor- 50,0% 75,0% 0,0% 50,0% 4
bactam
E-test Imipénéme/Relebactam 100,0% 50,0% 0,0% 0,0% 4
Micro-dilution Colistine 100,0% 75,0% 0,0% 0,0% 9
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lll.  Sensibilités aux antibiotiques obtenues avec la méthode
Sensititre

Les pourcentages de sensibilité obtenus sur les 45 souches de notre étude avec le Sensititre
pour la pipéracilline/tazobactam, les carbapénémes, I'amikacine, le céfépime s’averent

inférieurs aux données de 2021 en France recueillies par I'ECDC (Tableau 4).

Sur la totalité des souches de patients inclus, parmi les nouvelles molécules développées pour
étre utilisées sur les souches multi-résistantes de P. aeruginosa, la plus efficace était le
ceftazidime-avibactam (86,7%), suivie du méropénéme-vaborbactam (82,2%), du ceftolozane-
tazobactam (77,8%), et de l'imipénéme-relebactam (68,9%). Toutefois, la sensibilité au
méropénéme-vaborbactam (82,2%) est quasiment équivalente a celle du méropénéme seul

(80,0%) (Figure 23).

Parmi les molécules fréquemment utilisées en premiere intention pour traiter des
pneumopathies nosocomiales, le céfépime reste plus fréquemment sensible (68,9%) que la
pipéracilline-tazobactam (46,7%). On peut noter une bonne sensibilité aux molécules utilisées

en association lors de bithérapie ou en aérosols, comme la tobramycine (82,2%) ou la colistine

86,7
77,8 e
68,9 68,9
i i

AMK AZT FEP CZAV CFOZ CS IMRE IPM MEVA MEM TZP TOB

(95,6%).

Figure 23 : Pourcentage des souches de P. aeruginosa sensibles a posologie standard ou sensible a forte posologie pour
chaque antibiotique testé avec la méthode par micro-dilution Sensititre dans les 2 groupes

Lorsqu’on compare la sensibilité des souches isolées de patients hospitalisés en réanimation

aux souches de patients atteints de mucoviscidose, on retrouve des sensibilités a peu pres
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équivalentes pour les nouvelles molécules comme le ceftolozane-tazobactam, le ceftazidime-
avibactam ou I'imipénéme-relebactam (Figure 24). Cependant, des différences importantes
étaient retrouvées pour la pipéracilline-tazobactam (20% de sensibilité contre 78,3%,

respectivement) ainsi que pour des carbapénémes.
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Figure 24 : Comparaison des pourcentages des souches de P. aeruginosa sensibles a posologie standard ou sensible a
forte posologie pour chaque antibiotique testé avec la méthode par micro-dilution Sensititre sur les souches du groupe de
patients atteints de mucoviscidose et de réanimation
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION

Notre étude a comparé plusieurs méthodes d’antibiogrammes en prenant comme référence
la méthode Sensititre, et en la comparant a la méthode VITEK 2 pour les souches de
P. aeruginosa isolées de patients de réanimation, ou a la diffusion pour les souches de patients
atteints de mucoviscidose. Des discordances ont pu étre observées entre ces méthodes,

notamment pour certains antibiotiques de la famille des B-lactamines.

Lors de la comparaison de méthode VITEK 2 au Sensititre, nous avons retrouvé des
discordances importantes pour |'aztréonam, le céfépime et le méropénéme (accords de
catégorie entre 66,7% et 80,0%), et dans une moindre mesure pour la pipéracilline-
tazobactam (accord de catégorie de 86,7%). Par contre, I'imipénéme, ainsi que les aminosides
présentaient de meilleures performances (accords de catégorie de 100%). Jurestschko et al.
ont décrit un taux élevé d’erreurs trés majeures concernant la pipéracilline-tazobactam
(21,7% de résultats faussement sensibles) en comparant le VITEK 2 a un gold standard de
micro-dilution sur 30 souches de P. aeruginosa (86). Cependant, ils retrouvaient peu d’erreurs
majeures ou trés majeures pour le céfépime ou I'aztréonam dans leur étude (moins de 6,7%).
Il est toutefois difficile de comparer les résultats de leur étude par rapport a la n6tre car ils
ont utilisé comme référence les criteres du CLSI de 2007, alors que nous avons utilisé les
recommandations du CASFM de 2022. Par exemple, une souche de P. aeruginosa avec une
CMI a 16 mg/L au céfépime est considérée comme « intermédiaire » pour le CLSI de 2007,
alors gu’elle est résistante pour le CASFM de 2022. Jurestschko et al. rapportaient un taux
élevé d’erreurs mineures (souche « résistante » ou « sensible » rendue « intermédiaire »)
pour le céfépime (13,3%) ou 'aztréonam (28,3%) qui auraient été considérées comme des
erreurs majeures ou tres majeures dans notre étude du fait du changement de break-points

entre les deux référentiels et la disparition de la catégorie « intermédiaire ».

Une autre étude réalisée en 2008 comparant le VITEK 2 a la micro-dilution trouve des accords
de catégorie entre 60,2% et 88,4%, et des accords essentiels entre 74,3% et 93,5% pour les -
lactamines sur 78 souches de P. aeruginosa. La moitié de ces souches était résistante a la
ceftazidime. Pour I'ensemble des 546 combinaisons isolat-antimicrobien testées, I'accord de
catégorie moyen était de 83,6 % (87), ce qui correspond a ce qui a été retrouvé dans notre
étude ou les souches retenues de P. aeruginosa ont également des profils plus résistants qu’en
population générale. Le taux de résistance élevé aux antibiotiques s’explique par notre

recrutement de patients. En effet nous avons inclus des patients atteints de mucoviscidose,
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colonisés depuis plusieurs années a P. aeruginosa, et réguliecrement exposés aux
antibiotiques, ainsi que des patients de réanimation également exposés aux antibiotiques et
hospitalisés sur de longues durées, avec des risques accrus d’acquisition de résistance en

milieu hospitalier.

Plus récemment, Bobenchik et al. ont retrouvé des accords de catégorie plus élevés (>89%) et
des accords essentiels excellents (>97%) sur 99 souches de P. aeruginosa en comparant le
VITEK 2 a la micro-dilution (88). Cependant, seulement 16% des souches incluses étaient
résistantes a la ceftazidime. Dans notre étude, 60% des souches isolées de patients
hospitalisés en réanimation étaient résistantes au ceftazidime, ce qui pourrait peut-étre
expliquer les moins bonnes corrélations observées. En effet, il y a moins de discordances entre
les différentes méthodes lorsque le panel de souches testées inclut un grand nombre de
souches multi-sensibles (phénotype sauvage). Les souches qui vont poser des problémes de
catégorisation sont celles dont la CMI est proche du break-point utilisé pour la classification
sensible a forte posologie ou résistant. Cependant en pratique, le fait de rendre une CMI
encore considérée comme sensible a forte posologie (ex. 8 mg/L pour le céfépime ou le
méropénéme) mais qui serait considérée comme résistante a une dilution supérieure (ex. 16
mg/L) conduit habituellement les réanimateurs a ne pas utiliser I’antibiotique en question. En
effet, il est difficile d’atteindre les objectifs pharmacocinétiques/pharmacodynamiques pour
des CMI de I'ordre 8 mg/L pour le céfépime chez un patient de réanimation, méme si cette
valeur est encore considérée sensible a forte posologie. De plus, la micro-dilution (méthode
de référence) est considérée fiable a une dilution prés. Une CMI rendue a 8 mg/L peut
potentiellement correspondre a une CMI de 16 mg/L (considérée comme résistante pour le

cépéfime).

Lors de la comparaison de méthode d’antibiogramme par diffusion au Sensititre, nous avons
retrouvé de meilleurs accords de catégorie, de I'ordre de 80% pour |'aztréonam, le cépéfime,
et la pipéracilline-tazobactam, et de 90% pour les carbapénemes. Les souches testées en
diffusion étaient isolées de patients atteints de mucoviscidose. Ces souches étaient moins
fréquemment résistantes au ceftazidime (33,3%). Cependant 60% de ces souches
présentaient un phénotype mucoide, associé a une culture fastidieuse et a une interprétation
difficile des résultats de I'antibiogramme, que ce soit en diffusion ou par méthode Sensititre.
Une incubation des souches mucoides pendant une durée prolongée (48 a 72h) était
habituellement nécessaire avant d’observer une croissance suffisante pour l'interprétation.

L'antibiogramme par diffusion est habituellement recommandé pour les souches isolées de
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patients atteints de mucoviscidose. En effet les systemes automatisés comme le VITEK 2
permettent rarement la croissance des souches mucoides et ne sont pas considérés fiables
dans ce contexte. Burns et al. ont comparé la diffusion, la méthode E-test, et la micro-dilution
sur 498 souches de P. aeruginosa isolés de patients atteints de mucoviscidose, dont 130 isolats
présentant un phénotype mucoide (26,1%) (89). Cette étude retrouvait peu d’erreurs
majeures (<4%) ou trés majeures (<1,3%), par contre le taux d’erreurs mineures atteignait
fréguemment 10 a 20%. Ces erreurs mineures auraient été considérées comme des erreurs
majeures ou trés majeures dans notre étude du fait de I'absence de la catégorisation
« intermédiaire » dans le CASFM 2022, les souches étant soit sensibles a forte posologie, soit
résistantes. Dans le sous-groupe de souches présentant un phénotype mucoide, le taux
d’erreurs mineures était plus élevé (de I'ordre de 15 a 30%). Dans notre étude, nous avions
inclus un plus fort pourcentage de souches présentant un phénotype mucoide, pour lesquelles
la réalisation d’un antibiogramme est d’interprétation plus délicate (60% dans notre étude,

contre 26% dans |'étude de Burns et al.).

Concernant la résistance aux différents antibiotiques testés de maniere systématique dans le
panel Sensititre, nous avons été surpris de constater un pourcentage de sensibilité au
ceftolozane-tazobactam relativement faible (76,7% pour les patients atteints de
mucoviscidose, et 80% pour les patients hospitalisés en réanimation) par rapport au
ceftazidime-avibactam (86,7% et 86,7%). Dans la littérature, le ceftolozane-tazobactam est
décrit comme étant un peu plus actif sur les souches de P. aeruginosa résistantes au
carbapénéme (76%) par rapport au ceftazidime-avibactam (74%) (90). Le ceftolozane-
tazobactam est habituellement utilisé de maniere préférentielle sur les souches de P.
aeruginosa en France pour préserver le ceftazidime-avibactam. Ce dernier présente
I’avantage d’étre un des seuls antibiotiques efficaces sur les entérobactéries productrices de
carbapénémase de type OXA-48, trés fréquentes en France. Pour les souches de P. aeruginosa
isolées de patients atteints de mucoviscidose, il semblerait que le ceftazidime-avibactam soit
plus souvent actif sur que le ceftolozane-tazobactam (96% versus 90,5%, respectivement)
(91). Une autre étude a évalué la sensibilité d’antibiotiques de dernier recours sur des souches
de P. aeruginosa isolées d’enfants atteints de mucoviscidose en utilisant la méthode Sensititre
(92). Le ceftolozane-tazobactam était I'antibiotique pour lequel les souches étaient le plus
fréquemment sensibles (95,2 %), par rapport au méropeneme (92,8%) ou a la pipéracilline-

tazobactam (88,3%). Toutefois, cette étude n’a pas évalué I'activité du ceftazidime-avibactam.
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Dans notre étude, nous avons également objectivé une souche de P. aeruginosa résistante au
méropénéme, mais sensible a I'association méropéneme-vaborbactam, chez un patient
atteint de mucoviscidose. Le CASFM 2022 mentionne pourtant que « l'addition de
vaborbactam ne permet pas de récupérer l'activité du méropénéme chez Pseudomonas
aeruginosa, a I'exception de rares souches productrices de carbapénémase type KPC » (93).
Les mécanismes de résistance des souches de P. aeruginosa isolées de patients de
mucoviscidose étant multiples et complexes, il parait intéressant de tester un large éventail
de molécules de dernier recours pour les souches résistantes aux antibiotiques utilisés en

premiére intention.

La premiere limite de notre étude est que les antibiogrammes en méthode VITEK 2 ou en
diffusion ont été réalisés lors de la prise en charge initiale du prélevement, alors que ceux en
méthode Sensititre ont été effectué dans un second temps aprés que les souches aient été
congelées. Celaimplique que I'inoculum utilisé pour la réalisation des antibiogrammes réalisés
en routine et I'antibiogramme réalisé par méthode Sensititre n’était pas le méme. Dans les
deux cas, nous sommes partis d’une suspension bactérienne standardisée a 0,5 McFarland,
conformément aux recommandations du CASFM 2022. Cependant, il aurait été intéressant de
réaliser les antibiogrammes de routine et Sensititre au méme moment a partir de la méme
suspension bactérienne afin de s’affranchir de ce biais. Deuxiemement, si un patient était
infecté ou colonisé par de multiples souches de P. aeruginosa présentant un méme
phénotype, il est possible qu’une seule souche ait été congelée. Cependant I'antibiogramme
de routine a pu étre réalisé sur un mélange de plusieurs souches. Nous sommes partis de la
gélose ayant servi a vérifier la pureté de la suspension bactérienne utilisée pour
I’antibiogramme réalisé en routine pour minimiser ce biais, mais cela souligne de nouveau le
fait qu’il aurait été préférable d’utiliser une suspension bactérienne unique pour comparer les

différentes méthodes.
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CHAPITRE 5 : CONCLUSION

L'évaluation de diverses méthodes d’antibiogramme a révélé des discordances dans la
détermination de la sensibilité de souches de P. aeruginosa, particulierement pour certains
antibiotiques de la famille des B-lactamines. Ces discordances ont été plus prononcées lors de
la comparaison entre les méthodes VITEK 2 et Sensititre pour les souches isolées de patients
en réanimation. Néanmoins, des résultats satisfaisants ont été observées avec d'autres
antibiotiques. Il est a noter que les souches utilisées dans notre étude sont en moyenne plus
résistantes et plus fréguemment de phénotype mucoide que celles d’études précédentes.
Nous avons utilisé les recommandations récentes 2022 du CASFM, rendant les comparaisons

directes quelque peu complexes par rapport aux études utilisant d’autres référentiels.

La technique Sensititre présente l'intérét de tester en méme temps un grand nombre
d’antibiotiques de dernier recours avec une méthode de référence : la micro-dilution. Cette
méthode semble utile pour les souches de P. aeruginosa difficiles a traiter (multi-résistantes
aux antibiotiques) ou bien présentant des CMI proches des break-points CASFM pour éviter
les erreurs potentielles de catégorisation des techniques utilisées en routine. Pour les souches
de P. aeruginosa difficiles a traiter isolées de patients de réanimation, ou de patients atteints
de mucoviscidose, il est difficile de prévoir quel antibiotique de dernier recours va se révéler

efficace. Ainsi, il y a un intérét de tester un large panel d’antibiotiques sans a priori.
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Résumé

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie opportuniste, impliquée dans environ 20 % des
pneumopathies de réanimation et colonise environ 30% des patients atteints de mucoviscidose. Les
infections nosocomiales causées par P. aeruginosa sont causées par des souches souvent résistantes
aux antibiotiques, posant ainsi des problémes majeurs a I’hdpital. Afin de traiter les patients infectés
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L’objectif de ce travail est de comparer plusieurs méthodes d’antibiogrammes, en prenant comme
référence la méthode Sensititre, et en la comparant a la méthode VITEK 2 pour des souches de P.
aeruginosa isolés de patients de réanimation, ou a la diffusion pour des souches de patients atteints
de mucoviscidose. Nous avons inclus des souches de prélevements respiratoires des patients suivis
pour mucoviscidose, ainsi que des souches de P. aeruginosa isolés de prélévements respiratoires de
patients en réanimation de décembre 2022 a avril 2023 au CHU de Lille. Avec le VITEK 2, les accords
de catégorie (AC) de la tobramycine, I'amikacine et I'imipéneme sont de 100%. Pour la
pipéracilline/tazobactam, le méropénéme et le céfépime la concordance est légérement moins bonne
mais reste élevée avec des taux d’AC supérieurs ou égaux a 80%. Avec la méthode en diffusion, les
accords de catégories se situent tous au-dessus entre 80 et 90% a [I'exception de la
pipéracilline/tazobactam qui est a 76,7%. Les écarts majeurs n’excédent pas 10%. A propos des écarts
trés majeurs, ceux de la pipéracilline/tazobactam et de I'aztréonam sont a 16,7%.

La technique Sensititre présente I'intérét de tester en méme temps un grand nombre d’antibiotiques
de dernier recours avec une méthode de référence : la micro-dilution. Cette méthode semble utile
pour les souches de P. aeruginosa difficiles a traiter (multi-résistantes aux antibiotiques) ou bien
présentant des CMI proches des break-points CASFM pour éviter les erreurs potentielles de
catégorisation des techniques utilisées en routine.
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