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INTRODUCTION

Pseudomonas aeruginosa est le principal représentant de la famille des
Pseudomonadacze. C'est un bacille a Gram négatif, aérobie stricte, capable de survivre
dans I'environnement: les eaux, les végétaux, les plantes d'agréments constituent un
milieu naturel ou se développe la bactérie tant a l'intérieur qu'en dehors de I'hdpital.
Chez I'Homme, P. aeruginosa peut vivre en saprophyte des cavités naturelles (conduit
auditif externe, rhinopharynx, tractus digestif et/ou génital, plis cutanés humides), mais
peut aussi devenir un pathogéne opportuniste chez les patients fragilisés, posant ainsi des
problémes préoccupants dans les hopitaux en raison de sa fréquence, de sa dissémination
dans I’environnement, et de sa résistance aux antibiotiques. Il posséde un génome
complexe et de grande taille, ceci est directement lié a sa capacité d’adaptation et de
résistance aux antibiotiques. En effet, il est naturellement résistant a de nombreux
antibiotiques. Aucune des principales familles d’antibiotiques utilisées actuellement
contre les bacilles a Gram négatif n’est épargnée : que ce soit les béta-lactamines, les
aminosides, ou les quinolones. Ses nombreuses résistances associées ainsi que ses
capacités d’adhésion sous forme de biofilm font de P. aeruginosa une bactérie
extrémement difficile a éradiquer et une des principales causes d’infection nosocomiale
(IN) ou d’infections associées aux soins (IAS). Cette bactérie est ainsi la troisieme bactérie
la plus fréquemment retrouvée dans les infections nosocomiales tous services et sites
infectieux confondus, derriere Escherichia coli et Staphylococcus aureus. Les infections
urinaires, les pneumopathies et les infections sur site opératoire représentent les
principaux sites d’isolement de P. aeruginosa (1).

En Réanimation, P.aeruginosa est une bactérie fréquemment mise en cause dans les
infections, en particulier dans les pneumopathies acquises sous ventilation mécanique
(PAVM) qui représentent plus de 50% des infections nosocomiales rencontrées en
Réanimation (2) et est responsable d’une mortalité variant de 20 a 50 % (probablement
plus chez les patients infectés avec des germes pathogénes résistants) (3).C’est pourquoi,
de par sa résistance a de nombreuses classes d’antibiotiques, sa capacité a acquérir une
résistance a tous les traitements et a son réle fréquent dans les infections sévéeres,
P. aeruginosa représente aujourd’hui une problématique préoccupante dans nos

hopitaux.
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C’est pour cela que nous avons souhaité nous intéresser a la place de P. aeruginosa dans
les infections chez les patients du service de Réanimation de Rangueil, au CHU de
Toulouse ; en se focalisant plus particulierement sur I’'évolution de la résistance aux
antibiotiques de cette bactérie au cours de I'hospitalisation. Aprés une 1% partie
bibliographique s’intéressant au role de P. aeruginosa dans les infections en Réanimation
et aux mécanismes de résistance aux antibiotiques développés par cette bactérie, nous
présenterons les objectifs de notre étude. Aprés un bref explicatif de matériel et
méthodes, nous discuterons des principaux résultats de notre étude, et élargirons ensuite
la discussion vers l'impact de ces résultats sur la prise en charge des patients. Les
résultats de ce travail ont été présentés a European Congress of Clinical Microbiology and

Infectious Diseses (ECCMID) de 2016 sous forme de poster.
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PARTIE | : BIBLIOGRAPHIE

|. Pneumopathies acquises sous ventilation mécanique

Une PAVM correspond a toute pneumonie survenant chez un malade dont la respiration
est assistée par une machine soit de maniére invasive par I'intermédiaire d’un tube endo-
trachéal ou d’une trachéotomie, soit de maniére non invasive par l'intermédiaire d’un
masque facial ou d’un autre procédé dans les 48 h précédant la survenue de l'infection
(4).0n distingue les PAVM précoces survenant dans un délai de 5 a 7 jours de ventilation,

des PAVM tardives survenant au-dela de 7 jours de ventilation (5).

A. Diagnostic

Le diagnostic d’'une PAVM est souvent difficile, en effet, les signes cliniques ainsi que les
signes radiologiques ne sont pas spécifiques, aucun examen simple et non-invasif ne

posséde une sensibilité et spécificité satisfaisante (6).

A.1. Diagnostic clinique

Il repose sur la présence de signes cliniques et biologiques tels que :

- I'hyperthermie supérieure a 38°C sans autres causes ou I’hypothermie inférieure a 36°C

- 'apparition de sécrétions respiratoires purulentes

- 'aggravation de I’état hémodynamique et/ou respiratoire (désaturation, altération des
gaz du sang) sans autres raisons évidentes

- 'hyperleucocytose au-dela de 12 G/L ou la leucopénie inférieure a 4 G/L (5).

La suspicion de PAVM sera encore plus forte en présence d’un contexte évocateur
comme une ventilation mécanique (VM) prolongée par I'intermédiaire d’un tube endo-
trachéal, des intubations répétées ou dans le cas de patients comateux, polytraumatisés,
présentant une défaillance multi viscérale, un syndrome de détresse respiratoire aigué
(SDRA), une maladie pulmonaire chronique, ou une immunodépression (5).Enfin,
I'apparition, la modification ou simplement la présence d’images radiologiques
compatibles sont aussi des arguments en faveur d’'une PAVM (5).

Afin de faciliter le diagnostic d’'une PAVM, Pugin et al. proposent d’associer les critéres
cliniqgues en un score: Clinical Pulmonary Infection Score (CPIS). Ce score associe 6

variables : température, taux de leucocytes, oxygénation (PaO, et FiO,), aspect de la
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radiographie pulmonaire, volume et aspect des sécrétions trachéales et résultat des
cultures d’une aspiration endo-trachéale (Tableau ). Ce score va de 0 a 12, un score
strictement supérieur a six est en faveur d’'une PAVM (7). Malheureusement, ce score est
controversé et ne semble pas avoir une sensibilité et spécificité suffisante pour le

diagnostic d’'une PAVM (77% de sensibilité et 44% de spécificité) (6)(8).

Tableau I. Clinical Pulmonary Infection Score, modifié d’aprés Klompas 2007(9).

Parameétres Points
Température (°C)
36,5-38,4 0
38,5-38,9 1
<36 ou >39 2
Leucocyte (G/L)
4,0-11,0 0
<4 ou>11 1
Band forms>0,5 ajouter 1
Sécrétions trachéales
absence 0
non purulentes 1
purulentes 2
Oxygénation Pa02/FiO2 (mmHg)
>240 ou SDRA 0
<240 et/ou absence SDRA 2
Radiographie thorax
pas infiltrat 0
infiltrat diffus 1
infiltrat localisé 2
Culture aspiration trachéale
Absence de bactérie pathogéne ou stérile 0
Présence de bactéries pathogenes 1
Présence de bactéries pathogenes concordant avec
I’examen microscopique au GRAM 2

A.2. Diagnostic microbiologique

On dispose schématiquement de deux types de méthodes pour documenter
microbiologiquement une PAVM, les méthodes non-invasives (aspiration endo-trachéale
essentiellement) et les méthodes invasives : lavage broncho-alvéolaire (LBA), mini LBA et

prélevement distal protégé (PDP).

Les méthodes dites non invasives présentent I'avantage d’étre moins sujettes aux
complications : hypoxémie essentiellement voire hémoptysies ou pneumothorax dans le

cas d’'un brossage télescopique protégé (10). Elles sont cependant beaucoup moins
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sensibles et spécifiques, car présentent un haut risque de contamination par la flore

salivaire.

Au laboratoire, les prélevements sont examinés microscopiquement avant leur mise en
culture. Concernant les aspirations endo-bronchiques et endo-trachéales, I'examen
microscopique permet d’évaluer dans un premier temps, aprés coloration au May-
Grunwald-Giemsa, a faible grossissement, la qualité du prélevement: le degré de
contamination salivaire est reflété par la présence de cellules épithéliales. L'étape
suivante est la recherche a fort grossissement, aprés coloration de Gram, des différents
morphotypes bactériens : on recherchera une flore monomorphe et/ou la présence de

bactéries dans les polynucléaires, qui sont des critéres en faveur d’une infection (11).

La mise en culture des prélevements respiratoires doit étre aussi rapide que possible pour
éviter la perte de viabilité des pathogenes et la prolifération des commensaux. Les milieux
de cultures sont incubés, en aérobiose en présence ou non de 5% de CO,, 48 heures pour

les prélévements non protégés et 5 jours pour les prélevements bronchoscopiques (11).

L'interprétation de I'examen cyto-bactériologique des sécrétions broncho-pulmonaires
est particulierement délicate. En effet, il s’agit pour le biologiste de confronter les
résultats de I'examen microscopique, des résultats quantitatifs de la culture, aidée du
contexte clinique afin d’évaluer la valeur prédictive des isolements en culture. Le Tableau
Il résume les performances des différents prélevements et des différentes techniques

diagnostiques utilisées au laboratoire.

Tableau Il. Sensibilité et spécificité des différents types d’échantillonnages bronchiques
apres I’examen direct et la mise en culture (d’apreés la Société Francaise d’Anesthésie

Réanimation : pneumopathie acquise sous ventilation 2009).
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La prise en charge invasive semble permettre de diminuer la mortalité ainsi que la
consommation d’antibiotiques (en évitant un traitement a tort d'une PAVM) (8). En
France, la Société Francaise d’Anesthésie Réanimation (SFAR) préconise la stratégie dite
«invasive » car supérieure en terme de qualité de [Iantibiothérapie (moins
d’antibiothérapie initiale, réduction de la consommation d’antibiotiques) et permettant
de diagnostiquer plus fréquemment des infections extra-pulmonaires (5).Toutefois,
I'usage de I'aspiration endo-trachéale afin de connaitre la colonisation de I'arbre trachéo-
bronchique semble intéressant pour guider I'antibiothérapie probabiliste dans le cas de

PAVM suspectées a germes multi-résistants (12).

B. Epidémiologie

Compte-tenu des problemes diagnostiques que soulévent les PAVM, il n’est pas
surprenant que la documentation microbiologique de celles-ci ne soit pas toujours
présente (13). Malgré cela lorsque I'on identifie la ou les bactéries en cause, il semblerait

gue la plupart des PAVM soit mono-microbienne (14).

B.1. Epidémiologie bactérienne

On différencie les micro-organismes responsables de PAVM précoces (moins de 5 a 7
jours de ventilation mécanique) et les micro-organismes responsables de PAVM dites
tardives (plus de 5 a 7 jours de ventilation mécanique). Le délai d’apparition des
pneumopathies en Réanimation étant en moyenne de 9 jours, les PAVM tardives sont

largement plus représentées que les PAVM précoces (2).

Bien que I'étiologie bactérienne des PAVM dépende de I'écologie du service ainsi que de
la population concernée (15), les nombreuses études faites a ce sujet montre une
distribution globalement identique. A savoir, pour les PAVM dites tardives, on retrouve
des bactéries dites nosocomiales, par ordre de fréquence P. aeruginosa puis les
Entérobactéries, avec en chef de file E.coli et K.pneumoniae, et S.aureus dans un ordre
variable selon les études, et enfin Acinetobacter spp. et S. maltophilia (3)(13)(16). Les
PAVM précoces sont causées par des bactéries de la flore oropharyngée, on les retrouve
aussi a l'origine d’infections pulmonaires communautaires. Il s’agit d’H.influenzae, de

S.pneumoniae et de S.aureus.
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B.2. Epidémiologie et multi-résistance

La fréquence de découverte d’'une bactérie résistante a de nombreux antibiotiques
utilisés en thérapeutique par accumulation de résistances naturelles et acquises, (on parle
de bactérie multi-résistante ou BMR), dans les PAVM, dépend de la présence ou de

I’absence de facteurs de risques qui sont :

- une antibiothérapie préalable

- une hospitalisation dans les 90 jours précédents

- une hospitalisation actuelle de plus de 5 jours

- une durée de ventilation mécanique (VM) supérieure a 5 jours

- une prise en charge dans un centre de dialyse ou dans un centre de long séjour ou

maison médicalisée,
- une immunodépression (maladie ou traitement)

-une prévalence élevée de BMR dans la communauté ou dans I'hopital ou l'unité de

Réanimation
- et enfin si le malade est déja connu comme étant colonisé par une BMR (5).

P. aeruginosa est considéré le plus souvent comme étant une BMR lorsqu’il présente une

résistance acquise a la ceftazidime et/ou aux carbapénémes.

L’étude du réseau REA-RAISIN en 2012 a repris les principales résistances des bactéries
d’intérét en Réanimation en France. Elle retrouve chez P. aeruginosa une résistance a la
ceftazidime dans 23,6% des cas contre 26,2% en 2004, et une résistance a l'imipénéme
dans 23,4% des cas. La résistance a la méticilline de S.aureus dans les services de
Réanimation continue de décroitre pour atteindre 25,5% en 2012 (48,7% en 2004). La
résistance aux céphalosporines de troisieme génération (C3G) parmi les souches
d'Entérobactéries n’a cessé d'augmenter et se retrouve a 38,8% en 2012 (17,8% en 2004)
avec 17,5% de béta-lactamase a spectre élargi (BLSE) (9,9% en 2005). A. baumannii
présente une résistance a la ceftazidime dans 52,3% des cas contre 75,7% des cas en 2004
ainsi qu’une résistance a I'imipénéme dans 39,3% des cas(2).

Des travaux similaires ont été menés en 2013, 2014 et durant I'année 2015 dans les
services de Réanimation de Rangueil et Purpan du CHU de Toulouse et montrent une

tendance identique, a savoir une baisse des résistances de P. aeruginosa a la ceftazidime
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(Figure 1), une diminution des SARM (Figure 2) et a contrario une baisse des

Entérobactéries BLSE (Figure 3).

Figure 1.Evolution de la résistance (%) de P. aeruginosa d la ceftazidime dans le service de

Réanimation de A) Rangueil et B) Purpan, entre 2013 et 2015.

Figure 2.Evolution de la résistance (%) de S. aureus a la méticilline dans le service de

Réanimation de A) Rangueil et B) Purpan, entre 2013 et 2015.

Figure 3.Evolution de la résistance (%) des Entérobactéries aux C3G (BLSE) dans le service

de Réanimation de A) Rangueil et B) Purpan, entre 2013 et 2015.
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C. PAVM et pronostic

Les PAVM comme toutes les infections en Réanimation entrainent une augmentation
significative de la mortalité, de la morbidité, de la durée et donc du col(t de
I’hospitalisation (17). Le pronostic et donc la mortalité semblent liés a plusieurs facteurs
dont la sévérité de la pathologie diagnostiquée, la présence de comorbidités, la capacité
de I'hote a répondre a l'infection, ou encore la rapidité d’installation d’un traitement
adapté et efficace sur le germe en cause (13). L’étiologie bactérienne (le fait que
I'infection soit due a un S. aureus, a une Entérobactérie ou a un P. aeruginosa par
exemple) ne semble pas étre un facteur influengant sur la mortalité. En revanche, la
présence d’une BMR, qui diminue la probabilité d’un traitement probabiliste d’emblée
adapté et donc retarde la mise en place d’une antibiothérapie adaptée, provoque
indirectement une augmentation de la mortalité (13)(14)(18). Parallelement, la sévérité
de la PAVM ne semble liée ni a I'étiologie bactérienne ni méme a la présence d’'une BMR
(13). Ainsi, pour le choix de I'antibiothérapie probabiliste, il convient non pas de choisir

selon la gravité de la pathologie mais plutot selon le risque de la présence d’'une BMR(13).

A l'avenir, une compréhension plus détaillée des pathogénes multi-résistants et une
détection précoce des BMR, en augmentant le taux d’antibiothérapie initiale adaptée,

permettrait de réduire la mortalité de ces pathologies (16).

D. Physiopathologie

Si I'implication de P. aeruginosa est si importante dans les PAVM en Réanimation c’est
parce un grand nombre de facteurs concomitants permettent ’acquisition, la colonisation
puis la sélection d’une bactérie opportuniste capable de devenir rapidement résistante

aux antibiotiques.

L’'objectif de ce chapitre est de mieux comprendre les dynamiques d’acquisition et de
persistance de P. aeruginosa en Réanimation, en particulier dans les infections

respiratoires.

D.1. Dynamique d’acquisition de P. aeruginosa en réanimation

La colonisation par P. aeruginosa du patient en Réanimation est la premiéere étape avant
I'infection. P. aeruginosa est parfois déja représenté parmi la flore endogéne (digestive,
oro-pharyngée, trachéale, cutanée ou encore génitale) du patient a I'admission.

Cependant, I'analyse par biologie moléculaire des souches de P. aeruginosa retrouvées
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dans les services de Réanimation en France montre que ces souches sont le plus souvent
des clones partagés patient-patient ou eau-patient (19). Ainsi I'acquisition exogéne, c'est-
a-dire la transmission via un réservoir, semble étre le modele le plus fréguent concernant
I"acquisition de P. aeruginosa en Réanimation. Cette transmission est soit croisée, a partir
d’un autre patient via les mains du personnel soignant ou des dispositifs médicaux, soit
environnementale a partir d’un réservoir d’eau via les mains du personnel soignant ou

des dispositifs médicaux ou liée a I'utilisation de I’eau pour les soins (19).

En France, I'étude Dynapyo a découvert que 11% a 21% des patients de Réanimation
semblent acquérir et étre colonisés par P. aeruginosa. Compte-tenu du mode le plus
fréquent d’acquisition de P. aeruginosa, ce chiffre dépend étroitement de I'écologie du
service, mais aussi de son organisation, des pratiques ainsi que du recrutement des
patients. Elle retrouve aussi un délai médian pour l'acquisition et la colonisation a
P. aeruginosa de 9 jours puis un délai médian entre colonisation et infection de 7 jours si

infection il y a par la suite (19).

Plusieurs facteurs favorisent la colonisation du tractus respiratoire par P. aeruginosa,

certains dépendent du patient comme :
- un antécédent de colonisation/infection a P. aeruginosa

- la modification de la flore endogene liée a la gravité de la maladie sous-jacente

entratnant I’hospitalisation

-d’autres  pathologies sous-jacentes ou facteurs de comorbidités (broncho-

pneumopathies chronique obstructive, asthme, mucoviscidose par exemple)
- de précédents séjours a I'hdpital et/ou un séjour prolongé

- un mauvais état nutritionnel

- un traitement antibiotique préalable

- la présence de matériel étranger (sonde d’intubation ou de trachéotomie pour une
ventilation mécanique, sonde urinaire, cathéter veineux et artériel, sonde nasogastrique,

nutrition parentérale)
- et enfin I’age(19).

Les tableaux IIl et IV résument ces facteurs de risque.
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Tableau lll. Facteurs de risque d’acquisition de P. aeruginosa en service de soins intensifs,

modifié d’aprés Cobos-Trigueros et al. 2015 (20).

Parametres OD Ration (95% IC) P-value
Choc 2,1(1,2-3,7) 0,01
Intubation
1-3jours 2,5(1,2-5) 0,01
>3 jours 3,6(1,7-7,5) 0,001
Trachéotomie 4,4 (2,3-8,3) <0,001
Nutrition entérale
1-3 jours 3,6 (1,8-7,6) 0,001
>3jours 1(05-2,1) 1
Nutrition parentérale
1-3 jours 3,9 (1,6-9,6) 0,003
>3jours 1,1(0,6-2,2) 0,7
Exposition antérieure aux
fluoroquinolones 1,88 (1,1a3,3) 0,03
1-3 jours 0,5(0,2-1,2) 0,2
>3 jours 0,4 (0,2-0,8) 0,01

Tableau IV. Facteurs de risque d’acquisition de P. aeruginosa en service de soins intensifs,

modifié d’aprés I’'étude Dynapyo.

Paramétres OR 95% IC P
I‘nfection/.CoIonisation antérieure 3,78 1,80-7,97 0,001
aP. aeruginosa
Du’rée f:umulée'ventilation 256 1,16-4,50 0,001
mécanique (10 jours)

Durée cumulée antibiothérapie 185 133257 <0001
inactive sur P. aeruginosa ’ ’ ’ ’
Point eau contaminé par P. 176 1.09-2.84 0.02

aeruginosa dans sa chambre

Concernant l'antibiothérapie préalable, |'usage d’antibiotiques inactifs sur
P. aeruginosa (21)(22) comme I'amoxicilline-acide clavulanique et les glycopeptides (20),
ainsi que de I'association pipéracilline-tazobactam(TZP) et les aminosides, semble étre un
facteur favorisant I'acquisition et la colonisation par P. aeruginosa. Contrairement a
l'usage des C3G (ceftazidime) actives sur P. aeruginosa ainsi que des fluoroquinolones,

qui semblent prévenir I'acquisition de P. aeruginosa(20)(22).
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D’autres facteurs favorisants dépendent du service, dont la présence d’un point d'eau
contaminé par P. aeruginosa, d’un patient proche ou éloigné colonisé ou encore la

colonisation du patient antérieur occupant la chambre (19)(23).

Enfin, les derniers facteurs favorisants concernent P. aeruginosa lui-méme et ses
capacités d’adhésion aux cellules du tractus respiratoire ainsi qu’aux surfaces abiotiques
telles que le verre ou le plastique, principaux constituants des dispositifs médicaux utilisés
(19). Ces facteurs de virulence seront développés dans le chapitre Il consacré a cette

bactérie.

D.2. Dynamique d’acquisition de souches multi-résistantes

La définition de multi résistance pour une souche de P. aeruginosa reste variable selon les
auteurs, certains considerent P. aeruginosa comme une BMR s’il est résistant a la
ceftazidime, d’autres s’il est résistant a la ceftazidime et aux carbapénémes et enfin
d’autres seulement s’il est résistant a tous les antibiotiques couramment utilisés en
thérapeutique (béta-lactamines, aminosides et quinolones). En France, le Centre de
Coordination de la Lutte contre les Infections Nosocomiales (CCLIN) considere
P. aeruginosa comme une BMR a partir du moment ol celui-ci est résistant a la

ceftazidime.

L’acquisition d’une souche de P. aeruginosa dite « multi-résistante » en Réanimation est
possible soit par transmission croisée soit par acquisition de résistances, sous la pression
de sélection exercée par les antibiotiques, d’'une souche ayant préalablement colonisé le

patient (24).

Pour rappel, les facteurs de risques « classiques » d’acquisition d’une BMR sont :

- une antibiothérapie préalable,

- une hospitalisation dans les 90 jours précédents,

- une hospitalisation actuelle de plus de 5 jours,

- une durée de ventilation mécanique (VM) supérieure a 5 jours,

- une prise en charge dans un centre de dialyse ou dans un centre de long séjour ou
maison médicalisée,

- une immunodépression (maladie ou traitement),

-une prévalence élevée de BMR dans la communauté ou dans I'hopital ou l'unité de
Réanimation,

- et enfin si le malade est déja connu comme étant colonisé par une BMR(5).
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En plus de ces facteurs de risque, plusieurs travaux ont démontrés une corrélation entre
I'usage de certains antibiotiques et la présence d’une souche de P. aeruginosa multi-
résistante. Ainsi les carbapénémes (le méropénéme en particulier), les fluoroquinolones
et les pénicillines actives sur P. aeruginosa (pipéracilline- tazobactam par exemple),
semblent susceptibles de sélectionner une souche multi-résistante, soit par acquisition de
nouveaux mécanismes de résistances par une souche sensible colonisant ou infectant
préalablement le patient, soit par acquisition directe d’une souche multi-résistante.
Toutefois les molécules les plus a risque semblent étre le méropéneme et Ia
ciprofloxacine (20)(25)(26). Le tableau V résume les principaux antibiotiques susceptibles

de sélectionner une souche de P. aeruginosa multirésistante.

Tableau V. Facteurs de risque d’isolement d’une souche de P. aeruginosa multi résistante,

modifié d’aprés Montero et al 2010 (26).

non PA versus PAMDR PAS versus PAMDR
Antibiothérapie oD p oD P
Quinolones 1,79 0,001 15,25 <0,001
Carbapénémes 2,26 0,002 3,53 <0,001
Anti PA pénicillines 1,09 0,816 2,79 0,035

PA=P. aeruginosa PAMDR=P. aeruginosa Multi Résistant PAS=P. aeruginosa sensible

E. Facteurs de risque de PAVM

On retrouve comme facteurs de risques de PAVM la totalité des facteurs de risques de
colonisation a P. aeruginosa. On s’apercoit ainsi que les patients de Réanimation
conjuguent un grand nombre de facteurs en faveur des PAVM. En effet, ils sont le plus
souvent agés, présentant des pathologies graves et donc les rendant fragiles, sont
souvent infectés et donc fréquemment sous antibiothérapie et souvent sous ventilation
mécanique. lls restent hospitalisés pendant un temps généralement long dans le service

et parfois viennent d’autres services (27).
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F. Antibiothérapie des PAVM

Parmi les infections nosocomiales (IN) en Réanimation, les PAVM sont probablement
I'une des ou la plus sévere(s). Le lien entre la mortalité et la précocité d’un traitement
approprié n’est plus a démontrer. Ainsi, I’antibiothérapie probabiliste doit étre mise en
place «le plus rapidement possible», en pratique dés que le préléevement
bactériologique, quel qu’il soit, est réalisé, sans en attendre le résultat (5).

Le choix de l'antibiothérapie initiale dépend essentiellement de la présence ou de
I'absence de facteurs de risques de présence de BMR. Concernant les PAVM tardives
et/ou en cas de présence de facteurs de risque de BMR, I'antibiothérapie probabiliste
initiale se doit de cibler les Entérobactéries, y compris les Entérobactéries du groupe 3,
P. aeruginosa, A. baumannii et S. aureus méticilline résistant (SARM). On utilise pour cela
une des 4 Dbéta-lactaminessuivantes : pipéracilline-tazobactam, ceftazidime,
carbapénémes (imipénéme, méropénéme) ou céfépime, en association avec un
aminoside (généralement I'amikacine). A ces antibiotiques, il est possible d’ajouter de la
vancomycine si le malade est porteur de SARM, s’il existe une forte prévalence de SARM
dans l'unité, si le patient vient de soins de suite/long séjour, s’il est hémodialysé
chronique ou en état de choc. Une association d’antibiotiques s'impose chaque fois qu’il
existe un facteur de risque de BMR, l'objectif étant d’élargir le spectre de cette
antibiothérapie initiale empirique. Actuellement, I'association d’une béta-lactamine a
large spectre avec un aminoside semble la plus appropriée (5)(12). En relation avec la
politique d’épargne des carbapénemes, des recommandations formalisées d’experts
parus en juin 2014 prénent l'usage de carbapénémes comme béta-lactamines a large
spectre en probabiliste, seulement en cas d’infections bactériennes nosocomiales sévéres
et en présence d’au moins 2 critéres parmi :

- un traitement antérieur par C3G ou fluoroquinolones ou l’association pipéracilline-
tazobactam dans les 3 mois,

- le portage d’une Entérobactérie productrice de BLSE ou d’un P. aeruginosa résistant a la
ceftazidime sur un prélevement de moins de 3 mois,

- une hospitalisation a I’étranger dans les 12 mois,

- le fait pour un patient de vivre en établissement d’hébergement pour adultes agés
dépendantes (EHPAD) ou dans un service de soins de longue durée,

-le fait d’étre porteur d’une sonde a demeure et/ou d’une gastrostomie,
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- une épidémie en cours dans le secteur de soins a BMR et pour laquelle I'unique option
thérapeutique est un carbapénéme (12).

La durée du traitement reste encore floue, méme si la plupart des PAVM peuvent étre
traitées en 8 jours. Pour des infections a P. aeruginosa, dans le but de réduire le risque de
rechute, on préconise actuellement une durée allant de 10 a 14 jours. Cependant, il n’est
pas certain que I'on diminue le risque de rechute en prolongeant le traitement si le
patient reste soumis a une ventilation mécanique par tube endo-trachéal, il est par contre
admis que le risque de sélectionner des souches plus résistantes est d’autant plus

augmenté que la durée du traitement est longue (5).

Il. Quelques mots sur P.aeruginosa

A. Qui est P. aeruginosa ?

Figure 4. A) P. aeruginosa en culture sur gélose au sang, B) P. aeruginosa en coloration de

Gram.

P. aeruginosa est un bacille a Gram négatif, aérobie strict, mobile, capable de se
multiplier sur milieux usuels, oxydase négative. Sa température optimale de croissance
est de 30°C mais il est capable de se développer jusqu'a 41°C contrairement aux autres
Pseudomonas. Sur milieux gélosés, les colonies présentent le plus souvent un aspect dit
« métallique » ou «reflet métallique », parfois elles prennent plutét un aspect
« mucoide ». Parfois béta-hémolytiques, les colonies dégagent une odeur caractéristique
de fleur de seringa et produisent le plus souvent des pigments : la pyocyanine (bleu vert)

et la pyoverdine (jaune vert) et plus rarement la pyorubine (rouge).C’'est une bactérie
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ubiquitaire que I'on rencontre dans les sols, sur les végétaux et surtout dans les eaux. On

peut occasionnellement l'isoler des flores commensales de I’homme et des animaux.

L'identification aprés isolement au laboratoire est plutot aisée, en effet le plus souvent les
colonies sont caractéristiques de la bactérie, I'odeur dégagée par les colonies confirme
I'aspect évocateur des colonies, enfin le test de |'oxydase (positive) éliminera une
Entérobactérie en cas de doute. Dans un deuxiéme temps, une identification par
spectrométrie de masse ou par méthode biochimique/enzymatique confirmera
I'identification. Enfin, si un antibiogramme est réalisé, la découverte d’'un phénotype de
résistance compatible avec lidentification P. aeruginosa entérinera définitivement

I'identification de celui-ci.

B. P. aeruginosa et facteurs de virulence

La pathogénie de P. aeruginosa est attribuée a la production d’un vaste arsenal de
facteurs de virulence (membranaires et extracellulaires) agissant a différents niveaux au
cours de l'infection, lui permettant de survivre aussi bien dans différents hotes que dans
I’environnement. lls comprennent notamment : des facteurs impliqués dans I'adhérence
et la motilité de P. aeruginosa permettant la colonisation de I’hote, et des toxines et
protéases qui provoquent des lésions tissulaires facilitant aussi la multiplication et la

dissémination bactérienne dans les tissus de I’hote.

B.1. Facteurs d’adhérence et de motilité de P. aeruginosa

De nombreuses molécules vont participer a l'adhésion et au développement de
P. aeruginosa sur différents milieux comme les cellules du tractus respiratoire ou encore
des surfaces abiotiques constituant les dispositifs médicaux tels que les sondes

d’intubation par exemple.

L’'attachement initial des bactéries mobiles sur la surface fait intervenir un certain nombre
d’adhésines, dont les facteurs d’attachement de type fimbriae et le flagelle (28). Les
bactéries se déplacent ensuite sur la surface selon le mode de déplacement de type
twitching (en reptation) grace a I'extension et a la rétraction des pili de type IV qui se
polymérisent et se dépolymérisent successivement, permettant ainsi la colonisation de la

surface et le rassemblement en micro colonies, point de départ de I'infection (29).
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B.2. Facteurs de développement du processus infectieux

La synthése et la sécrétion de la plupart des facteurs de virulence sont modulés en
fonction du stade de croissance de la bactérie, du mode de développement (planctonique
ou biofilm) et des conditions environnementales. Chez P. aeruginosa, le quorum sensing
(QS) est considéré comme le principal mécanisme de régulation de la pathogénicité. Ce
systeme de régulation est basé sur la capacité des bactéries a communiquer entre elles,
leur permettant de coordonner leur comportement et ainsi de fonctionner comme un
organisme multicellulaire. La communication bactérienne repose sur la production de
molécules diffusibles, des N-acyl-homosérine lactones (AHL), qui donnent une indication
de la densité cellulaire dans un environnement donné. Ces AHL sont synthétisés par une
AHL-synthase codée par un géne de type | (inducteur). Lorsque la concentration de ces
molécules diffusibles atteint un certain seuil, elles se lient au régulateur transcriptionnel
de type R. Le complexe ainsi formé va activer la transcription de genes de virulence mais
également du gene I, d’'ol le terme de molécules auto-inductrices. Deux systémes de
guorum sensing ont été caractérisés chez P. aeruginosa: il s’agit de LasR/Lasl et de

RhIR/RhII(30). Ces systémes sont représentés schématiqguement Figure 5.

Figure 5. Schéma simplifié des systemes LasR/Lasl et RhIR/RhII.

La synthése de nombreuses molécules est ainsi régulée comme |'exotoxine A qui entraine
un arrét de la synthése protéique et provoque la mort de la cellule cible par nécrose (28),

ou l'élastase qui clive de trés nombreuses molécules de la matrice extracellulaire
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(collagéne, élastine, fibrinogéne, récepteurs d’opsonisation...) et contribue ainsi a
I'invasion du parenchyme pulmonaire (31), ou encore les phospholipases C, la protéase
alcaline et les protéases IV (28). Le QS régule aussi la synthése des rhamnolipides qui sont
des glycolipides extracellulaires qui perturbent le transport mucociliaire et les
mouvements ciliaires de I'épithélium respiratoire humain, et inhibent la phagocytose (28).
Enfin, le QS semble réguler la synthése de chromophores tels que la pyoverdine et la
pyocyanine. La pyoverdine est une petite molécule de chélation du fer de
I’environnement nécessaire au métabolisme de P. aeruginosa, elle joue un réle régulateur
dans la sécrétion de certains facteurs de virulence (exotoxine A, protéases). La
pyocyanine possede des propriétés oxydoréductives et inactive la catalase dans les
cellules épithéliales respiratoires et les cellules endothéliales, participant ainsi au stress
oxydatif et entrainant une nécrose du tissu respiratoire (28).

Néanmoins, certains facteurs de virulence échappent au QS comme le systéme de
sécrétion de type Il (SST Ill) qui est un facteur de virulence important de P. aeruginosa. |l
permet a la bactérie d’injecter directement les toxines a l'intérieur de la cellule. La
translocation des toxines depuis la bactérie s’effectue en traversant la membrane
bactérienne a l'aide d’un appendice ressemblant a une aiguille capable de percer la
membrane de la cellule eucaryote (32). Des travaux ont ainsi montré que le SST Il
permettait a des souches de P. aeruginosa de résister a l'action bactéricide des
neutrophiles humains et induisait leur mort cellulaire (33). Plusieurs toxines sont
maintenant connues pour étre sécrétées via ce systéeme par P. aeruginosa : I'ExoS, I'ExoT,
I’ExoU et I'ExoY. L’exotoxine S provoque la destruction des tissus au site d’inflammation
et la dissémination bactérienne en détruisant les filaments d’actine intra cytoplasmique.
Ce faisant elle induit I'apoptose cellulaire, inhibe I'adhésion cellulaire et contribue a
I'effacement du tapis mucociliaire. L'exotoxine T interfére avec l'organisation des
filaments d’actine et empéche I'exocytose, la progression du cycle cellulaire et la
phagocytose. L’exotoxine U est une toxine nécrotique possédant une activité
phospholipase, elle détruit donc les membranes cellulaires. L’'exoenzyme Y provoque une
augmentation du niveau intracellulaire d’AMPc, induisant un changement de la
morphologie des cellules qui deviennent arrondies, ce qui engendre la formation de trous
intercellulaires et aboutit a la détérioration des cellules endothéliales pulmonaires(28).
Enfin, les lectines solubles sont la derniéere découverte en matiere de facteurs de

virulence chez P. aeruginosa, leurs réles ne semblent pas clairement élucidés mais il
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semblerait qu’elles interviendraient dans la reconnaissance et I'adhésion bactérie-hote et
bactérie-bactérie (34).

L’'ensemble de ses facteurs de virulences associés aux capacités de résistances et
d’adaptation aux antibiotiques de P. aeruginosa rend ainsi cette bactérie particulierement
préoccupante... Nous allons essayer de voir a présent le lien entre virulence et résistance

aux antibiotiques si tant est que ce lien puisse exister.

B.3. Facteurs de virulence et résistance aux antibiotiques

Des travaux ont montré que virulence et résistance aux traitements semblent liées chez
P. aeruginosa. En effet, les souches surexprimant les systemes d’efflux MexAB-OprM et
MexCD-OprJ produiraient moins d’élastase, de pyocyanine et de pyoverdine (35). Cette
diminution s’expliquerait par la diminution intracellulaire par efflux des AHL régulatrices
du QS dans les souches surexprimant le systeme d’efflux MexAB-OprM (36). MexEF-OprN
semble étre aussi capable d’effluer des composants intervenant dans I’expression du QS.
De plus, la surexpression des systéemes d’efflux MexEF-OprN et MexCD-Opr) semble
associée a une diminution de la transcription par un probable efflux des signaux
intracellulaires, des génes du SST Il (37). Il semblerait donc que la surexpression d’efflux
ait une contrepartie importante pour P. aeruginosa. Néanmaoins, on retrouve a ce jour ces
souches dans des cas confirmés d’infection a P. aeruginosa. Ainsi, ces souches seraient

capables de retrouver leur potentiel pathogéne via de nouvelles mutations (38).

C. P. aeruginosa et les antibiotiques

C.1. P. aeruginosa et béta-lactamines

Les béta-lactamines en se fixant aux protéines liant les pénicillines, inhibe le remaniement
et la synthése de la paroi bactérienne. La sensibilité aux béta-lactamines de P. aeruginosa
est assez variable d’une molécule a I'autre et varie selon de nombreux parameétres. La
multiplicité des mécanismes de résistances (enzymatiques, efflux, imperméabilité), leurs
variabilités d’expression ainsi que leurs associations conferent a P. aeruginosa un large
éventail de phénotypes de résistance, rendant la détection de ces mécanismes in vitro,

pour une souche d’intérét clinique, parfois difficile.
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C.1.1. Phénotype sauvage ou sensible

Le phénotype sauvage de P. aeruginosa découle de I'expression simultanée et a faible
niveau de mécanismes de résistances enzymatiques et non enzymatiques (efflux et
imperméabilité) a I'origine des résistances dites « naturelles » de P. aeruginosa.

P. aeruginosa produit naturellement deux béta-lactamases : une oxacillinase (OXA-50) de
spectre étroit dont la contribution au phénotype de résistance naturelle n’est pas
significative et une céphalosporinase (AmpC) inductible, produite a un faible niveau, qui
contribue majoritairement a la résistance naturelle aux béta-lactamines de cette espéce
(39). L'enzyme inactive la plupart des pénicillines et céphalosporines, elle est parfois
capable dans une moindre mesure d’hydrolyser les carbapénémes (40).

Parallelement, on décrit chez P. aeruginosa pas moins de quatre systemes d’efflux:
MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, et MexXY-OprM. Chaque systéme posséde une
spécificité de substrat (béta-lactamines mais aussi de nombreux autres antibiotiques).
Enfin de par la faible perméabilité de sa paroi, P. aeruginosa présente une moindre
sensibilité a de nombreuses béta-lactamines hydrophobes.

Ces systémes (efflux et imperméabilité) n’ont pas une contribution majeure au phénotype
de résistance naturelle de P. aeruginosa mais provoquent en association une moindre
sensibilité aux antibiotiques et donc une augmentation des CMI par rapport a d’autres
bacilles a Gram négatif comme les Entérobactéries. Ainsi, P. aeruginosa est naturellement
résistant aux aminopénicillines, aux pénicillines M, aux C1G et C2G, a certaines C3G
comme le céfotaxime et la ceftriaxone, et a un carbapéneme : l'ertapénéme. Cette
espece est naturellement sensible aux carboxypénicillines (ticarcilline, ticarcilline-acide
clavulanique), uréidopénicillines (pipéracilline, pipéracilline-tazobactam), a I'aztréonam, a
la ceftazidime, au céfépime et aux carbapénémes (sauf I'ertapénéme). Ce sont ces
antibiotiques qui seront testés en laboratoire pour apprécier le phénotype de résistance
de P. ageruginosa. Figure 6 est donné un exemple d’antibiogramme sauvage de

P. aeruginosa.
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Antibiotique CMI Interprétation

Ticarcilline == S

Ticarcilline/acide clavulanique 16 S FEP TZP
Pipéracilline == 4 S

Pipéracillineftazobactam == 4 S

Ceftazidime <= 1 S TiC TCC n
Ceéfepime ==1 S

Aziréonam 2 |

Imipénéme <=1 S

Méropénéme == 0,25 S IPM

Figure 6. Exemple d’antibiogramme de P. aeruginosa sauvage A) CMI en milieu

liquide (Vitek2, CHU Toulouse) et B) en diffusion (http://bacterioweb.univ-fcomte.fr).

C.1.2. Résistances enzymatiques

Rappels sur la classification des béta-lactamases

On classifie habituellement les béta-lactamases selon la classification de Ambler dans
laquelle on distingue 4 principaux groupes (A, B, Cet D) :

- Le groupe A comprend des pénicillinases (de type TEM ou SHV par exemple) qui
hydrolysent les pénicillines A et carboxypénicillines, des BLSE (de type TEM, SHV ou CTX-
M par exemple) qui hydrolysent I'ensemble des pénicillines et certaines céphalosporines,
et des carbapénémases (de type Klebsiella Pneumoniae Carbapénémase (KPC) par
exemple) qui hydrolysent I'ensemble des béta-lactamines a I'exception parfois des C2G.
Plasmidiques ou chromosomiques, elles sont toutes sensibles aux inhibiteurs tels que
I'acide clavulanique, le tazobactam, I’acide boronique ou encore I'avibactam (dernier
inhibiteur mis sur le marché).

- Le groupe B est constitué de métallo-enzymes (de type VIM ou NDM par exemple),
résistantes aux inhibiteurs mais inhibées in vitro par I'EDTA (car elles possédent un atome
de zinc au niveau de leur site actif). Plasmidiques ou chromosomiques, elles hydrolysent
toutes les béta-lactamines sauf I'aztréonam.

- Le groupe C comporte des céphalosporinases (de type AmpC par exemple) résistantes
aux inhibiteurs mais inhibées in vitro par la cloxacilline. Autrefois considéré comme
strictement chromosomiques, il en existe toutefois des plasmidiques. Elles hydrolysent

I'ensemble des pénicillines et les céphalosporines.
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- Le groupe D des oxacillinases, peu sensibles aux inhibiteurs, plasmidiques le plus
souvent. Ce groupe comporte des pénicillinases qui hydrolysent les pénicillines A, M et les
carboxypénicillines, des BLSE qui hydrolysent en plus certaines céphalosporines et des
carbapénémases (de type OXA) qui hydrolysent les carbapénémes a un degré variable
ainsi que les autres béta-lactamines a un degré tout aussi variable. Tableau VI est

présenté un résumé de la classification d’Ambler.

Tableau VI. Classification d’Ambler.

a. Hyperproduction de céphalosporinase chromosomique

L’hyperproduction de la céphalosporinase AmpC est le mécanisme de résistance aux C3G
le plus fréquent chez P. aeruginosa. Méme si les mécanismes précis d’expression restent
a découvrir, on retrouve chez P. aeruginosa un mécanisme de régulation similaire aux
Entérobactéries. Des mutations du systéme de régulation de la production de I'enzyme
peuvent survenir a des fréquences qui varient de 107 a 10° (41)et provoquer ainsi une
production stable et a haut niveau de I'enzyme AmpC qui affecte alors la sensibilité a
I’ensemble des béta-lactamines.

L’hyperproduction d’AmpC confére a P. aeruginosa une résistance a la ticarcilline, aux
associations ticarcilline-acide clavulanique et pipéracilline-tazobactam, a la ceftazidime,

éme

au céfépime et a I'aztréonam. Les céphalosporines de 4™ génération (C4G) comme le
céfépime, en théorie plus stable vis-a-vis de I’hydrolyse par les céphalosporinases sont en
fait rarement efficaces sur les souches surexprimant AmpC du fait d’un certain niveau de
résistance naturel de P. aeruginosa a ces molécules (42). Un exemple d’antibiogramme

d’une souche surexprimant AmpC est donné Figure 7.
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Antibiotique cmi Interprétation

Ticarcilline == 128 R

Ticarcilline/acide clavulanique =128 R FEP TZp
Pipéracilline >= 128 R

Pipéracillineftazobactam == 128 R

Ceftazidime == G4 R

Cefépime == G4 R e Tec CAZ
Aziréonam == G4 R

Imipénéme 4 ]

[Meropénéme ] IPM

Figure 7. P. aeruginosa avec une hyperproduction d’AmpC isolée. Exemples
d’antibiogramme A) CMI en milieu liquide (Vitek2, CHU de Toulouse) et B) en diffusion

(http://bacterioweb.univ-fcomte.fr).

Ce mécanisme de résistance, en association avec d’autres : altération de la porine D2 le
plus souvent, ou surexpression d’'un systeme d’efflux (MexAB-OprM ou MexCD-Opr))
voire parfois les deux, explique couramment la résistance de P. aeruginosa aux
carbapénémes. En effet, la céphalosporinase naturelle de P. aeruginosa posséde une
capacité d’hydrolyse des carbapénémes (faible pour le méropéneéme, plus importante,
jusqu'a 25 fois plus, pour I'imipéneme) qui provoque une diminution de la sensibilité aux
carbapénémes lorsqu’elle est surexprimée (43). Par exemple, I'altération de la porine
OprD associée a I'hyperproduction de la céphalosporinase chromosomique AmpC
provoque une augmentation des CMI de quatre a seize fois pour I'imipénéme mais aussi
pour le méropénéme (44). En ce sens, une étude réalisée en 2013 dans 14 pays
européens et du pourtour méditerranéen sur 529 souches résistantes a I'imipénéme et au
méropéneme retrouve 44% des souches de P. aeruginosa hyperproductrices de
céphalosporinase, ce chiffre montait a 54,8% si 'on ne considére que les souches
francaises (72 souches) (43). De telles souches présentent alors une résistance a toutes

les béta-lactamines disponibles.

La détection de I'hyperproduction d’AmpC doit s’envisager en cas de résistance a la
ceftazidime. Pour cela; le CNR des Résistances aux Antibiotiques préconise de s’aider de
géloses Mueller-Hinton additionnées de cloxacilline a 1000 mg/L. Sur ce milieu, les

mutants "déréprimés", surproduisant la céphalosporinase naturelle AmpC, retrouvent
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toute ou partie de leur sensibilité aux B-lactamines (agrandissement des diamétres

d’inhibition). C’'est cette technique que nous avons utilisée dans notre étude.

Un exemple de test avec et sans cloxacilline est donné Figure 8.

Figure 8. P. aeruginosa - hyperproduction d’AmpC + perte de la porine D2 (CHU
Toulouse).

Antibiogramme en diffusion sur gélose Mueller-Hinton (MH) : récupération des diamétres de TIC-TCC-CAZ-

FEP et IPM sur gélose Mueller-Hinton additionnée en cloxacilline 1000mg/L.

b. Béta-lactamases a spectre restreint

Habituellement plasmidiques, ce sont soit des pénicillinases (PSE, TEM, SHV...) sensibles
aux inhibiteurs (béta-lactamases de classe A), soit des oxacillinases (béta-lactamases de
classe D). Les pénicillinases provoquent une diminution plus ou moins importante de la
sensibilité aux carboxypénicillines et uréidopénicillines, ainsi P. aeruginosa sera résistant
a la ticarcilline et aura une moindre sensibilité aux associations ticarcilline-acide
clavulanique et pipéracilline-tazobactam. Un niveau élevé de production peut étre associé
a une résistance aux associations avec les inhibiteurs et méme a une diminution parfois
importante de la sensibilité au céfépime. Les oxacillinases a spectre étroit ont un spectre
difficile a définir pour P. aeruginosa, néanmoins elles seraient pour la plupart associées a
une résistance aux carboxypénicillines (ticarcilline seule et associée avec I'acide
clavulanique) et uréidopénicillines (pipéracilline seule ou associée avec le tazobactam),

certaines hydrolyseraient fortement le céfépime sans toucher la ceftazidime (45).
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c¢. Béta-lactamases a spectre étendu (BLSE)

On retrouve chez P. aeruginosa deux types de BLSE, toutes deux plasmidiques: des béta-
lactamases de classes A et des béta-lactamases de classes D (oxacillinases). En France, ce
type de mécanisme de résistance n’est pas le plus répandu. En effet, en 2010, une étude
multicentrique faite sur des souches de P. aeruginosa résistantes a la ceftazidime ne
retrouvait que dans 9,3% des cas une acquisition d’une béta-lactamase (BLSE ou
carbapénémase) (46), I'’hyperproduction de la céphalosporinase AmpC étant nettement
prépondérante. Cependant, de par leur mode de dissémination plasmidique, on peut
penser que dans le futur on rencontrera un nombre croissant de ces enzymes parfois a
I'origine de petites épidémies (47).

On décrit de nombreuses béta-lactamases de classes A a spectre étendu (TEM, SHV, CTX-
M, GES par exemple), celles-ci ont une grande variabilité et un spectre étendu aux C3G
telle que la ceftazidime ainsi qu’aux C4G comme le céfépime. Associée aux mécanismes
de résistances naturels déja importants de P. aeruginosa, elles entrainent une résistance
de P. aeruginosa a la totalité des béta-lactamines en dehors des carbapénéemes.

Les béta-lactamases de classe D (oxacillinases) a spectre étendu ont un phénotype de
résistance comparable aux BLSE de classe A. Elles hydrolysent cependant a des degrés
variables la ceftazidime et I'aztréonam alors que I'hydrolyse du céfépime est souvent
marquée. La présence d’oxacillinases a large spectre hydrolysant fortement les C3G n’a
été identifiée pour I'instant que chez P. aeruginosa (45).

Classiquement, la détection d’une BLSE passe par la mise en évidence de synergies entre
une C3G ou C4G et un inhibiteur tel que I'acide clavulanique. Pour P. aeruginosa, la
visualisation de ces synergies est difficile en raison des nombreux mécanismes de
résistance associés (principalement la céphalosporinase inductible) (48) qui masque les
synergies ainsi que de la faible activité des inhibiteurs sur certaines de ces enzymes (49).
Afin de faciliter la détection de ces enzymes, on peut s’aider de boites Mueller-Hinton
additionnées de cloxacilline pour tenter de dévoiler une synergie masquée par la
céphalosporinase AmpC (50), mais certaines oxacillinases seraient inhibées par la
cloxacilline (47). Hocquet et al. proposent ainsi de réaliser deux tests de synergie
concomitants en optimisant la distance entre les disques, une synergie est recherchée
avec des disques de ceftazidime et de céfépime proche de disques d’acide clavulanique et
d’'imipeneme, les disques étant disposés de maniere a avoir une distance de 5+t1mm

entre les deux diamétres d’inhibition (49). Il est ainsi possible de dépister la plupart des
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BLSE, la confirmation et I'identification de celle-ci sera effectuée par des techniques de

biologie moléculaire. Ce sont ces tests de synergie qui seront utilisés dans notre étude.

Les Figures 9 a 13 montrent des exemples de tests sur gélose avec et sans cloxacilline (ces
photos ont été prises a partir de souches incluses dans notre étude ; les tests ont été

réalisés au laboratoire).

CAZ TIC IPM
IPM

TIC CAZ

e FEP
FEP TCC

Mueller-Hinton Mueller-Hinton+ cloxacilline 1000 mg/L
Figure 9. P. aeruginosa - BLSE GES-1 et surproduction d’AmpC (CHU de Toulouse).

Synergies TIC-IPM, TCC-IPM, CAZ-IPM et FEP-IPM.

CAZ
TIC IPM CAZ

TIC

Tcc FEP

TCC
FEP

Mueller-Hinton Mueller-Hinton+ cloxacilline 1000 mg/L
Figure 10. P. aeruginosa - BLSE GES-1, surproduction AmpC et perte porine D2 (CHU de

Toulouse). Synergies TCC-IPM, CAZ-IPM et FEP-IPM
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FEP CAZ CAZ

TCC CAZ
FEP

Figure 11. P. aeruginosa - BLSE SHV-2a et surproduction d’AmpC (CHU de Toulouse).

Test de synergie sur Mueller-Hinton optimisation de la distance entre les disques. Synergie TCC-FEP.

FEP

T FEP

TCC

IPM IPM
CAZ
TIC

CAZ TIC

Mueller-Hinton Mueller-Hinton+ cloxacilline 1000 mg/L

Figure 12. P. aeruginosa -OXA-19 et Surproduction d’AmpC (CHU Toulouse).

Barre d’induction d’AmpC IPM-CAZ sur gélose MH seule, synergie IPM-FEP sur gélose additionnée de

cloxacilline.
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CAZ

FEP
IPM

FEP
CAZ TCC

Figure 13. P. aeruginosa -OXA-19 et Surproduction d’AmpC Test de synergie sur MH avec

optimisation distance entre les disques (CHU Toulouse).

Barre d’induction d’AmpC IPM-CAZ et TCC-CAZ, synergie IPM-FEP, TCC-FEP et TCC-CAZ

La grande majorité des souches de P. aeruginosa porteuse d’une BLSE ou d’une métallo-
béta-lactamase présenteront des résistances associées aux autres classes d’antibiotiques
utilisées contre P. aeruginosa. Par exemple, Fournier et al. ont remarqué dans leur étude
que la totalité de ces souches sont résistantes aussi a la tobramycine (44). Ainsi, une telle
association de résistances doit évoquer une possible résistance enzymatique en dehors

de I’hyperproduction d’AmpC.

d. Carbapénémases

L’acquisition d’'une carbapénémases comme mécanisme de résistance aux carbapénemes
n’est pas le mécanisme le plus répandu chez P. aeruginosa (6,4% des souches résistantes
aux carbapénémes en France) (44). La combinaison de mécanismes de résistances
intrinséques a savoir: la surexpression de la céphalosporinase chromosomique AmpC, la
surexpression des systemes d’efflux et I'altération de la porine D2 en sont les principales
raisons (43). Cependant, durant les derniéres décennies, on a observé un nombre
grandissant de souches de P. ageruginosa productrices de carbapénémases (44) ainsi
gu’une augmentation des résistances de P. geruginosa aux carbapénémes (51), ce qui

laisse envisager pour le futur un réle essentiel de ces enzymes.
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On retrouve chez P. aeruginosa des carbapénémases de classe A (KPC), sensible aux
inhibiteurs tel que I'acide clavulanique, elles hydrolysent I'ensemble des béta-lactamines

en dehors des C2G (45).

Les carbapénémases de classe B (Métallo-Béta-Lactamases ou MBL) sont les plus
représentées chez P. aeruginosa (NDM, VIM par exemple). En France, les plus fréquentes
sont VIM1-2-4 (44). Résistantes aux inhibiteurs mais inhibées in vitro par I'EDTA, elles
hydrolysent I'ensemble des béta-lactamines en dehors de l'aztréonam (45). Cette
sensibilité ou moindre résistance a l'aztréonam peut étre un point d’appel sur

I"antibiogramme pour chercher une métallo-enzyme.

Enfin, les carbapénémases de classe D (certaines OXA) sont parfois retrouvées chez
P. aeruginosa. Peu sensibles aux inhibiteurs, elles hydrolysent a un degré extrémement

variable les béta-lactamines (45).

En pratique, ces souches associent le plus souvent plusieurs mécanismes de résistances

aux béta-lactamines, et sont donc résistantes a toutes les béta-lactamines.

La présence de telles enzymes doit étre suspectée et recherchée en cas de résistance
conjuguée a la ceftazidime et a I'imipenéme surtout si la tobramycine est elle aussi
touchée (44). L'absence de récupération du diameétre d’inhibition de I'imipénéme sur une
gélose Mueller-Hinton additionnée de cloxacilline est un argument supplémentaire en
faveur d’'une carbapénémase car elle élimine la cause la plus fréquente de résistance aux
carbapénémes a savoir l'association de la surexpression de la céphalosporinase
chromosomique AmpC et I'altération de la porine D2 (52). Les tests (double disque ou E-
test) comparant I'activité de I'imipénéme seul et de I'imipénéme associé avec de 'EDTA
confirmeront (récupération du diametre d’inhibition ou de la CMI avec I'EDTA) ou

infirmeront (absence de récupération) la présence d’une métallo-béta-lactamase (53).

Figure 14 est présenté un exemple de E-test imipénéme/imipénéme-EDTA.
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IPI

Figure 14. P. aeruginosa : métallo-béta-lactamase de type VIM (CHU de Toulouse).

Test de synergie Imipénéme (IP) et imipénéme + EDTA (IPI) en bandelette E-test ; récupération de la CMI

avec I’EDTA.
L'identification définitive de I'enzyme sera apportée par des techniques de biologie

moléculaire.

C.1.3. Résistances non-enzymatiques

a. Imperméabilité

On distingue chez P. aeruginosa deux types d’imperméabilité : spécifique par une
altération soit qualitative de la porine OprD2 (on parle alors de perte de la porine D2,
phénoméne le plus fréquent) (44), soit quantitative (diminution d’expression); et non

spécifique, tres large, elle touche un grand nombre d’antibiotiques.

La porine OprD2 forme un canal spécifique qui favorise I'entrée des carbapénemes mais
d’aucune autre béta-lactamine. Une modification qualitative ou quantitative de la porine
OprD2 entraine une résistance sélective a I'imipénéme (54) ; a contrario la résistance au
méropénéme nécessite une association de mécanismes de résistances (hyperproduction
d’AmpC ou surexpression d’efflux) en dehors de la présence d’'une carbapénémase (43).
C'est le principal mécanisme de résistance a l'imipénéme chez P. aeruginosa. Celle-ci
résulte d’une baisse de pénétration de la molécule a travers la membrane externe
associée a une hydrolyse partielle par la céphalosporinase naturelle. Le méropénéme
conserve une CMI correcte (entre 2 et 4 ug/mL) car beaucoup plus stable a I’hydrolyse par

la céphalosporinase et pénétrant par d’autres porines(45).
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Figure 15. Exemples d’antibiogramme de P. aeruginosa avec altération de la porine
D2 isolée. A) CMI en milieu liquide (vitek2, CHU Toulouse) et B) en diffusion

(http://bacterioweb.univ-fcomte.fr).

L’association de l'altération de la porine D2 et de I'hyperproduction de céphalosporinase
AmpC est la cause principale des résistances de P. aeruginosa aux carbapénémes.
Castanheira et al. retrouve pour des souches de P. aeruginosa résistantes aux
carbapénémes une altération de la porine D2 dans 89,5% des cas (43). Une étude
similaire menée par le CNR a Besancon retrouve a peu prés la méme chose en France

(82,6%) (44).

On ne sait malheureusement que peu de choses concernant les événements génétiques
conduisant a la diminution de I'expression de la porine D2. Cependant, certaines souches
surexprimant les systemes d’efflux semblent moins exprimer OprD2. Il semblerait
notamment y avoir un lien avec I’hyperexpression des systémes d’efflux MexEF-OprN et

MexXY-OprM et la diminution d’expression d’OprD2 (42).

b. Surexpression des systémes d’efflux

Quatre systémes d’efflux ont été décrits chez P. aeruginosa : MexAB-OprM, MexCD-Opr]J,
MexEF-OprN, et MexXY-OprM. lls sont constitués chacun de trois protéines : une protéine
de transport dans la membrane cytoplasmique (Mex B, D, F et Y), une protéine de
transport dans la membre externe (Opr M, J et N), et une protéine de liaison entre les

deux premiére (Mex A, C, E et X) (55)(45).
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Chaque systéme a une spécificité de substrat, MexAB-OprM efflue la quasi-totalité des
béta-lactamines sauf I'imipénéme, mais aussi les quinolones, les macrolides, la
lincomycine, la tétracycline, le triméthoprime, le chloramphénicol et la novobiocine (55).
Sa surexpression semble étre la plus fréquente avec celle de MexXY-OprM (56), et
provoque une résistance a la ticarcilline, a 'aztréonam et une augmentation des CMI,

variable selon son degré de surexpression pour les autres molécules concernées.

Antibiotique CMI Interprétation
Ticarcilline 64 R
Ticarcilline/acide clavulanique >= 128 R FEP TZP
Pipéracilling 16 =]
Pipéracilline/tazobactam 16 ]
Ceflazidime 4 S
Céfépime 8 S TIC TCC cAz
Aztréonam 16 |
Imipénéme 2 S
Méropénéme 1 S
IMP

Figure 16. P. aeruginosa surexpression MexAB-OprM isolée. Exemple
d’antibiogramme A) CMI en milieu liquide (Vitek2, CHU Toulouse) et B) en diffusion
(http://bacterioweb.univ-fcomte.fr).

MexXY-OprM élimine les aminoglycosides, les quinolones, les béta-lactamines
zwitterioniques (présentant un méme nombre de charges électriques de signes opposées)
telles que le céfépime, les macrolides et la tétracycline (57). Il ne participe pas a la
résistance intrinseque de P. aeruginosa mais provoque une augmentation des CMI parfois
importante (entre 2 et 16 fois), pour les antibiotiques qu’il prend en charge, lorsqu’il est
surexprimé (57). La régulation de sa surexpression semble interconnectée avec d’autres
mécanismes de résistance non enzymatique. En effet, on retrouve des souches pour
lesquelles, via des systemes complexes de régulation qui semblent étre commun, on
observe une surexpression associée de MexXY-OprM et MexEF-OprN, avec une
diminution drastique de I’expression de la porine D2 (44), ainsi qu’une modification des
lipopolysaccharides (LPS) constitutifs de la paroi, a l'origine de la résistance par

imperméabilité a la colistine (57). L’association de I'ensemble de ces mécanismes
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conduisant a une souche multirésistante de P. aeruginosa. Ces mémes antibiotiques
éliminés par MexXY-OprM provoqueraient la sélection du mécanisme de résistance en
guestion (58). Ainsi via des mécanismes de régulation extrémement complexes et
interconnectés, il semblerait qu’un traitement par ciprofloxacine puisse provoquer la

sélection de souches de P. aeruginosa multi-résistantes y compris aux carbapénémes (59).

MexEF-OprN efflue les quinolones, les aminoglycosides, le triméthoprime, le
chloramphénicol et certaines béta-lactamines comme les carbapénemes mais aussi la
ceftazidime, le céfépime, la ticarcilline ou I'aztréonam. Son hyperexpression contribue a
une faible élévation des CMI de ces antibiotiques. Associé a d’autres mécanismes, MexEF-

OprN participe a la multi-résistance de P. aeruginosa (60).

Enfin, MexCD-OprJ élimine les quinolones, les béta-lactamines zwitterioniques telles que
le céfépime, les macrolides, la tétracycline, le chloramphénicol et le triméthoprime
(61)(55). Sa surexpression participe a élever les CMI pour I'ensemble de ces antibiotiques
mais rendrait les souches plus sensibles a la ticarcilline, a I'aztréonam, a I'imipénéme et

aux aminosides (61).

En conclusion, la ceftazidime semble étre la béta-lactamine la plus résistante vis-a-vis

du phénomeéne d’efflux chez P. aeruginosa (45).

c. Modification de la cible

Rare chez P. aeruginosa, la modification des protéines liant les pénicillines (PLP) est
responsable de résistance acquise aux carbapénemes, le plus souvent associée a d’autres

mécanismes de résistances (45).

C.1.4. Synthése : traitement de P. aeruginosa par béta-lactamines

La multiplicité des mécanismes de résistances intrinseques et extrinséques de
P. aeruginosa vis-a-vis des béta-lactamines ne permet pas de dégager une béta-lactamine
« Anti-P. aeruginosa ». Malgré tout, la relative résistance de la ceftazidime aux
mécanismes d’efflux, et la moindre sensibilité du méropéneme a l'altération de la porine
D2, font de ces deux béta-lactamines les principaux agents pour le traitement de P.

aeruginosa (42).
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C.2. P. aeruginosa et aminosides

Les aminosides sont des composés importants du traitement de P. aeruginosa, souvent
utilisés en association avec les béta-lactamines. lls agissent en ciblant I’ARN 16S ribosomal
bactérien et inhibent ainsi la traduction et donc la synthése des protéines. Par ailleurs, ils
désorganisent le systéme de transport des électrons de la chaine respiratoire, provoquent
des désordres ioniques, altérent les enveloppes bactériennes et affectent indirectement
la réplication de 'ADN (62). Malheureusement, comme pour les béta-lactamines, leur
large utilisation a contribué a I'émergence de souches résistantes et ce dans toutes les

régions du monde.

C.2.1. Phénotype sauvage

P. aeruginosa posséde naturellement une enzyme modificatrice des aminosides : APH(3’)-
Il qui est la principale cause de la résistance naturelle de P. aeruginosa a la kanamycine,
streptomycine et néomycine (63). Il posséde aussi deux systemes d’efflux capables
d’éliminer les aminosides de la bactérie (MexEF-OprN et MexXY-OprM). Cependant, ces

systemes ne semblent pas jouer de role dans la résistance intrinseque de P. aeruginosa.

C.2.2. Résistances acquises

Comme pour les béta-lactamines, P. aeruginosa dispose de nombreux mécanismes de
résistances vis-a-vis des aminosides. Le principal est I'acquisition via des éléments
génétiques mobiles d’enzymes modifiant les aminosides. En plus de ces enzymes, les
éléments génétiques mobiles transportent parfois d’autres enzymes telles que des béta-
lactamases (pénicillinases, BLSE, métallo-béta-lactamases) conférant a P. aeruginosa un
phénotype multi-résistant (63). Associé a ce mécanisme principal, P. aeruginosa dispose
de nombreux autres moyens pour réduire sa sensibilité aux aminosides : surexpression
des systemes qui effluent les aminosides, acquisition d’enzymes modificatrices de la cible

des aminosides ou encore impermeéabilité.

a. Modification de I'antibiotique

Les enzymes modificatrices des aminosides ont été regroupées en fonction de la réaction
gu’elles catalysent: acétylation du groupement aminé (N-acétyltransférase, AAC),

phosphorylation ou nucléotidylation d’un groupement hydroxyle (O-phosphotransférase,
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APH et O-nucléotidyltransférase, ANT), suivi de la numérotation du résidu sur lequel se
produit la réaction (62). Chague enzyme reconnait un certain nombre d’aminosides
gu’elle modifie, sa présence ne traduisant pas obligatoirement une résistance. |l existe de
trés nombreuses enzymes dont les profils de substrats se chevauchent et bien souvent en
cas de multi-résistance plusieurs de ces enzymes sont impliquées rendant délicat la
déduction du contenu enzymatiqgue responsable de la résistance (62).

Toutefois, chez P. aeruginosa on retrouve de maniere assez fréquente trois familles
d’enzymes : les AACE’, les AAC3 et ANT2 “. A I'intérieur méme de ces familles, les profils

de résistances peuvent étre différents (63).

b. Modification de cible

Le mode d’action des aminosides laisse présager la mutation de I’/ARN 16S comme moyen
de résistance. Toutefois la présence de multiples copies de I'opéron ARN ribosomal limite
I'effet de ce mécanisme (62). Cependant, la méthylation de I’ARN 16S par des méthylases
semble provoquer une résistance a haut niveau a I'ensemble des aminosides (63). Ont été
mis en évidence chez P. aeruginosa les génes rmtA et rmtB mais aussi rmtD codant pour
des méthylases responsables de ces meéthylations, plasmidiques, ils sont parfois

accompagnés d’autres génes codant pour des béta-lactamases par exemple (64).

c. Surexpression d’efflux

La surexpression des systemes d’efflux extrudant les aminosides a savoir MexEF-OprN et
MexXY-OprM est un autre mécanisme auquel a accés P. aeruginosa afin de mieux résister
aux aminosides. Cependant, ce mécanisme ne provoque qu’une faible élévation des CMI
et doit étre associé a d’autres comme l'imperméabilité pour provoquer une réelle

résistance (65).

d. Imperméabilité

Chez P. aeruginosa la résistance aux aminosides par imperméabilité peut s’expliquer
d’une part par la production de lipopolysaccharides défectueux altérant ainsi I’absorption
des aminosides a travers la membrane externe (66) et d’autre part par des anomalies sur
la chaine de transport des électrons provoquant une diminution de l'absorption des
aminosides au niveau de la membrane cytoplasmique, limitant ainsi 'accumulation
intracellulaire des aminosides ne permettant pas d’atteindre un seuil d’inhibition des

ribosomes suffisant (65).
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Comme pour la surexpression d’efflux, I'imperméabilité de P. aeruginosa vis a vis des
aminosides ne provoque pas une résistance de haut niveau, c’est I'association des
mécanismes de résistances (surexpression d’efflux, imperméabilité et modification de
cible mutationnelle) qui donnera a P. aeruginosa une résistance de haut niveau a tous les

aminosides sans acquérir une enzyme provenant d’un élément génétique mobile (65).

C.2.3.Synthése axe de traitement de P. aeruginosa par aminosides

En routine, la distinction des différents mécanismes de résistance chez P. aeruginosa vis-
a-vis des aminosides, du fait de leur nombre et du chevauchement des profils de
résistances, est quasiment impossible. Dans ces conditions, la prédiction du phénotype le
plus probable est plus qu’hasardeux. Malgré tout, on peut remarquer la faible activité des
systeme d’efflux sur la tobramycine qui rendrait ainsi la tobramycine aminoside de

référence a utiliser sur P. aeruginosa (42).

C.3. P. aeruginosa et quinolones

Les quinolones exercent une inhibition de la synthése de I’ADN bactérien en agissant sur 2
enzymes : I'’ADN topoisomérase de type Il ou ADN gyrase et ’ADN topoisomérase de type
IV. On distingue les quinolones urinaires (acide nalidixique et norfloxacine par exemple)
des quinolones systémiques (ofloxacine et ciprofloxacine) qui ont une activité plus
importante sur les Entérobactéries, et des quinolones respiratoires (lévofloxacine et
moxifloxacine) qui présentent un spectre élargi au pneumocoque notamment (67).
Encore une fois, leur large utilisation a conduit a une rapide émergence de résistances y

compris chez P. aeruginosa.

C.3.1.Phénotype sauvage

P. aeruginosa a I'état sauvage présente trois principaux systémes d’efflux capable
d’éliminer les quinolones : MexAB-OprM, MexXY-OprM et MexEF-OprN qui en dehors de
leur surexpression ne provoquent pas de résistance particuliére. Ainsi, P. aeruginosa est
sensible naturellement aux quinolones dites urinaires, systémiques et respiratoires, seul

I'acide nalidixique est inactif par imperméabilité (68).
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C.3.2. Résistances acquises

La résistance acquise de P. geruginosa aux quinolones est majoritairement liée a des
mécanismes de résistance a support chromosomique. Le plus connu est la modification
de cible. Cependant, on retrouve comme autres mécanismes la surexpression d’efflux

ainsi que la protection de cible (67).

La modification des cibles des quinolones que sont les complexes ADN gyrase et ADN
topoisomérase 1V, la plus fréquente étant la modification de la sous unité A de ’ADN
gyrase pour P. aeruginosa, se dévoile comme pour les Entérobactéries suite a
I'accumulation d’événements mutationnels (69). Ce mécanisme de résistance est
essentiellement sélectionné lors d’un traitement par quinolones. La Iévofloxacine est la
fluoroquinolone utilisée comme marqueur pour détecter ce type de résistance, car c’est
la 1° touchée. Ainsi, la ciprofloxacine ne doit pas étre utilisée chez une souche
présentant une résistance a la lévofloxacine.

La surexpression d’efflux via les systemes MexAB-OprM, MexXY-OprM et MexEF-OprN
semble provoquer une élévation variable des CMI (au minimum cela multiplie par deux

les CMI) a I'ensemble des quinolones(70).

Enfin, depuis peu de temps, on décrit, un mécanisme de résistance plasmidique par
protection de cible. Le plasmide apportant un ou des genes a I'origine de la production de
protéines a motifs pentapeptidiques répétés qui protegent les complexes ADN gyrase et
topoisomérase de I'action des fluoroquinolones. Ce nouveau mécanisme est a I'origine
d’un faible niveau de résistance a I'encontre des quinolones (71). L'élément génétique
mobile apportant ce mécanisme a P. aeruginosa améne avec lui bien souvent d’autres
génes, codant pour des enzymes modificatrices des aminosides mais aussi des BLSE ou

métallo-béta-lactamases, a I'origine de souches de P. aeruginosa multi-résistantes (72).

C.3.3. Synthése axe de traitement de P. aeruginosa par quinolones

Pour conclure, malgré les fréquentes résistances de P. aeruginosa aux quinolones, celles-
ci restent un élément essentiel pour son traitement. Dans le cas ol un traitement par
qguinolones est envisagé, la ciprofloxacine semble avoir la meilleure activité sur

P. aeruginosa et doit donc étre utilisée en premiére intention(72).
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PARTIE Il : MECANISMES DE RESISTANCE

DE P. AERUGINOSA ET EVOLUTION AU
COURS DE L'HOSPITALISATION EN
REANIMATION, 2013-2014

I. Objectifs

L’objectif principal de I'étude était d’évaluer les résistances ainsi que les mécanismes de
résistance chez les souches de P. aeruginosa en réanimation. Les résistances étudiées
étaient celles vis-a-vis des principaux antibiotiques d’intérét thérapeutique utilisés en
Réanimation, a savoir, I'association pipéracilline-tazobactam, la ceftazidime, I'imipénéeme,
le méropéneme, l’amikacine, la tobramycine, la ciprofloxacine et la colistine.
Secondairement, I'étude avait pour but de rechercher les antibiotiques susceptibles de
sélectionner un mécanisme de résistance donné responsable de la résistance a la
ceftazidime et/ou a limipénéme et/ou au méropéneme chez une souche de
P. aeruginosa ayant un phénotype au préalable dit « sensible » et qui serait devenu

résistante par la suite.

Il. Matériels et méthodes

A. Type étude et comité d’éthique

L’étude clinique observationnelle monocentrique, rétrospective mais aussi prospective
fut menée de janvier 2013 a fin décembre 2014 (rétrospective de janvier 2013 a mai
2014, prospective de mai 2014 a décembre 2014) dans le service de Réanimation

Polyvalente de I’'h6pital Rangueil du CHU de Toulouse.

Ont été inclus I'ensemble des patients ayant eu au moins une fois une souche de

P. aeruginosa isolée quel que soit le site de prélevement.

Ce projet a été approuvé par le Comité d’Ethique et de la Recherche des Ho6pitaux de

Toulouse (cf. Annexe I).
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B. Recueil des souches

Les souches de P. aeruginosa ont été recueillies quel que soit le type de prélévement. Les
souches collectées sur les prélévements effectués de début 2013 a fin avril 2014 ont été
recueillies de maniére rétrospective via la souchothéque du laboratoire de Bactériologie
du CHU de Toulouse. Celles isolées des prélevements datant de début mai 2014 a fin

décembre 2014 ont été recueillies de maniere prospective.

L’identification de P. aeruginosa au laboratoire a été effectuée en méthode automatisée,
apreés culture sur milieu gélosé, en milieu liquide par le Vitek 2 Biomérieux durant I’année

2013 puis par spectrométrie de masse (BrukerMaldiBiotyper) a partir de janvier 2014.

B. Etude des résistances

Pour chaque souche isolée, un antibiogramme a été effectué afin de déterminer le
phénotype de résistance aux béta-lactamines et d’évaluer I'évolution des résistances dans
le temps chez un méme patient au gré des traitements par antibiothérapie que celui-ci a

recu au cours de son hospitalisation dans le service de Réanimation de Rangueil.

C.1. Recueil des concentrations Minimales inhibitrices (CMI)

Les CMI pour la ticarcilline, ticarcilline-acide clavulanique, pipéracilline-tazobactam,
ceftazidime, céfépime, imipénéme, méropéneme, aztréonam, amikacine, tobramycine,
ciprofloxacine et colistine ont été relevées pour chaque souche isolée, aprés réalisation
de I'antibiogramme en milieu liquide par méthode automatisée sur le Vitek 2 Biomérieux.
En cas de souche mucoide de P. aeruginosa, I'antibiogramme en milieu liquide n’étant pas
réalisable, un antibiogramme par diffusion en milieu gélosé a été réalisé (lecture
automatisée sur SIRSCAN, I2A). L'interprétation des CMI ou des diamétres a été effectuée
selon les recommandations du CASFM 2013 (Comité de I’Antibiogramme de la Société
Francaise de Microbiologie) (73). Les concentrations et les diamétres critiques sont

rappelés dans le Tableau VII.

54



Tableau VII. Concentrations critiques et diamétres critiques pour les Pseudomonas d’apres

le CASFM 2013
S< R> (ng) S2 R<
Pipéracilline 16 16 30 18 18
Pipéracilline-tazobactam 16 16 30-6 18 18
Ticarcilline 16 16 75 18 18
Ticarcilline-clavulanate 16 16 75-10 18 18
Céfépime 8 8 30 19 19
Ceftazidime 8 8 10 16 16
Imipénéme 4 8 10 20 17
Méropénéme 2 8 10 24 18
Aztréonam 1 16 30 50 16
Ciprofloxacine 0,5 1 5 25 22
Lévofloxacine 1 2 5 20 17
Amikacine 8 16 30 18 15
Gentamicine 4 4 10 15 15
Nétilmicine 4 4 10 12 12
Tobramycine 4 4 10 16 16

Colistine 2 4

C.2. Interprétation de I'antibiogramme et mécanismes de résistance

Les mécanismes de résistance aux béta-lactamines ont été déduits a partir de
I'antibiogramme seul lorsque cela a été possible. C'est-a-dire en cas d’absence de
résistance aux antibiotiques testés, en cas de présence d’une pénicillinase et en cas de
surexpression d’efflux ou d’imperméabilité. Concernant la surexpression d’efflux et
I'imperméabilité, chez P. aeruginosa I'identification avec certitude de la présence de ces
mécanismes nécessite la mise en place de techniques de biologie moléculaire complexes
(nombreux mécanismes a rechercher ainsi que leur niveau d’expression). N’ayant pas a
disposition ces techniques au laboratoire, les souches présentant un phénotype
correspondant avec la surexpression d’efflux et/ou avec [I'acquisition d’une
imperméabilité ont été caractérisées comme présentant un phénotype « surexpression
d’efflux et/ou imperméabilité » (mécanisme le plus plausible au vu de I'antibiogramme)
(Tableau VIII). Pour les autres mécanismes de résistances comme la surexpression de la
céphalosporinase AmpC ou l'acquisition d’enzymes comme les BLSE, oxacillinases et
carbapénémases, d’autres test décrits par la suite ont été nécessaires. Ces tests ont été

réalisés en cas de résistances a la ceftazidime.
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Tableau VIII. Phénotypes de résistance et leur interprétation n’ayant pas fait I'objet de

tests complémentaires.

Phénotype TIC TCC TZP CAZ FEP IPM  MER | ATM
Sensible S S S S S S S S/l
Efflux R R S/R S S S S I/R
Efflux +/- !'nodlflcatlon R R S/R S S R R R
porine D2
Pénicillinase R R R S S S S S/l

Selon le protocole préalablement mis en place dans le laboratoire de Bactériologie
Hygiéne du CHU de Toulouse, pour différencier chez les souches de P. aeruginosa
résistantes a la ceftazidime, les résistances dues a [I'hyperproduction de Ia
céphalosporinase AmpC, de celles dues a des mécanismes émergents : carbapénémases,

oxacillinases a spectre étendu ou BLSE, nous avons mis en place de fagon hiérarchique :

- la comparaison des diameétres d’inhibition et les tests de synergie sur gélose Mueller-

Hinton et Mueller-Hinton additionnée de cloxacilline a 1000 mg/L,

- et enfin la recherche de métallo-béta-lactamase par E-test imipéneéme et imipénéme

avec EDTA.L’algorithme est donné Figure 17.

Pour I'ensemble des souches résistantes a la ceftazidime, nous avons donc comparé dans
un premier temps les diametres d’inhibition de I'imipénéme, de la ceftazidime, du
céfépime, de la ticarcilline, et de la ticarcilline-acide clavulanique, sur gélose Mueller-
Hinton et Mueller-Hinton additionné de cloxacilline a 1000 mg/L. Pour cela, nous avons
ensemencé les géloses avec une suspension a 0,5 Mac Farland en sérum physiologique
diluée au dixieme obtenue préalablement a partir de colonies de la souche de
P. aeruginosa a tester. Une fois ensemencées, les géloses ont été placées en incubation a
36 +/- 2°C pendant 18 a 24 heures pour une lecture interprétative le lendemain. La
récupération des diametres était considérée comme présente si I'on observait une
augmentation minimale du diameétre d’inhibition de 3mm pour la ticarcilline, I’association
ticarcilline-acide clavulanique, la ceftazidime et le céfépime et de 10mm pour
I'imipénéme sur la gélose Mueller-Hinton additionné de cloxacilline par rapport a la
gélose Mueller-Hinton seule. L’arrét ou la poursuite des tests dépendait de ces premiers

résultats, comme décrit dans le logigramme qui suit (Figure 17).
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Figure 17 : Algorithme décisionnel pour I'exploration des mécanismes de résistance chez

les souches de P. aeruginosa résistantes a la ceftazidime.
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C.3. Phénotypes de résistance

Pour chaque patient :

ere

- pour la 17 souche isoléeR ou | a un des antibiotiques suivants : ticarcilline-acide
clavulanique, pipéracilline-tazobactam, ceftazidime, imipénéme ou méropéneme, ont été
relevées les CMI de ces différents antibiotiques (détection des mécanismes de
résistance), ainsi que les CMI d’antibiotiques d’autres familles (détection des résistances

associées) : amikacine, tobramycine, ciprofloxacine et colistine.

- de ces CMI et des profils de résistance, ont été déduits (imperméabilité, efflux) ou
recherchés (céphalosporinase, BLSE, oxacillinase, carbapénémase) les mécanismes de

résistance.

- Pour chaque 1*souche exprimant une enzyme telle qu’une BLSE, une oxacillinase a
spectre élargi ou une carbapénémase responsable de résistance a la ceftazidime et/ou au
céfépime et/ou a l'imipénéme et/ou au méropénéme, ont été relevées les CMI a
I"amikacine, la tobramycine, la ciprofloxacine et a la colistine afin d’évaluer les résistances

aux autres classes d’antibiotiques associées a la présence de telles enzymes.

C.4. Cinétique des résistances

Les patients ont été répartis en trois groupes :

Q-

- groupe A: patients ne présentant que des souches sensibles a la ceftazidime,
I'imipénéme et au méropéneme
-groupe B : patients ne présentant que des souches résistantes a la ceftazidime et/ou a

I'imipénéme et/ou au méropénéme

-groupe C : patients présentant une évolution des résistances de P. aeruginosa (souches
sensibles devenant résistantes ou linverse) vis-a-vis de la ceftazidime et/ou de

I'imipénéme et/ou du méropénéme.

Les patients du groupe C ont permis une étude des facteurs pouvant étre a l'origine du
changement (acquisition ou perte de résistance) du phénotype de résistance de

P. aeruginosa.

NB : La comparaison des souches par technique MLST, afin de s’assurer qu’il s’agit bien

d’une seule et méme souche qui évolue, est en cours. Nous ne pouvons donc dire, a ce
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stade, s’il s’agit de I’évolution d’une souche ou de sélection de différentes souches (aux

profils de résistance différents) par les antibiotiques administrés.

D. Recueil de renseignements cliniques

Afin d’observer la présence ou non de facteurs influencant le phénotype de résistance des
souches de P. aeruginosa au cours de I'hospitalisation en service de Réanimation, ont été
répertoriés pour I'ensemble des patients des 3 groupes: la durée d’hospitalisation, la
durée de ventilation mécanique s’il y en a eu, la notion d’hospitalisation antérieure
(patient transféré d’un service ou provenant de son domicile), la notion de colonisation
ou d’infection par P. aeruginosa et/ou par un autre germe (isolé sur le méme site de
préléevement et de maniére concomitante avec une souche de P. geruginosa) et enfin la
mortalité. L'objectif étant de comparer ces facteurs entre les 3 groupes, et
d’éventuellement en déduire si certains de ces facteurs pouvaient favoriser la sélection
de souches de P. aeruginosa résistantes ou multi-résistante, seules ou associées avec
d’autres BMR. L'infection par P. aeruginosa ou par un autre germe n’a été relevée qu’en
cas de mention spécifique dans le dossier patient ou en cas de présence des bactéries
dans un site ou la seule présence de bactéries définit une infection. La colonisation a été
relevée en cas de mention spécifique dans le dossier patient ou par défaut en cas

d’absence d’arguments de certitude pour une infection.

Seulement dans le groupe C, les traitements antibiotiques recus ont été relevés ainsi que
leur durée; cela nous a permis de placer sur un axe chronologique I'évolution des
souches en fonction des antibiotiques administrés. L'objectif était de savoir si certains
antibiotiques pouvaient favoriser la sélection de certains mécanismes de résistance ; et si

c’était le cas, lesquels.
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I1l. Résultats

A. Nombre de souches - sites de prélevement

Durant I'étude, 425 souches de P. ageruginosa ont été isolées quel que soit le site de
prélevement parmi les 142 patients inclus. Le Tableau IX détaille 'ensemble des sites de

prélévements rencontrés et le nombre de fois ol P.aeruginosa a été isolé.

Tableau IX. Nombre d’isolements de P. aeruginosa selon le site de prélevement

Prélevements Nombre %
Respiratoires
Aspiration trachéale 259 60,9
Fibro-aspiration 26 6,1
Expectoration 13 3,1
LBA 6 1,4
Liquide pleural 6 14
Hémocultures
Ponction veineuse directe 32 7,5
Voie veineuse centrale 26 6,1
Cathéter artériel 1 0,2
Cathéter périphérique 2 0,5
Matériels
Cathéter artériel 3 0,7
Cathéter central 9 0,2
Cathéter autre 3 0,7
Pace-maker 2 0,5
Liquides biologiques
Urine 6 1,4
Liquide de drain 4 0,9
Liquide péritonéal 2 0,5
Liquide ascite 1 0,2
Autres liquides 4 0,9
Autres (divers)
Cutané 5 1,2
Piece opératoire 4 0,9
Plaie chirurgicale 3 0,7
Pus 3 0,7
Hématome 2 0,5
Coproculture 1 0,2
Fosses nasales 1 0,2
Verge 1 0,2
Total 425

Les prélevements respiratoires sont trés largement représentés (72,3% des
prélevements) avec en chef de file 'aspiration trachéale (60,9% des prélevements). La
réalisation hebdomadaire (2 fois/semaine) d’aspirations trachéales en Réanimation
explique cette surreprésentation. Loin derriére figurent les hémocultures (14,3%) et les

prélevements sur matériel (4%).
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B. Mécanismes de résistances et phénotypes de résistances associés

Pour cette évaluation des mécanismes de résistance, nous nous sommes placés selon
différents points de vus: en sélectionnant les souches résistantes soit a I’association
ticarcilline-acide clavulanique, soit a I'association pipéracilline-tazobactam, soit a la
ceftazidime, soit a I'imipénéme, soit au méropéneme. Nous avons ensuite regardé les co-
résistances au sein de la méme famille et les résistances associées. Ceci avait pour
objectif d’évaluer les mécanismes rencontrés quand une résistance donnée est observée

sur I'antibiogramme.

B.1. Souches résistantes a la ticarcilline-acide clavulanique

Cent six patients sur les 142 inclus soit 74,6% ont présenté au moins une souche
résistante a l'association ticarcilline-acide clavulanique. Cette résistance est le plus
souvent associée a une résistance a la ticarcilline, a I'aztréonam, et parfois a I’association
pipéracilline-tazobactam dans 46,2% des cas. Pour ces souches, la ceftazidime est sensible
dans 68,9% des cas, le céfépime dans 74%, I'imipéneme dans 67,9%, le méropénéme dans
66% (Tableau X). Les résistances associées sont les suivantes: amikacine 17%,

tobramycine 15,1%, la ciprofloxacine dans 35,8% et la colistine 0%.

Tableau X. Distribution des CMI chez les souches de P. aeruginosa résistantes a

I"association ticarcilline-acide clavulanique.

Diameétre
(Y]] 0,2 | 0,5

| R

TIC

TZP

CAZ 1

FEP

IPM 1

(R S N I N N = )

MER 31 8

ATM

AN

[EEN

™ 88

CIp 65 3

CS 78

* Les cases rouges correspondent aux CMI/diamétres de la catégorie R et en jaune de la catégorie |.
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®» Ce profil de résistance est compatible avec un mécanisme d’efflux associé ou non a

une imperméabilité.

L'imperméabilité et/ou la surexpression d’efflux semble étre le mécanisme prépondérant
a l'origine de la résistance a I'association ticarcilline-acide clavulanique (Tableau XI). Le
phénotype de résistance le plus souvent rencontré a savoir une résistance associée a la
ticarcilline, a l'aztréonam et parfois a la pipéracilline-tazobactam concorde avec ce

résultat.

La surexpression d’AmpC, systématiquement associée a de l'imperméabilité et/ou la
surexpression d’efflux est retrouvée dans 28,3% des cas. Ceci correspond aux souches qui
sont d’emblées multi-résistantes, c'est-a-dire les souches retrouvées chez les patients du

groupe B.

Tableau XI. Fréquence des mécanismes de résistance supposés (déduits de

I"antibiogramme) a I’origine de la résistance a I’association ticarcilline-acide clavulanique.

Mécanisme de résistance Nombre| % Mécanisme

IE 74 69,8 Déduit de I'antibiogramme

IE + Surproduction AmpC 26 24,5 | Confirmé par test complémentaire
IE + Surproduction AmpC + BLSE 3 2,9 | Confirmé par test complémentaire
IE + Surproduction AmpC + OXA 19 1 0,9 | Confirmé par test complémentaire
Carbapénémase GES 5 1 0,9 | Confirmé par test complémentaire

Pour une souche, le mécanisme n’a pas pu étre déterminé.

B.2. Souches résistantes a la pipéracilline-tazobactam

Soixante trois patients sur les 142 inclus soit 44,4% ont présenté au moins une souche
résistante a I'association pipéracilline-tazobactam. Cette résistance est systématiquement
associée a une résistance a la ticarcilline, a I'association ticarcilline-acide clavulanique
ainsi qu’a l'aztréonam. Pour ces souches la ceftazidime est sensible dans 34,9% des cas, le
céfépime dans 45,2%, I'imipéneme dans 60,3% et le méropénéme dans 50,8% (Tableau

Xll).

Les résistances associées sont les suivantes: amikacine 23,8%, tobramycine 20,6%,

ciprofloxacine dans 52,9% des cas. Seule la colistine est systématiquement sensible.
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Tableau Xll. Distribution des CMI chez les souches de P. aeruginosa résistantes a

I'association pipéracilline-tazobactam

cmi |02 05| 1 128 | 256 | NR | Diametre
S | R

TIC v .
TCC :
cAz p :
FEP 1 S

IPM 4 .
MER | 3 | 7 | 16 A
ATM

AN 31

™ 49

ap | 26| 4 | 4 ;

cs | 48 7 .

* Les cases rouges correspondent aux CMI/diamétres de la catégorie R et en jaune de la catégorie I.

®» Ce profil de résistance est compatible avec un mécanisme d’efflux associé ou non a

une imperméabilité. Il est présent dans 65,1% des cas.

Vient ensuite la surproduction d’AmpC (présente dans 58,8% des cas). Ces mécanismes de

résistances sont associés dans 27% des cas (Tableau Xlll).

Tableau XlII. Fréquence des mécanismes de résistance a l’origine de la résistance a

I'association pipéracilline-tazobactam

Mécanisme de résistance Nombre % Mécanisme

IE 24 38,1 Déduit de I'antibiogramme
AmpC 16 25,4 Confirmé par test complémentaire
IE + AmpC 17 27 Confirmé par test complémentaire
AmpC + BLSE 3 4,8 Confirmé par test complémentaire
AmpC + OXA19 1 1,6 Confirmé par test complémentaire
Carbapénémase GES-5 1 1,6 Confirmé par test complémentaire

B.3 Souches résistantes a la ceftazidime

Quarante-deux patients sur les 142 inclus soit 29,6% ont présenté au moins une souche
résistante a la ceftazidime. La résistance a la ceftazidime est systématiquement associée a
une résistance a ticarcilline, ticarcilline-acide clavulanique et pipéracilline-tazobactam.
Pour ces souches, le céfépime est sensible seulement dans 17,1% des cas, cependant les
souches sensibles présentent toutes une CMI a 8 (souche R a partir d’une CMI = 16 mg/L).
La résistance aux carbapénémes est fréquente : imipéneme dans 47,6%, le méropéneme

52,4% (Tableau XIV).
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Les résistances associées sont les suivantes: amikacine 43,3%, tobramycine 28,6%,

ciprofloxacine 22,4%. Une nouvelle fois seule la colistine est systématiquement sensible.

Tableau XIV. Distribution des CMI chez les souches de P. aeruginosa résistantes a la

ceftazidime

Diameétre

cmi | 0,2 |05
S I

TIC

TCC

[ . ]

TZP

FEP

IPM

(ST

MER 7

ATM

AN

™ 29

Clp 16 | 3

(&) 29 | 2

* Les cases rouges correspondent aux CMI/diameétres de la catégorie R et en jaune de la catégorie I.

®Le profil le plus fré¢quemment retrouvé en cas de résistance a la ceftazidime est la
surproduction de la céphalosporinase AmpC (confirmé par test complémentaire sur

gélose a la cloxacilline). Ce mécanisme de résistance a été retrouvé dans 97,5% des cas.

L'imperméabilité et/ou la surexpression d’efflux est associée dans 48,8% des cas a la
surproduction d’AmpC (Tableau XV). Cette association entraine une résistance a
I’ensemble des béta-lactamines, y compris les carbapénéemes. En effet, respectivement 22
souches (52,4%) résistantes a la ceftazidime sont résistantes ou de sensibilité
intermédiaire au méropénéme et 20 (47,6%) a l'imipénéme. Cette association
surproduction d’AmpC+imperméabilité et/ou surexpression d’efflux, est bien décrite dans

la littérature comme responsable des résistances aux carbapénémes (43)(44).

Tableau XV. Fréquence des mécanismes de résistance a I’origine de la résistance a la

ceftazidime
Mécanisme de résistance Nombre % Mécanisme
Surproduction AmpC 16 39 Confirmé par test complémentaire
Surproduction AmpC + IE 20 48,8 Confirmé par test complémentaire
Surproduction AmpC + BLSE 3 7,3 Confirmé par test complémentaire
Carbapénéemase 1 2,4 Confirmé par test complémentaire
Surproduction AmpC + OXA 19 1 24 Confirmé par test complémentaire

Pour une souche, le mécanisme n’a pas pu étre déterminé.
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B.4 Souches résistantes a I'imipénéme

Cinquante-deux patients sur les 142 inclus soit 36,6% ont présenté au moins une souche
résistante ou de sensibilité intermédiaire a I'imipénéme. Ces souches sont sensibles a
I"association ticarcilline-acide clavulanique dans 7,7% des cas, a |'association pipéracilline-
tazobactam dans 45,1%, a la ceftazidime dans 61,5%, au céfépime dans 66,7%, et au

méropénéme dans 13,5% (Tableau XVI).

Les résistances associées sont les suivantes : amikacine 48,5%, tobramycine 25,4%, la
ciprofloxacine dans 53,8%. La colistine reste encore le seul antibiotique

systématiquement efficace.

Tableau XVI. Distribution des CMI chez les souches de P. aeruginosa résistantes a

I'imipénéme

Diametre

cmi (02|05 1 64 | 128 | 256 | nr
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* Les cases rouges correspondent aux CMI/diameétres de la catégorie R et en jaune de la catégorie I.

®»Ce profil de résistance est compatible avec un mécanisme d’imperméabilité associé
ou non a la surexpression d’efflux (supposé présent dans 96,1% des cas).La résistance a

I'imipénéme est en effet généralement due a une modification de la porine D2 (43)(44).

Associées a la surproduction d’AmpC dans 31,4% des cas, ces deux mécanismes exprimés
en méme temps expliquent probablement que les souches résistantes a I'imipéneme

soient aussi résistantes a la ceftazidime (38,5%).
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Tableau XVII. Fréquence des mécanismes de résistance a I'origine de la résistance a

I'imipénéeme
Mécanisme de résistance Nombre % Mécanisme
Surproduction AmpC + IE 16 31,4 Confirmé par test complémentaire
Surproduction AmpC + BLSE 1 2 Confirmé par test complémentaire
IE 33 64,7 Déduit de I'antibiogramme
Carbapénémase 1 2 Confirmé par test complémentaire

Pour une souche, le mécanisme n’a pas pu étre déterminé.

B.5 Souches résistantes au méropénéme

Cinquante-deux patients sur les 142 inclus soit 36,6% ont présenté au moins une souche
résistante ou de sensibilité intermédiaire au méropéneme. Ces souches sont
systématiquement résistantes a la ticarcilline-acide clavulanique ainsi qu’a la ticarcilline et
I'aztréonam. Ces souches sont sensibles a la pipéracilline-tazobactam dans 33,3%, a la
ceftazidime dans 61,5%, au céfépime dans 66,7%, et a I'imipénéme dans seulement 15,4%

(Tableau XVill).

Les résistances associées sont les suivantes: amikacine 36,5%, tobramycine 25,4%,

ciprofloxacine 53,8%, et enfin toutes les souches sont sensibles a la colistine.

Tableau XVIII. Distribution des CMI chez les souches de P. aeruginosa résistantes au

méropéneme.

Diameétre
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* Les cases rouges correspondent aux CMi/diamétres de la catégorie R et en jaune de la catégorie I.
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®»Ce profil de résistance est compatible avec un mécanisme de surexpression de
systemes d’efflux associé ou non a des mécanismes d’imperméabilité (présent dans

96,1% des cas).

Associée a la surproduction d’AmpC dans 31,4%, ces deux mécanismes exprimés en
méme temps, comme pour les souches résistantes a I'imipénéme, expliquent
probablement les souches résistantes au méropénéme mais aussi a la ceftazidime (38,5%

des souches résistantes au méropénéme sont résistantes a la ceftazidime) (Tableau XIX).

Tableau XIX. Fréquence des mécanismes de résistance a I’origine de la résistance au

méropéneme
Mécanisme de résistance Nombre % Mécanisme
Surproduction AmpC + IE 16 31,4 Confirmé par test complémentaire
Surproduction AmpC + BLSE 1 2 Confirmé par test complémentaire
IE 33 64,7 Déduit de I'antibiogramme
Carbapénéemase 1 2 Confirmé par test complémentaire

Pour une souche, le mécanisme n’a pas pu étre déterminé.

B.6. Résistances associées

Les résistances associées en fonction de la résistance aux béta-lactamines sont résumées
dans le Tableau XX. La tobramycine semble étre la molécule hors béta-lactamine la plus
souvent efficace a I'’encontre de P. aeruginosa. Sauf dans le cas ol la ceftazidime est R,
c'est-a-dire ou le mécanisme de résistance prépondérant est la surproduction de la

céphalosporinase AmpC, dans ce cas la ciprofloxacine semble la plus souvent efficace.

Tableau XX. Résistances associées (%) selon la résistance des béta-lactamines étudiées

RTCC RTZP R CAZ RIPM R MER
AN 17 23,8 43,3 48,5 36,5
™ 15,1 20,6 28,6 25,4 25,4
clp 35,8 52,9 22,4 53,8 53,8
cs 0 0 0 0 0

B.7. Acquisition d’enzyme et phénotypes de résistances associées

Au cours de I’étude, une carbapénémase GES-5, 2 BLSE GES-1, une BLSE SHV-2a et une
oxacillinase a spectre élargie (OXA-19) ont été détectées (confirmation par envoi des
souches au CNR). Pour ces 5 souches, a I'exception de la colistine, toutes les souches

étaient résistantes aux antibiotiques autres que les béta-lactamines étudiés.
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Tableau XXI. Phénotype de résistance des souches de P. aeruginosa ayant acquis une

enzyme telle qu’une BLSE, oxacillinase a spectre élargi, carbapénémase (CMI en mg/L).

Enzymes TIC | TCC | TZP |CAZ | FEP |IMP |MER| AN | TM | CIP | CS
Carbapénémase GES-5| NT |>128|>128|>64 | 16 | >16 | >16 | >64 | >16 | >4 | <0,5
OXA-19 NT |>128| 256 | 4 |>64 | 1 15 | >64 | >16 | >4 | <0,5

BLSE SHV-2a >128|>128 >128| 16 | >64 | 2 2 | >64 | >16 | >4 | <0,5
BLSE GES-1 >128|>128 |>128| >64 | >64 | 2 1 | >64 | >16 | >4 1
BLSE GES-1 >128|>128| 64 | >64 | >64 | 2 1 | >64 | >16 | >4 1

NT : non testé

C. Cinétique de résistance

C.1. Caractéristiques des patients colonisés-infectés a P. aeruginosa

Le groupe A était composé de 68 patients, 38 pour le groupe B et 36 pour le groupe C. Les

caractéristiques des 3 groupes sont résumées dans le Tableau XXII.

Tableau XXII. Résumé des caractéristiques étudiées dans les 3 groupes.

Groupe | Groupe | Groupe
A B C p1 pz p3
(n=68) | (n=38) | (n=36)
Age (années) (moyenne) 65,3 63,8 57,9 ns ns ns
Sex ratio (F/M) 0,48 0,46 0,2 ns ns ns
Durée d'hospitalisation (j) (moyenne) | 24,4 36,6 61,6 ns |<0,001| <0,05
Hospitalisation antérieure (%) 41,2 65,8 66,7 |0,026| 0,023 ns
Durée VM (j) (moyenne) 19,5 18,8 46,2 ns |<0,001|<0,001
Réintubation (%) 11,8 18,4 38,9 ns | 0,003 ns
Infection PA (%) 50 55,3 83,3 ns |0,0011 ns
Colonisation PA (%) 61,8 44,7 22,2 ns |0,0011| ns
Infection autres (%) 35,3 31,6 52,8 ns ns ns
Colonisation autres (%) 60,3 60,5 75 ns ns ns
Mortalité (%) 27,9 31,6 27,8 ns ns ns

p1 : Comparaison entre les groupes Aet B ; p2 : Comparaison entre les groupes AetC; p3 : Comparaison entre les groupe B et C
Le test ANOVA unilatéral a été réalisé pour les variables quantitatives continues, et le test du chi’ pour variables catégorielles, avec le

logiciel graphad prism version 6.00
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Il ne semble pas y avoir de différences significatives d’age et de sexe entre les 3 groupes.

La durée d’hospitalisation et le nombre de jour de ventilation semblent significativement

supérieures, dans le groupe C par rapport au groupe A, ainsi que par rapport au groupe B.

La fréquence de ré-intubation aprés échec d’extubation, d’infection et de colonisation par

P. aeruginosa, est significativement supérieure dans le groupe C par rapport au groupe A.

La fréguence d’hospitalisation antérieure semble elle significativement supérieure dans

les groupes B et C (respectivement 65,8% et 66,7%), par rapport au groupe A (41,2%).

Enfin, concernant la mortalité, il ne semble pas y avoir de différences significatives entre

les 3 groupes.

C.2. Cinétique de résistance et antibiothérapie

Vingt-neuf axes chronologiques de I’évolution des souches en fonction des antibiotiques
administrés ont été créés sur les 36 patients du groupe C (seuls les plus probants ont été
réalisés). Ces axes sont présentés en Annexe Il. Les axes n’ont pu étre réalisés pour 7
patients en raison d’une absence de renseignements cliniques ou en raison d’isolements

des souches sur des sites anatomiques de préléevements différents.

L’objectif était de relever les antibiotiques recus durant l'intervalle de temps entre deux
préléevements avec isolement de souches de P. aeruginosa avec profils de résistance

différents.

Deux mécanismes de résistances ont été étudiés ainsi: l'imperméabilité et/ou la
surexpression d’efflux (dont I'acquisition a été observée 22 fois) ainsi que la
surproduction d’AmpC (dont I'acquisition a été observée 13 fois). Les antibiotiques
prescrits durant cette période ainsi que le nombre de jour de traitement recus selon les

mécanismes de résistances mis a jour sont résumés dans les tableaux XX/l et XXIV.

Pour I'acquisition du mécanisme de résistance : imperméabilité et/ou la surexpression

d’efflux, le traitement le plus retrouvé est le méropénéme.

Pour [lacquisition du mécanisme de résistance: surproduction d’AmpC, les

antibiotiques les plus souvent retrouvés sont la_pipéracilline-tazobactam et la

ceftazidime.
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Tableau XXIII. Antibiotiques recus et nombre de jours de traitement chez les patients ayant
sélectionnés comme mécanisme de résistance I'imperméabilité et/ou la surexpression

d’efflux (n=22)
A) Béta-lactamines
TCC TZP CAzZ FEP IPM MER
Nb fois prescrit 1/22 0 o 2/22 | 2/22 o
(%) (4,5%) 3/22 (13,6%) | 5/22 (27,3%) (9,1%) | (9,1%) 12/22 (54,5%)
Nb jours avant apparition 85 11 85 75
&si sdi 12 ! 14 ’ ’
de.la résistance (médiane) (3-14) (5-14) (3-14) (3-14)
(min-max)
B) Autres antibiotiques

AN ™ GM CipP CS A.CS SXT LZD VA
Nb de fois prescrit 5/22 4/22 1/22 3/22 3/22 3/22 1/22 | 1/22 | 2/22
(%) (27,3%) | (18,2%) | (4,5%) | (13,6%) | (13,6%) | (13,6%) | (4,5%) | (4,5%) | (9,1%)
Nb j avant
apparition de la

3,5 14 5 12
résistance ! 4 5 8 14 5
(médiane) (3-7) (6-14) | (4-5) |(11-30)
(min-max)

Tableau XXIV. Antibiotiques recus et nombre de jours de traitement chez les patients
ayant sélectionnés comme mécanisme de résistance une surproduction d’AmpC (n=13)

A) Béta-lactamines

TZP CAZ IPM MER
7/13 5/13 2/13 3/13
Nb fois prescrit (53,8%) | (38,5%) (15,4%) (23,1%)
Nb jours avant
apparition de la 7 9,5 10 14
résistance (médiane) (3-10) (7-14) (9-11)
(min-max)
B) Autres antibiotiques
AN ™ CS Aérosols CS | Aérosols TM
4/13 4/13 2/13 1/13 1/13
Nb fois prescrit (30,8%) (30,8%) (15,4%) (7,7%) (7,7%)
Nb jours avant
apparition de la 4
résistance (médiane) 4 (3-4) 16 11 11
(min-max)

70



D. Infections et colonisations associées par des germes autres que P.

aeruginosa

Nous avons noté les colonisations et infections, par des germes autres que P. aeruginosa,
concomitantes a une colonisation ou a une infection par P. aeruginosa pour un méme site
de prélévement. L'objectif étant d’identifier de possibles BMR autres que P. aeruginosa
sélectionnées en méme temps que P.aeruginosa. Nous avons considéré comme BMR
seulement les Entérobactéries productrices d’'une BLSE, et/ou carbapénémase, et/ou

céphalosporinase déréprimée et les SARM.

D.1. Infections associées

Une infection associée a été retrouvée chez 52 patients soit dans 36,6% des cas. En
intégrant les groupes, une infection associée était présente chez 21 patients du groupe A
soit dans 35,3% des cas, chez 12 patients du groupe B soit 31,6% des cas et chez 19
patients du groupe C soit dans 52,8% des cas. Le détail des germes selon les groupes est

résumé dans le tableau XXV.

Tableau XXV. Germes autres que P. aeruginosa responsables d’une infection sur le méme

site de prélevement (nombre de fois ou le germe est retrouvé).

Groupe A (n=68) Groupe B (n=38) Groupe C (n=36)
TOTAL BMR* TOTAL BMR* TOTAL BMR*
Entérobactéries 13 3 10 13 5
- Groupe 1* 4 1(BLSE) 1
- Groupe 2* 2 5 4 3(2 BLSE,
1Carbapénemase)
- Groupe 3* 8 2(1 BLSE, 1 4 7 2(28LSE)
Case)
Non fermentants 1 4 6
Dont S. maltophilia 1 3 3
S. aureus 4 2 1 1 4
Streptocoques 2 2
Entérocoques 4 3 2
Anaérobies 3
Levures 1

* les BMR considérées sont : BLSE ou céphalosporinase déréprimée (Case) ou carbapénémase pour les Entérobactéries ; résistance a la

méticilline pour S. aureus

* Entérobactérie du groupe 1 : E. coli, Shigella spp., P. mirabilis, Salmonella spp.

* Entérobactéries du groupe 2 : K. pneumoniae, K. oxytoca, C. koseri
* Entérobactérie du groupe 3 : Enterobacter spp., Serratia spp., Morganella spp., Pantoea spp., Hafnia spp., C. freundii, Providencia

spp.
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Les Entérobactéries semblent étre les germes associées au P. aeruginosa le plus souvent
responsable d’infections du méme site et ce dans les 3 groupes patient. On retrouve plus
de BMR dans le groupe C que dans les autres groupes (A et B) et plus de BGN non
fermentants dont notamment le S. maltophilia dans le groupe C par rapport au groupe B

et dans le groupe B par rapport au groupe A.

D.2. Colonisations associées

Une colonisation associée a été retrouvée chez 91 patients soit 64,1% des cas. En
intégrant les groupes une colonisation associée était présente chez 41 patients du groupe
A soit 60,3% des cas, chez 23 patients du groupe B soit 60,5% des cas, et chez 27 patients

du groupe C soit 75% des cas.

Les Entérobactéries semblent les colonisant les plus fréquemment rencontrés avec
P. aeruginosa sur un méme site de prélevement dans le groupe A et B. Dans le groupe C,
les BGN non fermentants ainsi que les levures semblent plus fréquent avec en chef de file

le S.maltophilia. Le détail des germes selon les groupes est résumé dans le tableau XXV.

Tableau XXVI. Germes autres que P. aeruginosa responsables d’une colonisation associée

sur le méme site de préléevement (nombre de fois ou le germe est retrouvé).

Groupe A Groupe B Groupe C
TOTAL BMR TOTAL BMR TOTAL BMR

Entérobactéries 18 1 11 10 1

- Groupe 1 3 5 5

- Groupe 2 5 2 1

- Groupe 3 10 1(1case) 4 3 1(1 BLSE)
Non fermentants 6 3 13

Dont S. maltophilia 3 10

S. aureus 4 2 6 1
Streptocoques
Entérocoques 5 2 7
Anaérobies
Levures 16 9 15
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IV. Discussion

L’acquisition exogene, c'est-a-dire la transmission via un réservoir, semble étre le modéle
le plus fréquent concernant I'acquisition de P. aeruginosa en Réanimation (19). Le risque
de colonisation a P. aeruginosa ainsi que le phénotype de résistance de départ de la

souche dépendent donc pour beaucoup de I'écologie du service.
Epidémiologie des résistances

Dans notre étude, c’est a dire dans le service de Réanimation de I'h6pital Rangueil, 24,4%
des patients ont eu des souches de P. aeruginosa sensibles a I'ensemble des béta-
lactamines utilisées sur cette bactérie. Une majorité de patients (74,6%), ont présenté
une souche résistante a l’association ticarcilline-acide clavulanique le plus souvent par
surexpression d’efflux associée ou non a de I'imperméabilité, et une résistance dans
46,2% des cas a la pipéracilline-tazobactam. Ainsi, la surexpression d’efflux associée ou
non a l'imperméabilité semble étre le mécanisme de résistance aux béta-lactamines

d’intérét médical le plus fréquemment retrouvé dans notre étude.

Concernant les souches de P.aeruginosa résistantes a la ceftazidime, 29,6% des patients
ont présenté ce type de résistance, un résultat similaire (23,6% en 2012 et 20,8% en
2013) a été retrouvé par I'étude « Réa-raisin 2012 » (2)(74). Nous retrouvons comme
dans la littérature (41)(75) son explication par la surproduction de la céphalosporinase
AmpC présente dans 97,5% des cas, responsable d’une résistance a toutes les béta-
lactamines en dehors des carbapénémes. Associée a de I'imperméabilité et/ou de la
surexpression d’efflux dans 48,8% des cas, les carbapénémes deviennent a leurs tour

inutilisables.

Dans 12,1% des cas, les souches ceftazidime résistantes possédaient soit une BLSE, soit
une ES-OXA, soit une carbapénémase. Ce résultat est concordant avec I'étude réalisée en
France par Hocquet et al. (46) qui retrouvaient dans 9,3% de cas ces enzymes en cas de
résistance a la ceftazidime. Parmi ces enzymes, une OXA-19 a été retrouvée; ce
mécanisme étant décrit comme émergent : 33% des BLSE ou ES-OXA ou carbapénémase

seraient des oxacillinases (46)(47).

Pendant leur hospitalisation, 36,6% des patients ont présenté une souche résistante a
I'imipénéme, on retrouve cette méme fréquence pour les souches résistantes au

méropénéme. Ce résultat est supérieur a ceux trouvés dans la littérature et notamment

73



I’étude « Réa-raisin » qui retrouvait cette résistance dans 23,4% des cas en 2012 et 24,7%
en 2013 (2)(43)(74). Le mécanisme de résistance le plus fréquent (uniguement déduit de
I'antibiogramme, ce qui est un des principaux biais de cette étude) semble étre
I'imperméabilité associée ou non avec une surexpression d’efflux retrouvée dans 96,1%
des cas, résultat compatible avec la littérature. En effet, Castanheira et al. retrouve dans
89,5% des cas une modification d’'OprD en cas de résistance a I'imipénéme (43),Rojo-
Beazres et al. dans 98,2% des cas (76), et Fournier et al. 86,2% en cas de résistance au
doripénéme (44). Dans 31,4% des cas, I'imperméabilité associée ou non avec une
surexpression d’efflux est associée a la surproduction de la céphalosporinase AmpC. Ce
résultat est inférieur aux données de précédentes études (43)(77)(78) qui retrouve des
fréquences allant de 44% a 65%. Ainsi, nous retrouvons, plus de résistances aux
carbapénémes provoquées par l'association imperméabilité et surexpression d’efflux,
association présente sans autre mécanisme de résistance dans 64,7% des cas. Ceci parait
concordant avec I'étude de la cinétique des résistances au court de I’hospitalisation qui a
vu un nombre d’acquisition du mécanisme de résistance imperméabilité et/ou
surexpression d’efflux plus important (observé22 fois) que le nombre d’acquisition du
mécanisme de résistance surproduction de la céphalosporinase AmpC (observél3 fois).
Les raisons de cette surreprésentation de I'imperméabilité et/ou de la surexpression de
I'efflux chez les souches de P. aeruginosa des patients de la Réanimation Rangueil
pourrait étre lié a une écologie particuliére du service, avec des souches de P. aeruginosa
présentant cette résistance ou l'acquérant au court de I'hospitalisation. Une seule
carbapénémase a été retrouvée, ce qui représente 2% des souches de P. aeruginosa
résistantes aux carbapénemes. Malgré un effectif faible de notre étude (deuxiéme biais),
ce résultat est cohérent avec ceux d’études précédentes en France (43)(44) qui en

retrouvaient 6,4%.

Il est a noter que, comme décrit par Fournier et al. (44), les souches de P. aeruginosa
exprimant une enzyme telle gu’une BLSE, ou une OXA ou une carbapénémase retrouvées
dans notre étude sont toutes résistantes a la tobramycine. L'observation des résistances
associées, et en particulier d’'une résistance a la tobramycine pourrait étre un point

d’appel sur I’antibiogramme pour la recherche de ces résistances.
Comparaison des caractéristiques des patients

Si on considére les caractéristiques des patients colonisés-infectés par P. aeruginosa, les

patients du groupe C, c’est a dire présentant une évolution des résistances de
74



P. aeruginosa vis-a-vis de la ceftazidime et/ou de I'imipénéme et/ou du méropénéme
semblent plus jeunes et sont plus fréquemment des hommes (cependant différence non
significative par rapport aux autres groupes). Par contre, ils ont une durée
d’hospitalisation et de ventilation mécanique plus importante, une fréquence de ré-
intubation plus importante que les patients du groupe A (ne présentant que des souches
sensibles a la ceftazidime, a I'imipénéme et au méropénéme) et du groupe B (patients ne
présentant que des souches résistantes a la ceftazidime et/ou a l'imipénéme et/ou au
méropénéme). lls ont aussi une fréquence d’hospitalisation antérieure similaire aux
patients du groupe B mais supérieure aux patients du groupe A. C'est-a-dire que les
patients des groupe B et C provenaient plus d’autres services de soins que les patients du
groupe A qui provenaient plus de leur domicile. Enfin, malgré une fréquence d’infection
et de colonisation par P. aeruginosa plus importante dans le groupe C par rapport aux 2
autres groupes (différence significative), et ce par une souche résistante, on ne note pas
de différence de mortalité entre les 3 groupes. En conclusion, les patients du groupe C,
plus jeunes, doivent avoir une histoire médicale moins lourde que les patients des autres
groupes (moins d’antécédents d’hospitalisation, de traitement par antibiotiques, de vie
en institution) expliquant la ou les premiéres souches de P.aeruginosa sensibles isolées au
début de I'hospitalisation. Ils entrent trés probablement dans un premier service avant
d’étre transférés en Réanimation expliquant la fréquence élevée d’hospitalisation
antérieure. Par la suite, ils sont exposés a de nombreux facteurs connus comme étant des
facteurs de risques de sélection de BMR (5): durée d’hospitalisation et de ventilation
mécanique élevée, fréquence importante des réintubations et antibiothérapies
multiples. L’exposition importante a ces facteurs serait a l'origine de la sélection,

secondairement, d’'une souche de P. geruginosa résistante.

Les patients du groupe B, semblaient plus dgés et avec un équilibre hommes/femmes plus
important que les patients du groupe C. lIs ont donc probablement déja connus plusieurs
d’hospitalisations ou vivent en institution pour certains et ont possiblement déja recu de
multiples antibiothérapies. Ces facteurs connus comme favorisant la sélection de BMR(5)
expliqueraient la présence d’'une souche de P. aeruginosa résistante dés le début de
I’hospitalisation. Il serait donc nécessaire d’évaluer les antécédents des patients afin de
vérifier la présence ou l'absence de ces facteurs dans les 3 groupes. Ceci est une des
limites de notre étude rétrospective : nous n’avons pas eu acces, dans les dossiers des

patients, aux antécédents d’hospitalisation, ni aux services dans lesquels ils avaient été
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précédemment hospitalisés, s’ils vivaient en institution, et nous n’avions pas de données
non plus sur les antibiothérapies antérieures. Il est donc difficile de comparer les 3

groupes de patients sur ces données.

Ce qui est intéressant a noter, c’est que la mortalité semble identique dans les 3 groupes
(différence non significative). Ainsi, dans notre étude la présence d’une souche de P.
aeruginosa résistante des le début de I’hospitalisation, ou sa sélection au cours de
I’hospitalisation ne semble pas avoir une influence directe sur la mortalité. La relation
entre la résistance de P. aeruginosa et la mortalité est complexe. En effet, il est établi
aujourd’hui que la rapidité d’installation d’une antibiothérapie efficace est un facteur
essentiel pour la survie du patient (13). Ainsi la présence d’une souche de P. aeruginosa
multi-résistante en retardant la mise en place d’une antibiothérapie adaptée devrait
augmenter la mortalité. Cependant, les patients infectés par de telles souches présentent
déja de nombreux facteurs augmentant leur mortalité (nombreuses comorbidités
notamment) par rapport aux patients infectés par des souches plus sensibles. Ainsi,
certaines études expliquent I'augmentation de la mortalité chez les patients infectés par
une souche de P. aeruginosa multi-résistante par la présence de comorbidités et non par
la présence de la souche résistante infectante (18). Au final, une importante méta-analyse
réalisée par I’American Society for Microbiology retrouve une augmentation de la
mortalité liée a la résistance de P. aeruginosa aux antibiotiques lorsque celui-ci est
résistant a 4 antibiotiques « anti P. aeruginosa » ou plus (79). Ici, I'effectif de notre étude
est faible, et un suivi prospectif des patients chez lesquels on isole des souches de P.
aeruginosa serait intéressant afin de confirmer cette observation. Il serait intéressant
aussi de regarder les autres bactéries isolées chez le patient, les délais d’adaptation de
I'antibiothérapie mais aussi I'adéquation de I'antibiothérapie probabiliste, les motifs
d’hospitalisation ou encore les comorbidités, afin d’avoir des groupes homogénes et de
pouvoir réellement comparer la mortalité entre les groupes en tenant compte de tous ces

facteurs.

Les infections associées semblent étre le plus souvent dues a des Entérobactéries de
phénotype sauvage. On note toutefois dans le groupe C un nombre plus important
d’Entérobactéries définis comme étant une BMR, c'est-a-dire exprimant une BLSE ou une
carbapénémase ou ayant déréprimé leur céphalosporinase inductible pour celle qui en
sont capable. Ceci est concordant avec I'’hypothése que les patients du groupe C,

fréguemment infectés par P. aeruginosa et par d’autres germes recoivent de nombreuses
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antibiothérapies qui associées avec les facteurs de risques de BMR déja décrit dans ce
groupe semble sélectionner des BMR autres que P. aeruginosa résistante a la ceftazidime

et/ou a I'imipénéme et/ou au méropénéme.

Les colonisations associées semblent étre le plus souvent causées par des Entérobactéries
de phénotype sauvage et des levures. Le groupe C semble présenter comme colonisant
fréquent en plus des Entérobactéries et des levures, Stenotrophomonas maltophilia. La
présence de cette bactérie comme colonisant fréquent des patients du groupe C est
concordant avec le scénario envisagé pour ce groupe a savoir: un groupe de patients
fréguemment infectés par P. aeruginosa ainsi que par d’autres germes, recevant de
nombreuses antibiothérapies dirigées principalement contre P. aeruginosa et les autres
germes causant linfection (Entérobactéries +++). S. maltophilia est une bactérie
naturellement résistante aux béta-lactamines habituellement utilisées dans ces
infections, de faible pathogénicité, connue comme pouvant étre un colonisant de I'arbre
trachéo-bronchique. Les prélevements respiratoires étant tres largement représentés
dans I'étude, la sélection de S. maltophilia suite aux multiples antibiothérapies inefficaces

a son encontre semble cohérente.
Evolution des résistances au cours de I’hospitalisation et influence de I’antibiothérapie

Les axes chronologiques, effectués chez 29 patients, nous ont permis d’observer plus
fréquemment I’acquisition d’'imperméabilité et/ou de surexpression d’efflux (22 fois) que
la surproduction d’AmpC (13 fois). En cas d’acquisition d’'imperméabilité et/ou de
surexpression d’efflux, un traitement par méropénéme a été retrouvé le plus souvent (12
fois soit 54,2% des cas), pour une durée médiane de traitement de 7,5 jours. Lors de
I'acquisition de la surproduction d’AmpC, |'association pipéracilline-tazobactam a été
retrouvée 7 fois soit dans 53,8% des cas pour une durée médiane de traitement de 7 jours
et la ceftazidime retrouvée 5 fois soit 38,5% des cas pour une durée médiane de
traitement de 9,5 jours. Ces deux antibiotiques semblent donc étre les traitements le plus
fréguemment administrés lorsqu’on sélectionne la surproduction d’AmpC. Ce relevé

présente cependant comme principales limites :

- son caractere rétrospectif (données potentiellement incomplétes sur les

antibiothérapies)

- son faible nombre de patients pour lesquels fut observé un passage d’une souche dite

« sensible » a une souche dite « résistante ».
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Au vu de ces limites, il semblerait que les antibiotiques sélectionnant des souches
résistantes soient plutdt les béta-lactamines : méropénéme pour I'imperméabilité et/ou
la surexpression d’efflux, pipéracilline-tazobactam et ceftazidime pour la surproduction
de la céphalosporinase AmpC. Les autres antibiotiques (aminosides et fluoroquinolones
principalement) ne semblent pas sélectionner des résistances particulieres. On retrouve
des données proches de celles déja publiées dans la littérature pour les béta-lactamines
mais pas pour les autres antibiotiques (20)(25)(26). En effet, dans la littérature la
ciprofloxacine est décrite comme une molécule favorisant nettement la sélection de
souches de P. aeruginosa résistantes. La faible prescription de la ciprofloxacine dans le
service de Réanimation de Rangueil par souci d’épargne des fluoroquinolones pourrait

expliquer cette absence.

Une des limites importantes de I'étude est I'absence de comparaison par MLST des
souches de P. aeruginosa chez les patients du groupe C afin de s’assurer que I’évolution
de la résistance observée |'effet d'une méme souche et non pas la sélection de souches
différentes de P. aeruginosa avec un profil de résistance différent. Ainsi la comparaison

de ces souches pourrait permettre de conforter les résultats retrouvés.
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CONCLUSION

L'exposition aux béta-lactamines: ceftazidime ou pipéracilline-tazobactam ou
méropéneme semble étre un facteur de risque prédictif de sélection d'une souche de P.
aeruginosa résistante aux béta-lactamines et aux autres antibiotiques. Cette résistance
étant le plus souvent la conséquence d’'une modification d’expression de mécanismes de
résistances dit naturels de P. geruginoso, c'est-i-dire la surexpression d'efflux et/ou
I'impermeéabilité et la surproduction de la céphalosporinase inductible AmpC. La
ceftazidime et la pipéracilline-tazobactam favorisant la sélection d'une souche résistante
via la surproduction d’AmpC et le méropénéme par la surexpression d’efflux et/ou
'imperméabilité. Dans notre étude, ["acquisition d'enzymes telles gue des
carbapénémases, BLSE et oxacillinases a spectre élargi reste faible. Néanmolins, lorsque
de telles enzymes sont retrouvées, elles sont associées a |'acquisition d'autres
mécanismes de résistance rendant la souche résistante aux aminosides et aux
fluoroquinolones. Enfin, la sélection d’une souche de P. geruginosa résistante aux béta-
lactamines peut s’agcompagner de la sélection d’a‘utres bactéries résistantes a de
nombreux antibiotiqgues, comme des Entérobactéries ayant acquis une BLSE ou une
carbapénémase, ou présentant une dérépression de leur céphalosporinase inductible, ou

de 5. maltophilia.

Les caractéristiques des patients semblent différentes en fonction de la présence en
debut d’hospitalisation d'une souche de P. geruginosa résistante, ou de sa sélection au
cours de I'hospitalisation. Une étude plus approfondie des caractéristiques cliniques,
démographiques, du séjour en Réanimation, et des thérapeutigques, permettrait de mieux
comprendre la dynamigue de colonisation et d'évolution des résistances chez P.
oeruginosa en Réanimation. Une étude prospective est prévue pouJr répondre 3 ces

différentes questions.
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Annexe | : Avis du comité d’éthique de la recherche des Hbpitaux de Toulouse
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Annexe Il : Axes chronologiques de I’évolution des souches en fonction des antibiotiques

administrés (seuls les traitements surlignés ont été considérés).
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Annexe |l : Poster présenté lors de 'ECCMID, 9-12 avril 2016, Amsterdam.



Evaluation of the risk of emergence of P. aeruginosa resistant to antibiotics in

Reanimation Unit.

RESUME

The study aimed to assess the resistance mechanisms of P. aeruginosa to ceftazidime and
carbapenems as well as identifying the antibiotic therapy associated with these acquired
resistance mechanisms. The study included 142 patients of Reanimation Unit (Rangueil,
CHU Toulouse, France) over 2 years. For every patient, the antibiotic therapy, resistance
mechanism and its evolution (if any) were recorded. Exposition to
ceftazidime/piperacilline-tazobactam (which leads to AmpC-mutant selection) or to
meropenem (efflux selection) seems to be a predictive risk factor to B-lactamines-
resistant P. aeruginosa mutants. The number and duration of both hospitalization and
mechanical ventilation, and the re-intubation frequency were also highlighted as other

risk factors of resistant strains selection.
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RESUME

Les objectifs étaient : d’évaluer les mécanismes de résistance de P. aeruginosa a la ceftazidime et
aux carbapénémes, et de dégager les traitements anti-infectieux recus favorisant I'acquisition de
ces mécanismes. Durant 2 ans dans le service de Réanimation de Rangueil (CHU Toulouse), pour
chaque patient ont été relevés les mécanismes de résistance, leur évolution durant
I'hospitalisation et les  traitements anti-infectieux regus. L'exposition a la
ceftazidime/pipéracilline-tazobactam (sélection AmpC) ou au méropénéme (sélection efflux)
semble étre un facteur de risque prédictif de sélection d’'une souche de P. aeruginosa résistante
aux béta-lactamines. La durée d’hospitalisation et de ventilation mécanique ainsi que la fréquence

de ré-intubation et le nombre d’hospitalisations antérieures sont aussi des facteurs de risques.

Mots-Clés: P. aeruginosa — résistance — Ceftazidime — Imipénéme — Méropénéme — Réanimation -

Pneumopathie acquise sous ventilation mécanique.



