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UNIVERSITE MOHAMMED V- SOUISSI
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT
1962 — 1969 : Docteur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI

1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Najia HAJJAJ

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed JIDDANE

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Ali BENOMAR

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Yahia CHERRAH

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

PROFESSEURS :

Février, Septembre, Décembre 1973

1. Pr. CHKILI Taieb Neuropsychiatrie

Janvier et Décembre 1976

2. Pr. HASSAR Mohamed Pharmacologie Clinique
Mars, Avril et Septembre 1980

3. Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam Neurochirurgie

4. Pr. MESBAHI Redouane Cardiologie

Mai et Octobre 1981

5. Pr. BOUZOUBAA Abdelmajid Cardiologie

6. Pr. EL MANOUAR Mohamed Traumatologie-Orthopédie
7. Pr. HAMANI Ahmed* Cardiologie

8. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasculaire
9. Pr. SBIHI Ahmed Anesthésie —Réanimation

10. Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique



Mai et Novembre 1982

11. Pr. ABROUQ Ali*

12. Pr. BENOMAR M’hammed

13. Pr. BENSOUDA Mohamed

14. Pr. BENOSMAN Abdellatif

15. Pr. LAHBABI ép. AMRANI Naima

Novembre 1983

16. Pr. ALAOUI TAHIRI Kébir*

17. Pr. BALAFREJ Amina

18. Pr. BELLAKHDAR Fouad

19. Pr. HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia
20. Pr. SRAIRI Jamal-Eddine

Décembre 1984

21. Pr. BOUCETTA Mohamed*

22. Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil
23. Pr. MAAOUNI Abdelaziz

24. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

25. Pr. NAJI M’Barek *

26. Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

27. Pr. BENJELLOUNHalima

28. Pr. BENSAID Younes

29. Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
30. Pr. IHRAI Hssain *

31. Pr. IRAQI Ghali

32. Pr. KZADRI Mohamed

Janvier, Février et Décembre 1987

33. Pr. AJANA Ali

34. Pr. AMMAR Fanid

35. Pr. CHAHED OUAZZANI Houria ép. TAOBANE
36. Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
37. Pr. EL HAITEM Naima

38. Pr. EL MANSOURI Abdellah*

39. Pr. EL YAACOUBI Moradh

40. Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah

41. Pr. LACHKAR Hassan

42. Pr. OHAYON Victor*

43. Pr. YAHY AOUI Mohamed

Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie-Cardio-Vasculaire
Anatomie

Chirurgie Thoracique
Physiologie

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie
Neurochirurgie
Rhumatologie
Cardiologie

Neurochirurgie
Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-Faciale
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-laryngologie

Radiologie

Pathologie Chirurgicale
Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Cardiologie
Chimie-Toxicologie Expertise
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Meédecine Interne
Meédecine Interne
Neurologie



Décembre 1988

44.
45.
46.
47.
48.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
. DAFIRI Rachida

. FAIK Mohamed

. HERMAS Mohamed

. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
38.
59.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ADNAOUI Mohamed

AOUNI Mohamed

BENAMEUR Mohamed*
BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
CHAD Bouziane

CHKOFF Rachid

KHARBACH Aicha

MANSOURI Fatima

OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
SEDRATI Omar*

TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991

60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL HAMANY Zaitounia
ATMANI Mohamed*
AZ70UZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM
BELKOUCHI Abdelkader
BENABDELLAH Chahrazad
BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif
BENSOUDA Yahia

BERRAHO Amina

BEZZAD Rachid
CHABRAOUI Layachi

CHANA EIl Houssaine*
CHERRAH Yahia

CHOKAIRI Omar

FAJRI Ahmed*

JANATIIdrissi Mohamed*
KHATTAB Mohamed

NEJMI Maati

OUAALINE Mohammed*
SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH
TAOUFIK Jamal

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne
Médecine Interne
Radiologie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Urologie

Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie
Dermatologie
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie
Anesthésie-Réanimation

Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygiene

Pharmacologie
Chimie thérapeutique



81.
82.
83.
&4.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.

Décembre 1992

Pr
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

. AHALLAT Mohamed

BENOUDA Amina
BENSOUDA Adil

BOUIJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq

DAOUDI Rajae

DEHAYNI Mohamed*

EL HADDOURY Mohamed
EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

98. Pr. AGNAOU Lahcen
99. Pr. AL BAROUDI Saad
100.

101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
I11.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr. BENCHERIFA Fatiha
BENJAAFAR Noureddine
BENJELLOUN Samir

BEN RAIS Nozha

CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed

EL HASSANI My Rachid

EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
EL KIRAT Abdelmajid*
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika

ETTAYEBI Fouad

HADRI Larbi*

HASSAM Badredine

IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed

MAHFOUD Mustapha

MOUDENE Ahmed*

OULBACHA Said

RHRAB Brahim

SENOUCI Karima ¢ép. BELKHADIR

124. Pr. SLAOUI Anas

Chirurgie Générale
Microbiologie
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Anesthésie Réanimation
Neurochirurgie
Cardiologie

Médecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Radiothérapie

Chirurgie Générale
Biophysique

Biophysique
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Médecine Interne

Chirurgie Cardio- Vasculaire
Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire



125. Mars 1994

126. Pr. ABBAR Mohamed*

127. Pr. ABDELHAK M’barek

128. Pr. BELAIDI Halima

129. Pr. BRAHMI Rida Slimane

130. Pr. BENTAHILA Abdelali

131. Pr. BENYAHIA Mohammed Ali
132. Pr. BERRADA Mohamed Saleh
133. Pr. CHAMI Ilham

134. Pr. CHERKAOUI Lalla Ouafae
135. Pr. EL ABBADI Najia

136. Pr. HANINE Ahmed*

137. Pr. JALIL Abdelouahed

138. Pr. LAKHDAR Amina

139. Pr. MOUANE Nezha

Mars 1995

140. Pr. ABOUQUAL Redouane

141. Pr. AMRAOQOUI Mohamed

142. Pr. BAIDADA Abdelaziz

143. Pr. BARGACH Samir

144. Pr. BEDDOUCHE Amogqrane*
145. Pr. BENAZZOUZ Mustapha

146. Pr. CHAARI lJilali*

147. Pr. DIMOU M’barek*

148. Pr. DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*
149. Pr. EL MESNAOUI Abbes

150. Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila
151. Pr. FERHATI Driss

152. Pr. HASSOUNI Fadil

153. Pr. HDA Abdelhamid*

154. Pr. IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
155. Pr. IBRAHIMY Wafaa

156. Pr. MANSOURI Aziz

157. Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia
158. Pr. RZIN Abdelkader*

159. Pr. SEFIANI Abdelaziz

160. Pr. ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

161. Pr. AMIL Touriya*

162. Pr. BELKACEM Rachid

163. Pr. BELMAHI Amin

164. Pr. BOULANOUAR Abdelkrim

165. Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie

Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Urologie
Gastro-Entérologie
Meédecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Gynécologie Obstétrique
Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygiene
Cardiologie

Urologie

Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie

Chirurgie Pédiatrie

Chirurgie réparatrice et plastique
Ophtalmologie

Chirurgie Générale



166.
167.
168.
169.
170.
171.
172.
173.
174.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL MELLOUKI Ouafae*
GAOUZI Ahmed
MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADINE EL Hamid
MOHAMMADI Mohamed
MOULINE Soumaya
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

175.
176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.
188.
189.
190.
191.
192.
193.
194.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN AMAR Abdesselem
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
BOULAICH Mohamed
CHAOUIR Souad*
DERRAZ Said

ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
GUEDDARI Fatima Zohra
HAIMEUR Charki*
KANOUNI NAWAL
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
NAZI M’barek*
OUAHABI Hamid*

SAFI Lahcen*

TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

195.
196.
197.
198.
199.
200.
201.
202.
203.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AFIFI RAJAA

AIT BENASSER MOULAY Ali*

ALOUANE Mohammed*
BENOMAR ALI
BOUGTABADbdesslam
ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
KABBAJ Najat
LAZRAK Khalid ( M)

Parasitologie

Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie

Neurologie

O.RL.

Radiologie
Neurochirurgie

Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie

Anesthésie Réanimation
Physiologie

Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie

Anesthésie Réanimation
Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Laryngologie
Neurologie

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie

Radiologie

Traumatologie Orthopédie



Novembre 1998

204. Pr. BENKIRANE Majid*
205. Pr. KHATOURI ALI*
206. Pr. LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

207.
208.
209.
210.
211.
212.
213.
214.
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.
224.
225.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*
AIT OUMAR Hassan
BENCHERIF My Zahid

BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd

BOURKADI Jamal-Eddine
CHAOUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB EI Mahjoub
EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*
EL OTMANY Azzedine
GHANNAM Rachid
HAMMANI Lahcen
ISMAILI Mohamed Hatim
ISMAILI Hassane*

KRAMI Hayat Ennoufouss
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

226.
227.
228.
229.
230.
231.
232.
233.
234.
235.
236.
237.
238.
239.
240.
241.
242.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said
BENCHEKROUN Nabiha
CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed EIl Hassan
HSSAIDA Rachid*
LACHKAR Azzouz
LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat

Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Ophtalmologie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie

Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Meédecine Interne

Neurologie

Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Rhumatologie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anesthésie-Réanimation
Urologie

Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique



243. Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae Pédiatrie
244. Pr. NASSIH Mohamed* Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale
245. Pr. ROUIMI Abdelhadi Neurologie

Décembre 2001

246.
247.
248.
249.
250.
251.
252.
253.
254.
255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.
269.
270.
271.
272.
273.
274.
275.
276.
2717.
278.
279.
280.
281.
282.
283.
284.
285.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

ABABOU Adil

AOUAD Aicha

BALKHI Hicham*
BELMEKKI Mohammed
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BENYOUSSEF Khalil
BERRADA Rachid
BEZZA Ahmed*

BOUHOUCH Rachida
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa
CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HAJOUI Ghziel Samira
EL HIJRI Ahmed

EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid
EL OUNANI Mohamed
EL QUESSAR Abdeljlil
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf

. NABIL Samira

BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi

EL MAAQILI Moulay Rachid

Anesthésie-Réanimation
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie
Anatomie

Cardiologie

Radiologie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Radiologie

Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie

Chirurgie Vasculaire Périphérique

Meédecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique



286.
287.
288.
289.
290.
291.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. NOUINI Yassine

. OUALIM Zouhir*

. SABBAH Farid

. SEFIANI Yasser

. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia
. TAZI MOUKHA Karim

Décembre 2002

292.
293.
294.
295.
296.
297.
298.
299.
300.
301.
302.
303.
304.
305.
306.
307.
308.
309.
310.
311.
312.
313.
314.
315.
316.
317.
318.
319.
320.
321.
322.
323.
324.
325.
326.
327.
328.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENBOUAZZA Karima
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya

BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed

EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAJIJI Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOULE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
MOUSTAINE My Rachid
NAITLHO Abdelhamid*
OUIJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

Urologie

Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Urologie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie



329. Pr. SIAH Samir * Anesthésie Réanimation

330. Pr. THIMOU Amal Pédiatrie

331. Pr. ZENTAR Aziz* Chirurgie Générale

332. Pr. ZRARA Ibtisam* Anatomie Pathologique
PROFESSEURS AGREGES :
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Liste des abréviations

Ab : Acinetobacter baumanii.

AK : Amikacine

BLSE : Béta-lactamases a spectre étendu.

BMR : Bactéries multirésistantes.

C1G : Céphalosporine de premicre génération.
C2G : Céphalosporine de douziéme génération.
C3G : Céphalosporine de troisiéme génération.
C4G : Céphalosporine de quatriéme génération.
CAZ : Ceftazidime.

CIP : Ciprofloxacine

CMI : Concentration minimale inhibitrice.

CS : Colistine

DCL : Gélose désoxycholate lactose

DO : Doxycycline

ECP : Electrophorése en champ pulsé

GM : Gentamicyne.

HSR : Hopital des spécialités de rabat.

IPM : Imipéneme.

MBL : Métallo-pB-lactamases.

NNIS : National Nosocomial Infections Surveillance System
P.a : Pseudomonas aeruginosa.

PIP : Pipéracilline.

QS : Quorum sensing

TIC : Ticarcilline

™ : Tobramycine
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I. Introduction

Depuis ces premicres descriptions, Pseudomons aéruginosa a pris une place
considérable en pathologie humaine.cette bactérie est avant tout un saprophyte de
I’environnement hydrique, elle occupe maintenant une place majeure dans les établissements
de santé, responsable de 10 a 15 % des infections nosocomiales. Le taux global de résistance
semble stable, mais 1I’émergence de souches toto-résistantes est un phénoméne nouveau et

inquiétant aboutissant rapidement a des impasses thérapeutiques.

Le suivi de la dissémination de ces souches bénéficie d’outils d’épidémiologie
moléculaire de plus en plus performants et faciles a mettre en ceuvre. L’¢lectrophorése en
champ pulsé et le multi locus sequence typing sont encore les méthodes de référence, mais, a
I’instar de nombreuses autres bactéries, la technique du multi locus VNTR (Variable Number

Tandem Repeat) analysis s’imposera probablement a court et moyen terme.

Le suivi de I’évolution des résistances présente dans ce contexte une importance
majeure. Il passe avant tout par un recueil des données sur les résistances le plus fiable
possible et donc une bonne connaissance de I’antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa,

tant dans sa réalisation que dans son interprétation.

Pseudomonas aeruginosa, résistant naturellement a de nombreux antibiotiques, marqué
par des résistances acquises parfois majeures, possede par ailleurs un arsenal de facteurs de

virulence complexe fait de facteurs solubles et d’attributs cellulaires.

Ainsi Pseudomonas aeruginosa est 1’archétype d’une bactérie environnementale
devenue un pathogeéne opportuniste, et un véritable probleme de santé publique dans les
établissements de soins. A des résistances naturelles et des facteurs de virulence, souvent
facteurs d’adaptation a ’environnement, se sont additionnées des résistances acquises sous la
pression de sélection des antibiotiques conduisant a I’apparition de souches toto-résistantes

qu’il faut savoir identifier et suivre sur le plan épidémiologique.



e Les objectifs de ce travail sont
A Clarifier les caractéristiques de Pseudomons aéruginosa
A Etudier le comportement de Pseudomons aéruginosa vis a vis des
antibiotiques.

A Déterminer la difficulté de traitement des infections a Pseudomons aéruginosa.

I1. Historique

La bactérie fut découverte par Carle GESSARD (1850-1925), un jeune pharmacien
parisien suivait ses recherches sur les bacilles pathogénes. Quelques-uns avaient été isolés,
mais nombre d'entre eux gardaient encore leur secret. La coloration azurée que revétaient
certaines plaies purulentes intriguait particulierement GESSARD, il en chercha la cause. De
milieux de culture en milieux de culture, GESSARD réussit a isoler le coupable, responsable
de l'infection en 1882.

Au début du vingtiéme siecle, de nombreux chercheurs s’intéresseérent a 1’antagonisme
bactérien. Emmerich et Loew identifierent en 1899 la premiére substance chimique douée
d’activité antibiotique, la pyocyanase, produite par Pseudomons aéruginosa, le bacille
pyocyanique. C’est une enzyme protéolytique capable de détruire notamment le vibrion
cholérique et le bacille diphtérique. Des essais thérapeutiques fondés sur 1’antagonisme
bactérien furent alors mis en ceuvre, comme a I’Institut Pasteur dés 1904. En 1927, plusieurs
centaines d’exemples d’antibiose avaient été observés et ils conduisirent au développement
d’une centaine d’essais thérapeutiques. Non seulement ils n’eurent aucun succes, mais ils
provoquerent en outre de nombreux accidents, souvent mortels.

Pseudomons aéruginosa fut 1'agent responsable des surinfections des plaies au cours de
la 1°° guerre mondiale, les soldats montrérent de pus bleu au niveau de leurs plaies.

Le développement de I’hospitalisation et des explorations invasives dans les années 60-
70, connut de graves répercussions par la présence du germe sur les patients hospitalisés.
A la fin du 20éme siécle, quelques antibiotiques ne réussissaient plus a vaincre certaines

bactéries. Il existe maintenant des souches de Pseudomons aéruginosa qui résistent a tous les

agents antibactériens connus.



II1. Epidémiologie

Le bacille pyocyanique est une bactérie de I’environnement mais peut €tre commensal
du tube digestif. Pour les sujets en bonne santé, Pseudomonas aeruginosa est peu présent,
avec seulement 2 a 10 % de porteurs tandis que chez les sujets hospitalisés ce taux peut

atteindre 50 %, voire 60 % sur les plaies de brilures ou d’escarres.

I1I-1 L'agent pathogéne
1.1 Caractéristique générale

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif appartenant a la famille
des Pseudomonadaceae qui inclut dix genres Azomonas, Azomonotrichon,
Azorhizophilus, Azotobacter, Cellvibrio, Mesophilobacter, Pseudomonas, Rhizobacter,
Rugamonas, et Serpens.

Le genre Pseudomonas regroupe plus de 140 especes dont les principales sont

Pseudomonas aeruginosa (espeéce type), Pseudomonas putida, Pseudomonas
fluorescens,

Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas pseudoalcaligenes,
Pseudomonas cepacia, Pseudomonas pseudomallei, Pseudomonas mallei, Pseudomonas
pickettii, Pseudomonas solanacearum, Comamonas acidovorans, Comamonas testosteroni,

Pseudomonas diminuta, Pseudomonas vesicularis, Pseudomonas paucimobilis,
Pseudomonas fragi, Pseudomonas mesophilica, Pseudomonas nautica.

Pseudomonas aeruginosa est 1’espéce type du genre Pseudomonas. Sa taxonomie est
présentée dans le tableau 1.

Tableau 1 Taxonomie de Pseudomonas aeruginosa

Reégne Bacteria
Embranchement Prokaryota

Division Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae




Genre Pseudomonas

Espéce aeruginosa

1.2. Description [1]
Pseudomonas aeruginosa est un bacille a Gram négatif ubiquitaire, présent

notamment dans le sol et dans les milieux aquatiques, non sporulant de forme droite ou
légerement courbée. Il mesure de 1 a 5 um de long et de 0,5 a 1 um de large (Figure 1).
Bien que ce pathogeéne, ayant un métabolisme oxydatif, non fermentaire, aérobie stricte,
plusieurs isolats ont montré une capacité¢ a croitre en milieu anaérobie. Pseudomonas
aeruginosa est une bactérie mobile grace a la présence d’un flagelle monotriche polaire.
Cette Dbactérie est catalase positive et oxydase positive. Elle posséde une versatilité
nutritionnelle remarquable pouvant utiliser une variété de sucres simples et complexes,
d’alcools et d’acides aminés comme seule source de carbone. Pseudomonas aeruginosa est
une bactérie mésophile capable de se multiplier a I’intérieur d’un large spectre de
température allant de 4 a 45°C. La température optimale de croissance se situe entre
30 et 37°C. La morphologie de Pseudomonas aeruginosa, de méme que pour tout le
genre Pseudomonas, est facilement distinctive grace a la production de la pyocyanine, un
pigment bleu-vert diffusible dans le milieu extracellulaire, d’ou le nom de bacille

pyocyanique.

Figure 1 Pseudomonas aeruginosa vue au microscope électronique [2]



1.3. Caracteéres structuraux [3]

Lipoprotéine
de Braun

Antigéne O Porine
de surface 5 1y N o 6o
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Figure 2 Pseudomonas aeruginosa vue au microscope électronique [2]

La paroi de Pseudomonas aeruginosa est caractéristique de la paroi des bactéries a
Gram négatif, composée d’une grande variété de molécules aux fonctions multiples (Figure
2). Elle est constituée de deux membranes séparées par le périplasme :

La membrane externe ou sont localisés le lipopolysaccharide (LPS) et les porines et
d’un espace périplasmique contenant le peptidoglycane.

La membrane plasmique mesure 2 a 3 nanométres d’épaisseur. Elle contient de
nombreux complexes protéiques s’ouvrant dans I’espace périplasmique, qui est une couche
fine adjacente a la membrane plasmique et ne constitue que 5 a 10% du poids de la paroi,
et sont d’une importance vitale pour la bactérie (comme I'ATP synthase) qui ont des roles
prépondérants dans le métabolisme bactérien. L’espace périplasmique est un espace de
stockage d’enzymes et de nutriments qui participe ¢galement a la synthése des protéines. Les
molécules de la membrane externe sont disposées en une bicouche épaisse d’environ 7 a 8
nanometres, de structure semblable a celle de la membrane plasmique. La protéine la plus
abondante est la lipoprotéine de Braun, une petite lipoprotéine attachée par liaison covalente
au peptidoglycane sous-jacent et enfouie dans la membrane externe par son extrémité
hydrophobe. La membrane externe est formée de LPS et de phospholipides, ou s’inseérent de
nombreuses protéines intrinseques. Parmi elles, les porines, protéines transmembranaires
formant des pores ou canaux protéiques permettant le passage de solutés et de molécules

hydrophiles.



1.4. Génome [5]
Le génome de Pseudomonas aeruginosa (figure 3) est le plus grand génome bactérien

jamais séquencé. Le chromosome bactérien comprend 6,3 millions de paires de bases, codant
pour 5570 génes, dont la fonction est soit connue avec certitude, soit supposée par
comparaison des séquences avec des génomes d’autres espeéces bactériennes, soit inconnue.
Soixante-dix a 90% des genes sont spécifiques de I’espece, et 10% a 30% sont spécifiques du
clone bactérien. Le génome chromosomique code notamment pour la plupart des facteurs de
pathogénicité de Pseudomonas aeruginosa, et pour les multiples protéines conférant la
résistance aux différentes classes d’antibiotiques.

La proportion de geénes de régulation est la plus importante de tous les génomes
bactériens séquencés connus. Outre le chromosome bactérien, Pseudomonas aeruginosa
possede de nombreux plasmides transférables par conjugaison ou par transduction.

La taille, la complexité et la variabilité du génome de Pseudomonas aeruginosa reflétent
une ¢évolution adaptative de 1’espéce lui permettant de survivre dans différents

environnements, et explique en partie la fréquence des résistances aux antibiotiques

P. aeruginosa

6,264,403 bp

Figure 3 Représentation circulaire du génome de Pseudomonas aeruginosa (Stover C.K et al, 2000)



1.5. Pseudomonas aeruginosa et résistance aux antibiotique [6]
Pseudomonas aeruginosa est impliqué dans 10 % des infections nosocomiales en

France et plus rarement dans des infections communautaires cutanées, ophtalmiques, Oto-
Rhino-Laryngologiques ou respiratoires (chez les patients atteints de mucoviscidose ou de
bronchopneumopathie chronique obstructive). Cette bactérie opportuniste est caractérisée par
son fort potentiel d’adaptation au milieu environnant et par sa rapidité d’acquisition de
résistances aux antibiotiques.

Pseudomonas aeruginosa présente un niveau ¢levé de résistance naturelle aux
antibiotiques. Ainsi, les molécules habituellement actives sur cette bactérie sont de nombre
limité et sont représentées par certaines B-lactamines (pipéracilline et ticarcilline, avec ou sans
inhibiteur, ceftazidime, céfépime, aztréonam, imipénéme, méropéneéme, doripéneme), les
fluoroquinolones (ciprofloxacine, lévofloxacine), les aminosides (sauf la kanamycine), la
fosfomycine et la colimycine. Les résistances acquises pour ces antibiotiques sont cependant
tres fréquentes, résultant de ’accumulation de mécanismes de résistance liés a des mutations
chromosomiques et a I’acquisition de génes transférables.

La surveillance épidémiologique des résistances aux antibiotiques montre, ces dix
derniéres années en France [6], une stabilité de la sensibilité de Pseudomonas aeruginosa aux
antibiotiques. Pourtant, ces chiffres globaux reflétent peu la problématique des souches
multirésistantes, c’est-a-dire présentant des résistances associées a au moins 3 classes
d’antibiotiques. Il existe dans notre pays un fond significatif, de I’ordre de 5 a 10 % de
souches multirésistantes, voire toto-résistantes, pour lesquelles la colimycine reste souvent la
seule molécule active, compliquant ainsi la prise en charge thérapeutique des patients infectés.
On observe également 1I’émergence progressive de souches multi-résistantes produisant des [3-
lactamases a spectre étendu (BLSE), des oxacillinases a large spectre (ES-OXA) ou des
métallo-carbapénémases (MBL), a l'origine de petites épidémies. Cette constatation doit
entrainer une vigilance extréme du biologiste au moment de la lecture de 1’antibiogramme,
afin de mettre en route des tests complémentaires ou a défaut, de confier la souche a un centre
de référence. La difficulté de détection de ces souches est un élément contribuant a leur

dissémination.



1.5.1. Résistance naturelle
Outre un arsenal assez impressionnant de facteurs de virulence, Pseudomonas

aeruginosa posseéde naturellement les mécanismes lui permettant de résister a de nombreux
antibiotiques.

Cette caractéristique explique en grande partie son succes a I’hopital ou la pression de
sélection est forte. La résistance intrinséque du bacille pyocyanique résulte de I’action
combinée de plusieurs mécanismes, potentialisés par la trés faible perméabilité de la
membrane externe (10 a 100 fois moins que chez E. coli). En effet, en limitant la vitesse de
pénétration intracellulaire des antibiotiques, cette membrane favorise 1’action d’enzymes
hydrolytiques ou modificatrices, ou de systémes d’efflux.

Contrairement a des especes proches comme P. fluorescens et P. putida, le bacille
pyocyanique est naturellement résistant a plusieurs aminosides dont la kanamycine en raison
de la production d’une phosphotransférase APH(3)-11b (figure 4C). Cette caractéristique peut
étre utile dans I’identification des Pseudomonas fluorescents. Par ailleurs, presque toutes les
souches de Pseudomonas aeruginosa produisent une B-lactamase a large spectre, dénommée
AmpC, dont I’expression est induite par certaines -lactamines.

Cette enzyme appartient a la classe C d° Ambler. Elle hydrolyse rapidement les
aminopénicillines (amoxicilline et ampicilline), les céphalosporines de premicre (C1G) et de
deuxieme (C2G) génération, mais affecte peu, lorsqu’elle est produite a un niveau basal, la
ticarcilline (carboxypénicilline), la pipéracilline (uréidopénicilline), les céphalosporines de
troisieme génération (C3G) telles que la ceftazidime et le céfépime ou les carbapénémes
(imipénéme, méropénéme et doripénéme). En revanche, par un mécanisme encore mal
compris, I’enzyme AmpC est capable de « neutraliser » le céfotaxime et la ceftriaxone,
conférant ainsi au bacille pyocyanique une résistance naturelle de bas niveau a ces

antibiotiques largement utilisés en milieu hospitalier (figure 4A).



Ce phénomene de « neutralisation » explique aussi les images d’antagonisme que ’on
peut voir sur un antibiogramme par diffusion lorsqu’un disque de carbapénéme est situé¢ au
voisinage d’un disque de ceftazidime, de pipéracilline ou de ticarcilline. La B-lactamase, dont
la production est fortement induite par le carbapénéme, parvient a réduire 1’activité de ces
trois molécules malgré leur assez bonne résistance a ’hydrolyse. Il faut noter qu’une autre 3-
lactamase naturelle appartenant a la classe D d’Ambler, appelée OXA-50 ou PoxB, a
¢galement été identifiée chez Pseudomonas aeruginosa.

Toutefois, son role dans la résistance naturelle de la bactérie aux B-lactamines reste
assez marginal compte tenu de sa faible activité et de son spectre restreint. Pseudomonas
aeruginosa est capable de produire pas moins de douze systemes d’efflux actif différents
appartenant a la famille RND (Resistance Nodulation cell Division).

Toutefois, seuls deux de ces systémes appelés Mex (Multiple efflux) contribuent
réellement a la résistance naturelle aux antibiotiques. Les niveaux de sensibilit¢ de
Pseudomonas aeruginosa aux 3 lactamines, aux aminosides, aux (fluoro) quinolones, aux
tétracyclines, aux sulfamides, aux macrolides, au triméthoprime et au chloramphénicol
dépendent en grande partie de la production constitutive (permanente) d’une pompe
dénommée MexAB-OprM (association des protéines MexA + MexB + OprM) et de la
production inductible (déclenchée par la présence d’antibiotique) d’une autre pompe appelée
MexXY/OprM. Ces systemes fonctionnent grace a 1’énergie de la membrane cytoplasmique
en couplant I’efflux de leurs substrats a I’entrée de protons. La résistance naturelle de
Pseudomonas aeruginosa résulte donc de la superposition complexe de plusieurs processus
qui tendent, soit a inactiver les antibiotiques, soit a les empécher d’atteindre leur cible

mtracellulaire.



£ Phénotype hyperproduction . Phénotype p-lactamase & spectre élargi
de la céphalosporinase AmpC. (PER-1).

-

. Phénotype carbapénémase (IMP-1). . Phénotype perte de porine OprD. . Phénotype hyperproduction du systéme
d'efflux MexAB-OprM.

FEP, céfépime GM, gentamicine
PIP, pipéracilling TM, tobramycine
T2ZP, pipéracilina/tazobactam ATM, aztréonam
CTX, céfotaxime K. kanamycine
TIC, ticarciline C35, colistine

TCC, ticarcilline/acide clavuianique CIP, ciprofloxacine

CAZ, ceftazidime AN, amikacing
MEM, méropéname STM, streptomycine
IMP, imipéname NET, nétiimycine

. Phénotype hyperproduction
du systéme d'efflux MexX(Y/OprM.

Figure 4 Phénotypes de résistance les plus souvent rencontrés dans un laboratoire de biologie médicale
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1.5.2. Résistance acquise
Le bacille pyocyanique peut utiliser tout un ensemble de mécanismes pour échapper a

I’action des antibiotiques auxquels il est habituellement sensible. Certains mécanismes
qualifiés d’intrinséques (propres a I’espece) apparaissent sous 1’effet de mutations spontanées.
Ainsi, certains mutants sont capables de surproduire (20 a 500 fois) la céphalosporinase
naturelle AmpC, certains de surproduire un ou plusieurs systémes d’efflux Mex, tandis que
d’autres présentent une perméabilité membranaire réduite par altération d’une porine
(principalement I’OprD) ou encore synthétisent des cibles cellulaires ayant perdu toute
affinité pour les antibiotiques (cas des fluoroquinolones). Ces mutations qui surviennent a des
fréquences allant de 107, pour les plus fréquentes, a 10, pour les plus rares, conférent une
résistance dite « stable » qui, selon le mécanisme en cause, concerne un nombre plus ou
moins important d’antibiotiques antipyocyaniques, a des degrés divers. L’émergence de
mutants résistants sous traitement est fréquemment constatée dans les infections a
Pseudomonas aeruginosa.

Parfois, I’expression de ces mécanismes ne dépend pas de mutations mais s’inteégre dans
un phénomene adaptatif, complexe et transitoire, conditionné par un mode de vie particulier
comme le biofilm. La formation de communautés bactériennes denses (biofilm) modifie en
effet, le comportement individuel des cellules, les rendant souvent beaucoup plus résistantes
aux antibiotiques qu’elles ne le sont a 1’état isolé (planctonique). Ce phénomeéne, difficilement
identifiable sur un antibiogramme standard en raison de son caractere fugace, serait a I’origine
de mauvaises réponses thérapeutiques, notamment aux aminosides, chez les patients atteints
de mucoviscidose.

Par ailleurs, I’apparition de nouvelles résistances chez Pseudomonas aeruginosa est
fréquemment liée a D’acquisition de matériel génétique étranger (plasmide, transposon et
intégron) récupéré d’autres bactéries a Gram négatif voire a Gram positif (genes codant des
méthylases de I’ARN 16S).

Seul un petit nombre de plasmides de résistance habituellement hébergés par les
entérobactéries peut se répliquer chez le bacille pyocyanique. Les autres sont rapidement

perdus au cours de la multiplication bactérienne.
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Toutefois, les transposons présents sur la plupart de ces plasmides ne sont pas ¢liminés
pour autant car leur capacité a s’intégrer rapidement dans les génomes assure leur maintien
dans cette espeéce ainsi que celui des geénes de résistance qu’ils véhiculent. Enfin, les
plasmides comme les transposons peuvent porter des structures génétiques, appelées
intégrons, capables de capturer les geénes de résistance les plus divers et conférer, de ce fait,
une résistance a de nombreux antibiotiques, notamment aux -lactamines et aux aminosides.

Les souches transmissibles ayant infecté de nombreux patients et donc subi de multiples
traitements finissent par accumuler toute une variété de mécanismes endogenes et exogenes

les rendant résistantes a pratiquement tous les antibiotiques.

1.5.3. Mécanismes de résistance par famille d’antibiotiques

1.5.3.1. p-lactamines
a. Résistance enzymatique

Depuis I’introduction de la pénicilline G en thérapeutique dans les années 40, un grand
nombre de B-lactamines incluant des pénicillines, des céphalosporines, des monobactames et
des carbapéneémes ont été développées. Les bactéries se sont progressivement adaptées a ces
inhibiteurs par différents mécanismes, notamment la production d’enzymes, appelées 3
lactamases, capables d’hydrolyser le cycle p-lactame nécessaire a leur activité
antibactérienne. Les premicres avaient un spectre restreint alors que les plus récentes peuvent
inactiver les B-lactamines utilisées a I’hopital telles que les C3G et/ou les carbapénémes. La
séquence en acides aminés des enzymes permet leur classification en 4 groupes (A, B, C et D)
selon Ambler. Les enzymes des classes A, C et D possédent une sérine au niveau de leur site
actif tandis que les enzymes appartenant a la classe B requierent un cation divalent, en général
le zinc comme cofacteur, d’ou leur nom de métalloenzymes.

Plus de 800 B-lactamases ont ¢té décrites chez les bacilles a Gram négatif et au moins
120 ont été retrouvées chez des isolats cliniques de Pseudomonas aeruginosa. L’enzyme
AmpC, les BLSEs (B-lactamases a spectre ¢largi) et les MBLs (métallo- B-lactamases) ont un

impact thérapeutique majeur chez cette espece.
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Tableau 2 Principaux phénotypes de résistance aux B-lactamines en France

Mécanisme ‘ TIC ‘ TCC ‘ PIP TZP ‘ CAZ ‘ FEP ‘ AZM ‘ IMP ‘ MEM

B-lactamases
Peénicillinase (PSE-1) Rm R R R S Sk S S S
Oxacillinase a spectre restreint
(OXA-2, OXA-10, OXA-35) R R S/R S S S/r S S S
Céphalosporinase hyperproduite R R R s/R s/R SR s/l/IR S S
B-lactamase a spectre étendu

A (PER, VEB, GES) R s/R S/R SR R R shfR S S
classe D (OXA-19, OXA-28) g
Meétallo-B-lactamase (IMP, VIM) R R /R s/R R R s R VR
Imperméabilité, efflux actif
MexAB-OprM +# R R S S S S IR S
MexCD-Oprd S S S S S Sk S S
MexEF-OprN S S S S S S S Sh S
MexXY/OprM = S S S S S S/R S S/ S
Altération de la porine OprD S S S S S S S I/R sl/m
Acronymes: TIC, ticarciline; TCC, ticarcilline + acide clavulanique ; PIP, pipéracilline; TZP, pipéracilline + tazobatam; CAZ, ceftazidime; FEP, céfépime;
AZM, aztréonam ; IMP, imipénéme ; MEM, méropénéme.
(1) Classification S, 1, R selon les recommandations 2011 du CA-SFM. La prévalence relative des différentes catégories est indiquée par la taille des leftres:
S, | ou R (phénotype frés majoritaire: > 90 % des souches); S/R ou S/l ou I/R {phénotypes en proportion équivalente) ; S/r ou s/R ou S/ ou s/ etc.
{un phénotype dominant par rapport a I'autre).
(2) ++ Surproduction des systémes d'efflux actif.

Figure 5 Image de synergie signifiant la présence Figure 6 Image de synergie entre I'imipeneme et
d’une BLSE de classe A ’EDTA, signifiant la présence d’une métallo-B-
lactamase.
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a.1 Surproduction de la céphalosporinase AmpC

Comme cela a été indiqué précédemment, Pseudomonas aeruginosa posséde une
céphalosporinase naturelle, AmpC, faiblement exprimée chez les bactéries sauvages.
Cependant, diverses mutations peuvent entrainer la dérépression totale ou partielle du géne
codant pour cette enzyme. Il en résulte une hydrolyse de la plupart des B-lactamines a
I’exception des carbapénémes (figure 4B, tableau 2). Le céfépime résiste en général mieux a
I’inactivation que la ceftazidime. Ainsi, sur un antibiogramme standard, la différence de
diametre des zones d’inhibition autour des disques de céfépime (S/I) et de ceftazidime (I/R)
peut étre un indicateur de la surproduction de AmpC sous réserve que d’autres mécanismes,
notamment d’efflux actif (MexXY/OprM), n’interférent avec ce phénotype (tableau 2).
Comme I’ensemble des enzymes appartenant a la classe C d’Ambler, la céphalosporinase
AmpC est inhibée par de fortes concentrations (non thérapeutiques) de cloxacilline ou
d’oxacilline. La réalisation d’un antibiogramme sur un milieu gélosé contenant 1 000 mg/L de
cloxacilline est donc un test assez fiable permettant d’identifier les mutants déréprimés qui
récuperent dans ces conditions, une certaine sensibilité aux f-lactamines.

Actuellement, la surproduction de cette enzyme constitue le mécanisme de résistance a
la ceftazidime de loin le plus fréquent chez les souches cliniques de Pseudomonas aeruginosa
isolées en France. Le géne de Pseudomonas aeruginosa codant pour AmpC n’a, pour I’instant,
pas encore ¢té identifié sur des plasmides. Il n’est donc pas, a priori, transmis a d’autres

especes comme c’est le cas des AmpC plasmidiques d’entérobactéries.

a.2 B-lactamases transférables
. B-lactamases a spectre ¢largie (BLSE)

Les BLSEs sont des enzymes dont le spectre, plus ou moins large, inclut les C3G et les
C4G (céfépime).

Leur nombre a considérablement augmenté au cours de la derniére décennie. Elles

appartiennent aux classes A ou D d” Ambler.
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Depuis la description inaugurale en 1991 de I’enzyme PER-1 (Pseudomonas Extended
Resistance) (figure 4C), 6 autres familles de BLSEs de classe A ont été identifiées chez
Pseudomonas aeruginosa, a savoir TEM, SHV, CTX-M, VEB (Vietnamese Extended
spectrum B-lactamase), GES (Guiana Extended Spectrum) et BEL (Belgium).

Différents variants ont été rapportés dans différentes parties du monde. Toutefois, toutes
ces BLSEs ont la particularité d’étre inhibées in vitro par I’acide clavulanique. Cette propriété
est mise a profit en routine pour la réalisation de tests de synergie entre un disque de
ceftazidime (ou de céfépime) et un disque contenant de 1’acide clavulanique (habituellement
en association avec de I’amoxicilline) (figure 5). Ce test relativement simple a mettre en
oeuvre nécessite toutefois, chez le bacille pyocyanique, d’étre adapté a chaque souche. Sa
sensibilité est, en effet, optimale lorsque le bord du disque d’inhibiteur est situé¢ a environ 6
mm de la zone d’inhibition entourant le disque de ceftazidime ou de céfépime. Une bandelette
E-Test® permettant de déterminer la CMI de la ceftazidime seule et en association avec
I’acide clavulanique peut étre également utilis€ée. Les enzymes de type PER et GES sont les
plus fréquentes actuellement en France. Des souches les produisant ont été impliquées dans
des épidémies hospitalieres.

Les BLSEs de classe D sont également appelées « oxacillinases a spectre ¢largi » (ES-
OXA) par opposition aux « oxacillinases a spectre restreint » et aux oxacillinases a activité
carbapénémase. Pour la plupart, ces BLSEs dérivent d’oxacillinases a spectre restreint par des
mutations ponctuelles (OXA-14, OXA-19, OXA-28, OXA-32, OXA-45...). Leur activité
enzymatique, variable sur les uréidopénicillines, les carboxypénicillines, 1’aztréonam et les
C3G@, est peu inhibée par I’acide clavulanique sauf en ce qui concerne OXA-18 et OXA-45. 11
n’existe pas de méthode simple permettant la détection de ces P-lactamases en routine. Il
s’agit le plus souvent d’un diagnostic par élimination.

Toutefois, chez la plupart des souches productrices d’ES-OXA, on peut observer une
faible image de synergie entre un disque de C3G (ceftazidime, céfépime) et un disque d’acide
clavulanique (en association avec 1’amoxicilline) ou d’imipénéme placé a proximité. Ce test,
qui ne se justifie que sur les souches hautement résistantes a la ceftazidime (CMI > 32 pg/ml),
doit étre complété par des réactions d’amplification spécifiques (PCR) visant a détecter puis

identifier par s€quencage les geénes codant ces enzymes.
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Cette démarche tres spécialisée et onéreuse n’est envisageable que dans les laboratoires
de référence.Les oxacillinases a large spectre n’ont été identifiées, pour I’instant, que chez

Pseudomonas aeruginosa.

Carbapénémases

Les carbapénémases sont des B-lactamases dont le spectre s’étend aux carbapénémes
(imipénéme, méropéneme et/ou doripéneme). Depuis quelques années, les enzymes de classe
A telles que les KPC (Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase) tendent a diffuser au sein des
entérobactéries. Leur présence chez des souches de Pseudomonas aeruginosa reste malgré tout
assez rare. Les carbapénémases les plus répandues et les plus significatives chez cette espece
sont des métallo-f-lactamases (classe B d’Ambler). Elles possédent une activité hydrolytique
importante sur de nombreuses B-lactamines a I’exception de I’aztréonam et parfois de la
pipéracilline (figure 4D, tableau 2).

Six groupes ont ¢été décrits chez Pseudomonas aeruginosa IMP (active sur
I’IMiPenem), VIM (Verona Integron-encoded Metallo-B-lactamase), SPM (Sao-Paulo
Metallo-B-lactamase), AIM (Australia IMipenemase), GIM (German IMipenemase) et, plus
récemment NDM-1 (New Delhi Metallo- B-lactamase). Toutes ces métallo-f-lactamases
présentent la particularité d’€tre inhibées par 'EDTA et divers autres chélateurs d’ions
métalliques. La présence d’une image de synergie entre un disque de carbapénéme ou de C3G
et un disque contenant de ’EDTA (6 ul d’une solution a 0,5 M) est donc un test sensible et
spécifique, facilement réalisable en routine (figure 6). L’EDTA peut tout aussi bien étre ajouté
directement sur le disque de carbapénéme. Une différence de diametre > 5 mm entre les zones
d’inhibition autour du disque de carbapénéme et du disque combiné sera considérée comme
significative. Il faut toutefois souligner que des résultats faussement positifs sont
régulierement obtenus avec certaines souches particuliérement sensibles a ’EDTA.

Ce diagnostic peut étre réalisé également avec la bandelette E-Test qui contient, d’un
coté, un gradient d’imipénéme (IP) et de I'autre, un gradient d’imipénéme combiné a de

PEDTA (IPI).
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b. Résistance non enzymatique
b.1. Altération de la porine OprD

Pour franchir la membrane externe, les f-lactamines empruntent des canaux protéiques
transmembranaires appelés porines. Contrairement aux autres molécules, les carbapénémes
n’utilisent pas la porine majoritaire OprF pour pénétrer dans la bactérie, mais une porine
spécifique dénommée OprD. La « perte » de la porine OprD sous I’effet de mutations est un
événement fréquent chez les souches cliniques. Elle entraine une augmentation de 4 a 16 fois
de la résistance a I’ensemble des carbapénémes sans affecter les CMI des autres 3 lactamines
(figure 4E).

Le doripénéme et le méropénéme sont, en général, moins touchés par ce mécanisme
d’imperméabilité car ils possédent une meilleure activité intrinseque sur le bacille
pyocyanique que I’imipénéme. Ainsi, des mutants apparaissant « I » ou « R » a 'imipénéme

peuvent parfois rester « S » aux deux autres produits.

b.2. Surproduction de systéme d’efflux actif

En plus de leur role dans la résistance naturelle, les pompes d’efflux MexAB-OprM et
MexXY/OprM peuvent contribuer, lorsqu’elles sont surproduites, a accroitre la résistance de
la bactérie a plusieurs familles d’antibiotiques. Ce phénomene est li¢é a la survenue de
mutations spontanées dans les génes régulateurs de ces systémes. L’isolement de souches de
Pseudomonas aeruginosa surproduisant 1’'un ou I’autre, voire les deux systémes, est courant.
Les mutants surproduisant le systtme MexAB-OprM sont en général 4 a 8 fois plus résistants
que les souches sauvages aux B-lactamines, en particulier la ticarcilline, le céfotaxime et
I’aztréonam (figure 4F). D’un point de vue pratique, le diametre d’inhibition autour du disque
d’aztréonam est inférieur d’au moins 4 mm a celui de la ceftazidime.

La surproduction du systeme MexAB-OprM se traduit aussi par une réduction des zones
d’inhibition autour des disques de fluoroquinolones (ofloxacine, ciprofloxacine,
lévofloxacine). La surexpression du systeme MexXY/OprM conduit, quant a elle, a une
augmentation de 2 a 8 fois de la résistance aux céphalosporines zwittérioniques (céfépime,

cefpirome), aux aminosides (gentamicine, amikacine) et aux fluoroquinolones (figure 4G).
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Les mutants surproduisant la pompe MexCD-Opr] ou MexEF-OprN sont beaucoup plus
rares parmi les souches cliniques. Moins virulents que les souches sauvages, ils seraient
moins a méme de générer des infections ou de coloniser les patients. La surexpression de
MexCD-Opr] s’accompagne d’une résistance accrue aux céphalosporines zwittérioniques et
aux fluoroquinolones allant de paire avec une hypersensibilité a I’aztréonam, la ticarcilline et
I’imipénéme. Le phénotype résultant de la surproduction de MexEF-OprN associe une
résistance modérée aux fluoroquinolones et a I’imipénéme.

D’une facon générale, les niveaux de résistance conférés par I’efflux actif peuvent
sembler modestes comparés a ceux résultant d’autres mécanismes, en particulier
enzymatiques.

Il faut toutefois insister sur le fait qu’une résistance de bas niveau peut s’avérer
cliniquement significative lorsque 1’antibiotique se trouve a une faible concentration dans le
site infectieux (dosage insuffisant, mauvaise diffusion, pharmacocinétique défavorable) ou
que son activité est suboptimale (mauvais choix). Enfin, les systémes d’efflux peuvent ajouter
leurs effets a ceux d’autres mécanismes et contribuer ainsi a I’émergence de souches
hautement résistantes vis-a-vis de nombreux antibiotiques. En routine, 1’identification des
mutants d’efflux n’est pas nécessaire car les résultats de 1’antibiogramme ne sont pas
interprétés.
1.5.3.2. Aminosides

Comme de nombreuses autres bactéries, Pseudomonas aeruginosa peut acquérir des
genes de résistance aux aminosides véhiculés par des plasmides. Le mécanisme de loin le plus
fréquent réside dans la production d’enzymes stéréo-spécifiques capables de modifier des
fonctions -NH2 ou -OH bien précises sur les molécules d’aminoside, empéchant ces derniéres
de se fixer sur le ribosome. Trois classes d’enzymes ont été décrites, a savoir les aminosides-
N-amino-acétyl transférases (AAC), les aminosides-o-nucléotidyl transférases (ANT) et les
aminosides-o-phosphotransférases (APH). Produites le plus souvent de maniére constitutive ,
les enzymes modificatrices confeérent une résistance de haut niveau a un ou plusieurs

aminosides.
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Leurs genes étant fréquemment portés par des transposons et/ou des intégrons, elles sont
régulicrement co-produites avec des P-lactamases. Les enzymes ANT(2’’)-1, AAC(3)-I et
AAC(6°)-Ib sont les plus répandues parmi les isolats cliniques de Pseudomonas aeruginosa.

Elles générent une résistance élevée a la gentamicine et a la tobramycine pour
ANT(2”’)-1, a la gentamicine pour AAC(3)-I, a la tobramycine et a I’amikacine pour
AAC(6’)-Ib. La production simultanée chez une méme bactérie de ANT(2’’)-1 et de
AAC(6’)-Ib se traduit par une résistance a tous les aminosides disponibles (tobramycine,
amikacine, nétilmicine et gentamicine).

Cette derniere décennie a été marquée par I’émergence d’un nouveau mécanisme de
résistance chez les bacilles a Gram négatif, capable de modifier non pas I’aminoside mais la
structure ribosomale sur lequel il se fixe, ’ARN 16S.

La production des méthylases RmtA et RmtD (Resistance methylase transferase) a été
rapportée chez des isolats cliniques de Pseudomonas aeruginosa au Japon en 2003 et au Brésil
en 2007, respectivement. La méthylation de ’ARN 16S par ces enzymes entraine une
résistance aux 2-déoxystreptamines bisubstituées en 4,6 telles que la gentamicine, la
tobramycine, 1’amikacine, 1’isépamycine et I’arbékacine. La production concomittante d’une
méthylase de I’ARN 168 et d’une métallo-B-lactamase a donc pour conséquence de rendre les
souches insensibles a presque tous les aminosides et toutes les B-lactamines. La coexistence
de ces deux mécanismes transférables illustre comment des bactéries peuvent évoluer
rapidement vers la toto-résistance. Encore peu répandues chez Pseudomonas aeruginosa, les
méthylases de I’ARN 168 sont décrites de plus en plus souvent chez les entérobactéries telles
que Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Serratia marcescens,
Enterobacter cloacae, Salmonella enterica, Citrobacter freundii, Shigella flexneri et chez
Acinetobacter sp. dans plusieurs pays dont la France. Ces enzymes représentent donc un
risque épidémiologique majeur qui doit inciter a la vigilance.

Plus limité dans ces effets mais aussi trés fréquent en France, le mécanisme d’efflux
actif MexXY/OprM est la principale cause de résistance non enzymatique aux aminosides
chez Pseudomonas aeruginosa, en particulier parmi les isolats provenant de malades atteints

de mucoviscidose.
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1.5.3.3. Fluoroquinolones
Les 4-quinolones inhibent I’ADN gyrase et I’ADN topoisomérase 1V, deux enzymes

impliquées dans la transcription et la réplication de 1’ADN bactérien. A I’instar de ce qui a été
décrit chez d’autres espéces bactériennes, ces deux protéines peuvent devenir insensibles a
I’action des 4-quinolones lorsque des mutations introduisent des substitutions d’acides aminés
dans les régions ou se fixent les antibiotiques (Quinolone Resistance Determining Regions).
Fréquentes, les altérations de la sous-unité GyrA de I’ADN gyrase aboutissent a une
augmentation signifivative de la CMI de toutes les fluoroquinolones. Les altérations de la
sous-unité¢ ParC de la topoisomérase IV apparaissent secondairement chez des mutants de
type GyrA ; elles contribuent a amplifier la résistance jusqu’a des niveaux tres €élevés (CMI de
la ciprofloxacine > 32 pg/mL).

La ciprofloxacine et dans une moindre mesure la lévofloxacine sont Iles
fluoroquinolones possédant la meilleure activité intrinséque sur Pseudomonas aeruginosa.
Toutefois, ces deux molécules ne doivent pas étre utilisées en monothérapie dans le traitement
des infections (sauf urinaires basses) a Pseudomonas aeruginosa en raison de 1’émergence
fréquente des mutants de cible (GyrA, ParC).

La surproduction des pompes d’efflux MexAB-OprM, MexXY/OprM, plus rarement
MexCD-OprJ et MexEFOprN est a I’origine d’une résistance modérée aux fluoroquinolones
ainsi qu’a d’autres classes d’antibiotiques.

Les niveaux conférés, bien que modestes (CMI de la ciprofloxacine de 0,25 a 2 ug/mL),
n’en sont pas moins significatifs dans certains contextes cliniques comme cela a été¢ évoqué

plus haut.

1.5.3.4. Colistine
Les polymyxines (polymyxine B et colistine) sont des antibiotiques polycationiques

bactéricides actifs sur la plupart des bacilles a Gram négatif dont Pseudomonas aeruginosa.
Leur mode d’action passe par la désorganisation de la membrane externe puis de la

membrane cytoplasmique.
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Ce mécanisme trés direct ne préte guére au développement de mécanismes de
résistance. Pourtant, le bacille pyocyanique parvient dans certaines circonstances a modifier la
composition de sa membrane externe de fagon a la rendre imperméable a ces deux agents.
Ceci peut €tre obtenu, soit par des mutations, soit par I’activation de systémes membranaires
complexes appelés « systémes de régulation a deux composants » tels que ParRS. Dans les
deux cas, il en résulte une résistance de bas niveau (CMI multipliée par 2 a 8) suffisante pour
compromettre un traitement par voie intraveineuse ou en acrosol. L’identification des mutants
résistants repose sur la détermination de la CMI de la colistine par une méthode de dilution,
en milieu liquide ou en milieu solide. La mauvaise diffusion de cet antibiotique (le seul utilisé
en thérapeutique) dans les géloses rend ininterprétables les résultats obtenus par la méthode
des disques. Il n’y a donc pas de correspondance entre le niveau de sensibilité d’une souche
de Pseudomonas aeruginosa a la colistine et le diamétre de la zone d’inhibition autour du

disque de cet antibiotique.

1.5.4. En pratique au laboratoire
a. Facteurs influengant les résultats

La standardisation actuelle des milieux commercialisés a permis d’écarter les variations
liées au pH et a la composition des milieux, en particulier les concentrations en ions divalents
Ca’" et Mg”". Certaines variations restent pourtant observables pour les aminosides, en
fonction du type de gélose et de disques utilisé€s, surtout pour les mécanismes a bas bruit liés a
des pompes d’efflux.

L’effet inoculum reste actuellement le facteur le plus important de variabilité. Si cet
effet est absent pour les aminoglycosides ou les fluoroquinolones, il est particulierement
prégnant pour les [B-lactamines. Pour ces molécules, un accroissement de I’inoculum
s’accompagne d’une augmentation de CMI d’un facteur 5 a 500 selon le niveau de I’inoculum
et peut entrainer des erreurs d’interprétation. Les B-lactamines les plus sensibles a cet effet
sont dans un ordre croissant I’imipénéme, le méropénéme, la ceftazidime et la ticarcilline.
Ceci souligne I’'importance primordiale d’une bonne standardisation de I’inoculum a I’aide

d’une gamme McFarland, d’un photométre ou d’un néphélémetre calibré.
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b. Détermination de la sensibilité aux antibiotiques

Les recommandations du Comité de I’antibiogramme de la Société francaise de
microbiologie (CA-SFM) pour la mesure des CMI par la méthode de dilution en gélose et
pour la méthode de I’antibiogramme par diffusion en gélose sont présentées dans le tableau 3.
Ces recommandations, notamment la préparation de [I’inoculum, peuvent se révéler
difficilement applicables en routine. Outre le recours a une gamme MacFarland, I'utilisation
d’un systéme d’inoculation type PrestoABG® (ELITech Group, Puteaux, France) ou Inoclic
(I2A) constitue une alternative simple permettant 1’obtention rapide d’un inoculum bien
standardisé. En pratique, sur une culture de 24 h sur milieu gélosé non sélectif, I’inoculateur
PrestoABG® est piqué verticalement au centre d’une colonie. L’inoculateur est ensuite retiré
verticalement et I’inoculum est immédiatement déchargé dans 1 ml d’eau distillée stérile, puis
vortex¢ 10 a 15 s afin d’obtenir une bonne homogénéisation. L’inoculum ainsi préparé est
directement utilisé pour ensemencer par écouvillonnage la gélose.

L‘European committee on antimicrobial susceptibility testing (EUCAST) propose des
recommandations proches pour la méthode de diffusion en milieu gélosé. La seule différence
notable est I'utilisation d’une solution inoculum a 108 UFC/mL pour I’ensemencement par
¢couvillonnage du milieu (0,5 Mac Farland, pur).

Pour une détermination simple en routine de la concentration minimale inhibitrice
(CMI) d’un antibiotique pour une souche de Pseudomonas aeruginosa, la technique des
bandelettes imbibées de gradient d’antibiotique (type E-Test) donne satisfaction depuis
plusieurs années. Pour mémoire, en I’absence de corrélation CMI/diamétre concernant la
colistine, il y a lieu de déterminer sa CMI en cas d’utilisation thérapeutique. La bandelette
imprégnée du type E-Test est utilisée dans cette indication par la majorité des laboratoires.
Pour des souches isolées chez des patients atteints de mucoviscidose, la détermination de la
CMI de la colistine comporte des particularités techniques en fonction de la méthode utilisée.
Un article récent positionne la technique de dilution en gélose comme la méthode la plus
sensible pour détecter des résistances a la colistine chez ces patients atteints de

mucoviscidose.
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Tableau 3 Antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa conditions techniques générales du CA-SFM pour la
méthode de diffusion en milieu gélosé ou pour la détermination des CMI par la méthode de dilution en
gélose

Inoculum

A partir d'une culture de 18-24 heures sur milieu gélosé non sélectif, préparer une
suspension en bouillon Mueller-Hinton ou en solution saline (0,9 % NaCl) équivalente
au standard Mckarland 0,5 (~10% UFCYmL). Cette suspension peut étre également
préparée a partir d'une culture en bouillon Mueller-Hinton obtenue aprés
incubation a 37 °C au bain-marie agité pendant 3 a 5 heures, dont la densité est
ajustée au standard McFarland 0,5

Milieu
Gélose Mueller-Hinton

Ensemencement

Méthode de dilution: diluer la suspension inoculum au 1/10®
et déposer 1 a 2 pL (~10* UFC par spot)

Méthode de diffusion:

- ensemencer par écouvillonnage avec la suspension inoculum diluée au 1/10*
(~10" UFC/mL)

- OU ensemencer par inondation avec la suspension inoculum diluée au 1/100®
(~10% UFC/mL)

Lecture: aprés 18-24 heures d'incubation & 35-37 °C sans CO..

c. Choix des antibiotiques a étudier en routine

La liste des molécules a tester selon les recommandations 2011 du Comité de
I’antibiogramme est mentionnée dans le tableau 4. Les molécules testées en lre intention
(liste standard) servent a l’orientation thérapeutique, celles testées en 2e intention (liste
complémentaire) sont destinées a 1’¢tude des souches multirésistantes, a la surveillance
épidémiologique de la résistance ou a Il’aide a [Iinterprétation des résultats de
I’antibiogramme. Le choix des antibiotiques de la liste standard peut étre adapté par chaque
laboratoire en fonction des schémas thérapeutiques de premicre intention retenus par le

Comité du médicament local ou des données épidémiologiques locales.
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Tableau 4 Antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa Antibiotiques a tester selon les recommandations
du CA-SFM avec leurs concentrations et diamétres critiques (CA-SFM, 2011)

Concentrations
Molécules critiques
{(mg/L)
s R s R

Ticarcilline T =@ || =8 | 75 222 | <22
:ﬂﬁ;ﬂ:ﬁhmqm < 16/2 16/2 75/10 = 22 <22
" piperacilline . <16 | >18 75 | =18 | <18
e <16/4 > 16/4 75M0 =48 | <18
Ceftazidime <8 >8B 30 219 <19
| Céfepime F =g T @ | 30 | 218 | <1e
| Cefpirome | <& | s8 | 30 | 219 | <19
Imipénéme <4 >8 | 10 >29 | <17
| Méropéname | 22 | =28 | 10 | 220 | <15
Doripénéme | <1 | =4 | 10 | 224 | <19
| Aztréonam | 21 | =% | 30 | =27 | <10
Tobramycine <4 >4 | 10 >168 | <16
. Amikacine <8 >16 | 30 =17 | <15
' Gentamicine <4 >4 | 15 >16 <16
Nétilmicine <4 >4 30 >19 | <18
| Colistine | <2 | =& | 50 [
. Ciprofioxacine <0,5 >1 | 5 =25 <22
| Lévofioxacine | =1 | »>2 5 >20 | <17
Rifampicine =4 = 16 30 =19 <14
Fosfomycine | <32 | »32 | 50+50GEP | 214 | <14
Sulfamides | <84 | >o288 | 200 | 217 | <12

Les molécules da la fiste standard sont présentées sur fond griss.

Les concentrations critiques proposdes par I'EUCAST et approuvdes par le CA-SFM =sont
indiquées an gras.

S sensible; R: résistant.
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d. Catégorisation clinique

Un travail d’harmonisation des molécules a tester proposées par le CA-SFM et
I’EUCAST et de leurs valeurs de concentrations critiques a été mené afin d’aboutir a une
meilleure cohérence au niveau européen. En 2008 et 2009, les modifications de ces
concentrations critiques avaient peu modifi¢ les taux de sensibilité aux B-lactamines, sauf
pour I’aztréonam.

A ce jour, seule une molécule appartenant a la liste standard du CA-SFM, la colistine,
présente une discordance entre les valeurs critiques proposées par les deux comités.

L’EUCAST retient comme concentration critique unique, la valeur de 4 mg/L (<4 mg/L
souche sensible ; > 4 mg/LL  souche résistante) alors que le CA-SFM propose en 2011 les

deux concentrations critiques 2 et 4 mg/L.

e. Controle de qualité interne (CQI)

Un contréle de qualité interne est recommandé par le CA-SFM et TEUCAST pour
s’assurer de la validité des résultats obtenus. La souche de référence recommandée est
Pseudomonas aeruginosa CIP 76110 (ATCC 27853).

Pour le CA-SFM, les limites acceptables des diameétres d’inhibition (mm) obtenus par
diffusion en gélose sont présentées dans le tableau 5.

Les valeurs du CQI proposées par ’EUCAST pour les diamétres de cette méme souche
sont sensiblement différentes, en raison de charges de disques différentes et d’un inoculum
plus lourd (solution inoculum a 108 UFC/mL pour I’ensemencement par écouvillonnage du

milieu soit 0,5 Mac Farland, pur)".

1

www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST _files/Disk_test documents/EUCAST QC tables 1.3.pdf
Ce document permet aussi d’obtenir les valeurs cibles et les écarts acceptables pour les CMI de la souche ATCC
27853.
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Tableau 5 limites acceptables des diamétres d’inhibition (mm) obtenus par diffusion en gélose pour la
souche Pseudomonas aeruginosae CIP 76110 (ATCC 27 853) proposées par la CA-SFM

Ticarcilline Fipéracilline Ceftazidime Imipénéme Gentamicineg
Diamétrea [mm) 25-30,5 . 27 5-325 . 255-315 245-205 155-225
Tobramycine Amikacing Ciprofioxacine Colistine
Diamétres (mm) 205-265 20,0 - 26.0 200- 3685 17,0-220

1. Systémes automatisés

Les systémes automatisés ont fait I’objet de plusieurs évaluations et comparaisons vis-a-
vis des techniques de référence. Si les discordances observées sont faibles pour les
phénotypes sensibles, la faible production d’une pénicillinase ou I’hyperproduction de la
céphalosporinase AmpC peut donner lieu a des discordances mineures, majeures (fausse
résistance) voire trés majeures (fausse sensibilité) pour les carboxypénicillines, les
uréidopénicillines et les céphalosporines anti-Pseudomonas. Dés lors, il est recommandé de
confirmer les résultats obtenus avec ces systémes automatisé€s par une technique de référence
devant une souche présentant un phénotype de résistance incohérent ou atypique (souche
ceftazidime sensible mais résistante a I’aztréonam ou au céfépime par exemple) ou en cas

d’infection sévere.

g. Regles d’interprétation
Il existe peu de régles pour la lecture interprétative de 1’antibiogramme de Pseudomonas
aeruginosa. Ceci peut s’expliquer par le fait que les associations de mécanismes sont
fréquentes, masquant ainsi les phénotypes « purs » et compliquant 1’interprétation.
Les recommandations 2011 du CA-SFM proposent deux regles d’interprétation.
» Un résultat « S » pour la ticarcilline et « R » pour la ticarcilline-clavulanate (TCC)
est en relation avec une céphalosporinase inductible. Il n’y a pas lieu de changer la

catégorisation de la ticarcilline.
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* Une synergie entre le TCC et I’aztréonam et/ou la ceftazidime et/ou le céfépime et/ou
le cefpirome permet de détecter certaines BLSE.

L’EUCAST propose les reégles suivantes depuis 2008
- les résistances concernant un carbapénéme ne peuvent étre extrapolées aux autres
carbapéneémes ;
- en cas de présence de MBL confirmée chez Pseudomonas aeruginosa, interpréter
«R» les résultats « I » et interpréter « I » les résultats « S » pour toutes les B-
lactamines, sauf I’aztréonam. L’aztréonam doit étre rendu comme observé sur
I’antibiogramme ;
- pour les aminosides, en cas de résultat brut « I » ou « R » a la tobramycine et « S » a

la gentamicine et a ’amikacine, interpréter « R » la gentamicine et I’amikacine.

h. Quel screening effectuer au laboratoire pour dépister les BLSE ou carbapénémases ?

Il convient de s’intéresser aux souches de Pseudomonas aeruginosa résistantes a la
ceftazidime. Parmi celles-ci, le mécanisme le plus fréquent est une surproduction de la
céphalosporinase AmpC. Les arguments phénotypiques simples en faveur de ce mécanisme
sont une différence de diametre des zones d’inhibition autour des disques de céfépime (S/I) et
de ceftazidime (I/R) et un rétablissement de la sensibilité en présence de cloxacilline a 500
mg/L ou 1 000 mg/L. On notera cependant que les géloses Muller-Hinton + cloxacilline
commercialisées prétes a I’emploi ne contiennent que 250 mg/L de cloxacilline (adaptées aux
entérobactéries). La recherche de MBL est justifiée devant une souche résistante a la
ceftazidime et a I’imipéneme.

La recherche de BLSE, MBL ou ES-OXA, quelle que soit la technique choisie, repose
sur les principes suivants.

* Les BLSE de classe A (PER, VEB, TEM, GES, BEL, SHV) sont inhibées par 1’acide
clavulanique.
* Les ES-OXA sont inhibées par I’'imipénéme et faiblement par I’acide clavulanique.
* Les MBL (VIM, IMP, NDM-1) sont inhibées par ’EDTA.
Au laboratoire, le biologiste dispose ainsi de plusieurs techniques simples lui permettant

de s’orienter.
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* Des comparaisons de CMI en I’absence ou en présence d’inhibiteur (bandelettes type
E-Test).
* Des comparaisons des diametres d’un disque imprégné d’antibiotique et d’un disque
imprégné de I’antibiotique + inhibiteur.
* Des recherches de synergie entre disques
- synergie entre un disque de CAZ et un disque d’AMC en faveur d’une BLSE de classe A
(rarement d’une ES-OXA) ;
- synergie entre un disque chargé d’EDTA et un disque de CAZ ou d’IPM en faveur d’une
MBL ;
- synergie entre un disque d’IPM et un disque de FEP ou de CAZ en faveur d’une ES-OXA.
L’ensemble de ces synergies peut étre recherché en un temps grace au protocole exposé dans

la figure 7.

//’._ - ) \\
e / J1 : calcul des distances \

IC.AZ"‘—“‘ at?

< Distances A en mm:
-{diameétre d'inhibition de CAZ + 6 mm) /2
-(diamétre d'inhibition de IPM+ 6 mm) /2

T Paaie.
(IPM ] gt gn'@

p — ‘.\ —
(az) Gt
S hird
<+ Distances B en mm:

(PM) ¢—n- \FE" - somme des diameétres d'inhibition (IPM
B | +FEP) 2
'n

‘:"3“2-',-' e fl:*PM:.i- - somme des diamétres d'inhibition (CAZ
S T e \_+ IPM) /2
\.\a., __,/

J2 : Interprétation
Synergie AMC/CAZ : en faveur d'une BLSE de classe A (parfois ES-OXA)

Synergie CAZ/IPM ou IPM/FEP : en faveur d'une ES-OXA
Synergie IPM/EDTA ou CAZ/EDTA : en faveur d'une MBL

CAZ: disque de ceftazidime chargé a 30 pg

AMC : disque d'amoxicilline/clavulanate chargé a 20/10 pg
FEP: disque de céfépime charge a 30 ug

IPM: disque d’imipénéme chargé a 10 ug

Figure 7 Mécanismes de résistance aux B-lactamines, proposition de protocole pour recherche de synergie
chez Pseudomonas aeruginosa. (www.cnr-pseudomonas.fr/).
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Ce protocole doit s’adapter a chaque souche il convient de mesurer a J1 sur
I’antibiogramme initial par diffusion en milieu gélos¢ les diamétres d’inhibition autour des
disques de CAZ, IPM, FEP. Un calcul simple permet alors de déterminer la distance optimale
pour le positionnement des différents disques imprégnés a déposer sur la gélose. Le disque
EDTA est fabriqué a J1 en déposant sur des disques non chargés (6 mm de diamétre) 5 a 6 uL
d’une solution d’EDTA a 0,5 M pH 7. L’ensemencement de la gélose est effectué selon les
recommandations habituelles du CA SFM. Les différents disques sont déposés a la pince. Les
résultats sont lus apres 18 heures d’incubation a 37 °C. Si aucune synergie n’est observée, il

convient d’évoquer une surproduction de la céphalosporinase AmpC.

1.5.5. Sensibilité de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques
Epidémiologie
a. Tendances évolutives

La sensibilit¢ de Pseudomonas aeruginosa aux principaux antibiotiques anti-
Pseudomonas en France semble stable ces derni¢res années (tableau 6). Il existe cependant
dans notre pays un fond significatif, de I'ordre de 5 a 10 % de souches multirésistantes
(résistances associées a au moins 3 classes d’antibiotiques), voire toto-résistantes. On observe
une diminution continue de la fréquence du sérotype multirésistant O 12 (9 % des souches
en 1997-1998 contre 6 % en 1999 et 4 % en 2004). Ce sérotype, producteur dans environ 80
% des cas de la carbénicillinase PSE-1 rassemblait avec le sérotype O 11, souvent
hyperproducteur de céphalosporinase, la majorité des souches de Pseudomonas aeruginosa
multirésistantes aux antibiotiques par association de plusieurs mécanismes de résistances aux
B-lactamines et a plusieurs autres familles d’antibiotiques. On observe en revanche, au cours
de la derni¢re décennie, I’émergence de petits foyers de souches porteuses de B-lactamases a
spectre ¢largi, d’enzymes de classe D a spectre ¢largi (ES-OXA) qui hydrolysent les
céphalosporines anti-Pseudomonas comme la ceftazidime ou le céfépime et enfin de
carbapénémases, surtout représentées en France par des métallo-enzymes de type VIM-2
(tableau 7).

Ce type de souches qui représentaient globalement 1,3 % des isolats en 2004 était
absent dans toutes les études multicentriques de la fin des années 90 et n’était décrit a cette

époque que trés ponctuellement en France.
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En 2007, une étude multicentrique francaise menée par ’ONERBA avait pour principal
objectif de déterminer la fréquence de ces différentes enzymes. Menée sur 1 mois, elle a
concerné 85 hopitaux et 2 326 souches de Pseudomonas aeruginosa.

La résistance a la ceftazidime (définie en 2007 par une CMI > a 32 mg/L) était estimée
a 6 % (n = 140). Parmi ces souches résistantes a la ceftazidime, le CNR associ¢ pour la
résistance aux antibiotiques chez Pseudomonas aeruginosa a détecté 15 B-lactamases de type
BLSE, MBL ou ES-OXA, sur 13 souches (prévalence au sein des souches résistantes a la
ceftazidime 9,3 % ; prévalence globale au sein de ’espece 0,6 %). 1l s’agissait de 6 BLSE
(PER, SHV-2a et VEB), 4 MBLs (3 enzymes de type VIM et 2 enzymes de type IMP) et 5
oxacillinases a spectre étendu (OXA-19 et OXA-28). Ainsi, en 2007, la prévalence globale au
sein de I’espece Pseudomonas aeruginosa était de 0,26 % pour les BLSE, 0,21 % pour les ES-
OXA et de 0,17 % pour les MBLs.

En 2010, I’étude GESPAR menée par le CNR associé pour la résistance aux
antibiotiques chez Pseudomonas aeruginosa avait pour objectif de définir la prévalence et la
nature des mécanismes de résistance aux carbapénemes dans les services de réanimation
francais 500 souches de Pseudomonas aeruginosa avec une CMI de I’imipéneme > 4 mg/L
ont été réceptionnées, en provenance de 26 laboratoires. Parmi elles, 6,7 % produisaient une
carbapénémase (www.cnr-pseudomonas. fr/).

Une étude allemande menée en 2008 et 2009, avait évalué a 1,6 % le pourcentage de
MBL au sein de Pseudomonas aeruginosa résistants a I’imipéneme. Il s’agissait la encore
d’enzyme de type VIM.

En Tunisie, une étude, menée entre 2003 et 2007 dans un hopital universitaire,
retrouvait 7 % de souches productrices de carbapénémase parmi les souches de Pseudomonas
aeruginosa résistantes a I’imipéneme. Ces chiffres sont inférieurs a ce qui a pu étre rapporté

dans des pays endémiques pour les carbapénémases de type VIM, comme I’Italie ou la Gréce.
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Tableau 6 Evolution de la sensibilité (%) aux ATB de Pseudomonas aeruginosa dans plusieurs études
multicentriques entre 1995 et 2004

Antibiotique
Ticarcilline | 58 57 62 62
| Ticatiline + acide clavanique | 58 | 58 | 62 | 61
Pipéracilline | 72 | 72 | 75 | 78
| Pipéracilline + tazobactam | 79 | 79 | 79 | 80
* Ceftazidime s 75 8 | 718
Céfépime 55 | 60 | 62 | 55
| Cefpirome | 43 | - . 40
Aztréonam | - | 59 | 51 | 50
Imipénéme 86 85 93 83
Amikacine 67 e 8 | 8
Tobramycine - - 84 80
Ciprofloxacine | 66 | 62 | 68 | 68
Lévofloxacine - - - 57
Fosfomycine | - | 34 | 39 | -

1, 3 Réseaux GERPB et GERPA. 15 centres hospitaliers universitaires avec recueil sur un
mois en 1997 et 1998.

2 Réseau Aquitaine de 'ONERBA. Souches de cliniques privées (75 %) et de patients
non hospitalisés (25 %) avec recueil en 2000 sur 4 mois [64].
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Tableau 7 Evolution (%) de la distribution des mécanismes de résistance aux B —lactamines parmi les isolats
de Pseudomonas aeruginosa dans 15 centres hospitalo-univesitaires entre 1997 et 2004

= . o - : 1997-8 2004
Mécanismes de résistance aux bétalactamines

Pas de mécanisme identifié 57 62

Pénicillinases transférables 11,2 6,4
B-lactamases et oxacillinases a spectre élargi 0 0,9
Carbapénémases 0 0,4
Céphalosporinase hyperproduite 16 14,5
Résistance non enzymatique (autre que imipénéme) 17,3 22,6
Résistance non enzymatique a I'imipénéme (OprD) 15 16,2

b. Sensibilité en fonction de I’origine du prélévement

La sensibilit¢ aux antibiotiques de Pseudomonas aeruginosa dans les infections
diagnostiquées dans les laboratoires de biologie médicale de ville a été estimée par une
enquéte multicentrique francaise menée en 2000 sur 226 souches isolées de patients
ambulatoires ou de clinique [64]. De facon surprenante, les taux de sensibilité aux
antibiotiques étaient trés proches de ceux des souches de Pseudomonas aeruginosa isolés dans
les hopitaux, sauf pour la ceftazidime et I’'imipénéme qui étaient moins fréquemment touchés
qu’a I’hopital. Parmi les services hospitaliers francgais, les taux de sensibilité les plus bas sont
rencontrés dans les services de soins intensifs et de briilés (tableau 8). Aux Etats-Unis, dans
les unités de soins intensifs, la prévalence des souches multirésistantes (résistantes a au moins
3 classes thérapeutiques parmi pénicillines/céphalosporines anti-Pseudomonas,
carbapénemes, fluoroquinolones et aminosides) avait été estimée a 15 % en 2001-2002. Une
¢tude multicentrique américaine, menée sur 12 années consécutives dans des unités de soins
intensifs, retrouve des taux de sensibilité de Pseudomonas aeruginosa de 89,2 % pour la
ceftazidime, 81,7 % pour I'imipénéme, 66,3 % seulement pour la ciprofloxacine et 89,6 %
pour I’amikacine. Cette étude permet de constater une majoration de la prévalence des

souches multirésistantes entre 1993 et 2004.
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Tableau 8 Sensibilité (%) de P .aeruginosa aux ATB en fonction des groupes de services

Antibiotique Médecine Soins intensifs
(% de sensibilité) et brilés

n=118 n=95 n=96
Ticarcilline | 64 | 65 | 54
Ticarcilline + acide clavulanigue | 64 | 65 | 54
Pipéracilline | 81 | 81 | 70
Pipéracilline + tazobactam 83 | 82 | 73
Ceftazidime | 83 | 84 | 70
Céfépime | 72 | 70 | 56
Aztréonam | 50 | 48 | 50
Imipénéme | 87 89 77
Amikacine | 94 | 88 | 83
Tobramycine | 87 86 73
Ciprofloxacine | 71 | 79 | 67

c. Sensibilité en fonction du site infectieux

Parmi les principaux types de prélévements, les taux les plus bas de sensibilité sont
rapportés pour les prélevements d’origine respiratoire pour les [-lactamines et les
prélévements urinaires pour la ciprofloxacine. Ceci peut parfaitement s’expliquer par la
fréquence et I’'importance des colonisations & Pseudomonas aeruginosa sur sonde urinaire ou
dans le tractus respiratoire et la pression antibiotique exercéechez ces patients avec les

familles d’antibiotiques les plus utilisées dans ces localisations spécifiques.
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Dans les bactériémies, les données issues du réseau européen EARSS sur des collectifs
importants de souches provenant de 3 réseaux de ’ONERBA sont exposées dans le tableau 9
et semblent assez stables au cours des 5 dernieéres années (http //www.rivm.nl/earss/). Une
légere diminution de la sensibilité a I'imipénéme et a I’amikacine en 2009 devra cependant
étre surveillée avec attention dans les prochaines années. Cette stabilité a également été notée
dans certaines études européennes, notamment au Royaume-Uni et en Irlande, depuis 2001.

Cependant, les cartes des figures 8 et 9 soulignent bien 1’hétérogénéité de la sensibilité de

Pseudomonas aeruginosa au sein de I’Europe.

ey l-l1h|-|jr ressiance

t . &

o=
- e

-

hitp./fwww. nvm.nliearss/

Figure 8 Carte issue de I'European Antimicrobial Résistance Surveillance System (EARSS) représentant les
taux de résistance a la céftazidime chez les souches de Pseudomonas aeruginosa isolées d’hémocultures.
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Figure 9 Carte issue de 'EARSS représentant les taux de résistance a la ciprofloxacine chez les souches de
Pseudomonas aeruginosa isolées d’hémocultures

Aux Etats-Unis, la prévalence des souches multirésistantes au sein des souches de
Pseudomonas aeruginosa isolées d’hémoculturesa récemment été évaluée a 14 %. Le
doripénémen’était actif sur aucune de ces souches multirésistantes.

La colistine était active sur la grande majorité des souches, puisqu’une seule s’avérait

résistante.
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Tableau 9 Evolution de la sensibilité aux ATB (%) de Pseudomonas aeruginosa isolés d’hémocultures
données issues de 3 réseaux francgais fédérés par FONERBA, dans le cadre de 'EARSS.

Année 2005 2006 2007 2008 2009
Nombre de souches n > 900 n > 900 n=>1100 n=>1100 n= 1100

Pipéracilline+tazobactam 77,07 81,87 79,54 77,97 74,83
Ceftazidime 81,44 85,92 81,38 84,83 81,11
Imipénéme 79,27 83,86 81,57 80,54 75,72
Amikacine 87,5 85,47 85,68 88,9 82,92
Fluoroguinolones 70,76 74,67 73,74 74,98 72,26
Adapts d'aprés données hitp:/fwww.rivm.nl/earss/

d. Sensibilité dans des contextes particuliers

Chez les patients atteints de mucoviscidose, les infections chroniques a Pseudomonas
aeruginosa sont particuli¢rement fréquentes.

Elles font suite & une colonisation précoce qui survient dés I’enfance, et sont émaillées
de poussées d’infections aigués respiratoires. Une fois que les voies respiratoires du patient
sont colonisées, Pseudomonas aeruginosa met en jeu plusieurs mécanismes adaptatifs
formation du biofilm, échappement au systéme immunitaire de 1’hote puis production
d’alginate.

Lors des premiers stades de I’infection, les souches ne produisent pas encore d’alginate
et sont généralement sensibles aux antibiotiques habituellement actifs sur Pseudomonas
aeruginosa.

Lorsque I’infection devient chronique, les souches colonisatrices deviennent mucoides
(Jusqu’a 80 % de la population bactérienne). Soumises de facon itérative a une pression
antibiotique lors des phases d’exacerbation, elles deviennent de moins en moins sensibles aux
antibiotiques. Enfin, 37 % des patients atteints de mucoviscidose et présentant une infection
chronique par Pseudomonas aeruginosa possédent des souches dites hypermutatrices,
caractérisées par un taux de mutations jusqu’a 100 fois plus €élevé qu’une souche classique.
Certaines mutations confeérent a ces souches de Pseudomonas aeruginosa une meilleure
adaptation a I’hdte et la mise en jeu de mécanismes de résistance aux antibiotiques. Une étude
menée en 2007 par le GERPA a permis d’évaluer la sensibilit¢ aux antibiotiques anti-
Pseudomonas de 204 souches isolées chez des patients atteints de mucoviscidose dans 10

centres spécialisés.
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Les taux de sensibilité relevés globalement tous les ages confondus chez ces patients
sont tout a fait comparables a ceux relevés dans les études générales mais on constate
cependant une nette diminution de la sensibilit¢ avec 1’age et avec la multiplication des
traitements antibiotiques.

C’est dans ce contexte particulier que 1’on rencontre fréquemment des souches
multirésistantes, résultant de la mise en jeu simultanée de multiples facteurs de résistance aux

antibiotiques. La colistine reste 1’antibiotique le plus constamment actif pour ces souches.

1.6. Résistance aux antiseptiques et desinfectants
Pseudomonas aeruginosa se situe parmi les bactéries a Gram négatif les moins sensibles

a l’action bactériostatique et bactéricide des antiseptiques et désinfectants. La faible
sensibilité de cette espece est liée a la structure de la membrane externe, qui fait obstacle au
passage des molécules biocides [7]. Cette imperméabilité peut parfois €tre associée a un
mécanisme d’efflux [10]. Les antiseptiques et désinfectants les plus actifs sur Pseudomonas
aeruginosa sont les dérivés chlorés, les dérivés iodés et iodophores (polyvidone iodée), les
aldéhydes, 1’acide peracétique et le peroxyde d’hydrogene. L’alcool, les dérivés phénoliques
(hexachlorophéne, triclosan), les ammoniums quaternaires, les biguanides (chlorhexidine), les
dérivés mercuriels ou les dérivés argentiques comme la sulfadiazine d’argent sont moins
actifs [7].

Les résistances acquises aux biocides sont d’origine chromosomique ou
extrachromosomique. Les résistances chromosomiques sont souvent instables et réversibles.
Liées a des modifications de la membrane externe par des phénoménes d’adaptation ou
d’efflux, elles n’ont été décrites que dans des conditions expérimentales. Les résistances
acquises liées a des ¢léments génétiques mobiles (plasmides, transposons) sont quant a elles
fréquemment décrites chez les souches hospitalieres de Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis des
dérivés mercuriels, des sels argentiques ou des composés phénoliques comme

I’hexachlorophéne [7].
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Certains de ces mécanismes n’entrainent qu’une modification des CMI, sans
conséquence majeure pour le potentiel bactéricide. Il y a toutefois un risque d’inefficacité du
produit si la concentration d’utilisation est mal choisie, s’il existe une erreur de dilution ou si
le nettoyage préalable est mal réalisé. La présence d’un biofilm sur les parois du flacon
contaminé par Pseudomonas aeruginosa et une dilution excessive des biocides sont les causes
essentielles de la colonisation du produit et de la transmission d’infections nosocomiales. La
protection conférée par le biofilm augmente considérablement la résistance des bactéries aux
biocides [8]. Ces situations sont surtout fréquentes avec les ammoniums quaternaires, mais
ont également ¢été décrites avec d’autres antiseptiques comme [’hexachlorophéne, la
chlorhexidine ou méme les iodophores.

Les études effectuées sur des souches cliniques suggerent I’absence de corrélation
directe entre les mécanismes de résistance aux antibiotiques et les mécanismes de résistance
aux antiseptiques ou désinfectants. Toutefois, I’association potentielle de génes de résistance
aux antibiotiques et aux antiseptiques sur des ¢léments génétiques mobiles, ou la présence de
résistances croisées biocidesantibiotiques par mécanisme d’efflux actif doit étre plus
largement évaluée. La sélection de souches exprimant des résistances croisées par efflux a
différentes familles d’antibiotiques peut étre obtenue a 1’aide d’un composé phénolique

comme le triclosan [9].

1.7. Facteurs de risque d’acquisition de résistance chez Pseudomonas aeruginosa.
Les facteurs de risque de résistance retrouvés dans la littérature sont

1.7.1. Un inoculum bactérien important [23]
Quelles que soient les classes d’antibiotiques, c’est en début de traitement, lorsque

I’inoculum bactérien est le plus important, que la probabilité de sélection de résistances est la
plus forte. La présence prolongée de concentrations sub-inhibitrices de 1’antibiotique au site
de P'infection et la plasticité génétique de Pseudomonas aeruginosa, sont les principaux

facteurs qui expliquent I’émergence rapide de résistance en cours de traitement.
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1.7.2. Une exposition antérieure a des antibiotiques naturellement actifs sur Pseudomonas
aeruginosa
Le lien spécifique entre le type d’antibiotique préalablement recu et la classe

d’antibiotique a laquelle la souche est résistante a ¢ét¢ largement étudié. Ainsi les facteurs de
risque retrouvés sont :
- Pour la résistance a la pipéracilline prescription antérieure d’une pénicilline ou
d’une céphalosporine a large spectre.
- Pour la résistance a la ceftazidime prescription antérieure de pipéracilline ou d’une
céphalosporine a large spectre, via la sélection par les B-lactamases de souches
hyperproductrices de céphalosporinases ; mais aussi prescription antérieure de
fluoroquinolone, par résistances croisées entre les 2 classes grace au mécanisme
d’eftlux actif.
- Pour la résistance a I’imipénéme la prescription préalable d’imipénéme [24], via la
sélection de souches déficitaires en porine D2 [25]
- Pour la résistance aux fluoroquinolones prescription préalable d’une fluoroquinolone
et de carbapénéme [24].
- Pour une multi-résistance (souches MDR) la prescription préalable de
fluoroquinolone (facteur le plus constamment retrouvé), mais aussi d’imipénéme, de

céphalosporine anti-Pseudomonas aeruginosa, ou d’aminosides [26].

1.7.3. Un traitement par monothérapie anti-pyocyanique [27]
La justification d’employer une bithérapie dans les infections a Pseudomonas
aeruginosa est, entre autres, de prévenir 1’apparition de mutants résistants. Cependant cette

notion reste controversée.

1.7.4. La présence d’un matériel étranger |28]
Notamment ventilation mécanique, cathéter veineux central, sonde urinaire, sonde de

Foley.
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1.7.5. Une procédure invasive récente [24]

Un examen invasif est un examen médical requérant une effraction de la peau plus
importante qu'une simple ponction veineuse. Il peut étre désagréable (pas obligatoirement) et
nécessite parfois une anesthésie locale ou générale. Il peut nécessiter une hospitalisation et

comporte un certain nombre d'effets secondaires, voire de risque d'accident.

1.7.6. Une hospitalisation |28] [29]

Une hospitalisation en service de réanimation, de grands brtilés, ou d’hémato-oncologie,
Ce risque peut étre li¢ dans certains cas a une transmission croisée de souches multi-
résistantes. Les malades porteurs de bactéries multirésistantes (BMR) ne sont pas isolés avant
les 48 heures nécessaires a I’analyse bactériologique et le risque de dissémination d’une
souche multirésistante persiste durant cette période. De plus, le dépistage systématique

représente un colit non négligeable en charge de travail infirmier et en activité¢ de laboratoire.

1.7.7. Certains sites infectieux [30]

Par exemple les souches d’origine urinaire résistent dans plus de 50% des cas a la
ciprofloxacine, et les souches respiratoires de patients atteints de mucoviscidose résistent dans
plus de 70% des cas a ’amikacine, probablement en relation avec les traitements antibiotiques
regus pour des épisodes infectieux précédents.

D’autres facteurs de risque de résistance sont également retrouvés dans certaines études

-Un age avancé
-Une infection par le VIH

-une toxicomanie intraveineuse.

1.8. Epidémiologie de la résistance de Pseudomonas aeruginosa

1.8.1. Maroc [31]

Une étude prospective réalisée au sein du laboratoire de bactériologie de 1'hopital des
spécialités de Rabat (HSR) [hopital de 358 lits et pres de 3500 admissions par an] durant 11
mois. Les spécialités représentées sont la neurologie, la  neurochirurgie,

l'otorhinolaryngologie, 1'ophtalmologie et la réanimation.
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L'objectif de I'étude a été d'évaluer la prévalence de résistance a l'imipénéme par
production de métallo-B-lactamases (MBL) chez les souches de Pseudomonas aeruginosa et
d'Acinetobacter baumannii (Ab) isolées au laboratoire de bactériologie de 1'hopital des
spécialités de Rabat Maroc (HSR) dans différents prélevements biologiques pendant une

période d'une année.

Ont été incluses dans I'étude, toutes les souches non doublantes de Pseudomonas
aeruginosa et d'Ab isolées a partir des différents prélévements pathologiques a visée
diagnostique effectués chez les patients hospitalisés dans divers services de I'HSR.

L'isolement des souches a été réalisé sur quatre milieux de culture a savoir la gélose au
sang, gélose chocolat, gélose désoxycholate lactose (DCL) et milieu sélectif pour bacilles
pyocyaniques. L'identification a mis en ceuvre les techniques conventionnelles de
bactériologie (coloration de Gram, oxydase) et les caractéres biochimiques a I'aide de galeries
API20NE (BioM¢érieux, France).

Concernant les antibiotiques, en plus de I'imipénéme (IPM 10 pg) qui a fait l'objet de
I'é¢tude, d'autres molécules sont étudiées parallelement selon les recommandations du comité
de l'antibiogramme de la Société francaise de microbiologie (CA-SFM) telles ticarcilline
(TIC 75 pg), pipéracilline (PIP 75 pg), céftazidime (CAZ 30 ng), gentamycine (GM 15 pg),
tobramycine (TM 10 pg), amikacine (AK 30 pg), colistine (CS 50 ug), ciprofloxacine (CIP
5 ng) et doxycycline (DO 30 UI).

La sensibilité des isolats vis-a-vis des antibiotiques a été¢ déterminée par la méthode
standard de diffusion en milieu gélosé¢ de Miieller-Hinton selon les recommandations du CA-
SFM. Les souches ont été classées en catégorie sensible (S) ou résistante (R) en tenant compte
de la lecture interprétative de l'antibiogramme (celles de sensibilité intermédiaire ont été

classées dans la catégorie [R]).
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Les résultats obtenus sont

85 souches bactériennes (48 Pseudomonas aeruginosa et 37 Ab) ont été recueillies de
prélevements respiratoires (62 % des Ab et 44% des Pseudomonas aeruginosa)
essentiellement, de prélevements urinaires (22 % des Ab et 25 % des Pseudomonas
aeruginosa), de prélevements de pus (11 % des Ab et 29 % des Pseudomonas aeruginosa) et
de liquide céphalorachidien (5 % des Ab et 2 % des Pseudomonas aeruginosa) (Figure 10). Le
service de réanimation a été a l'origine de 76 % des souches d'Ab et 52 % des souches de

Pseudomonas aeruginosa suivi de loin par les services de Neurochirurgie (14 % ; 15 %), de
Neurologie (8 % ; 17 %) et dORL (3 % ; 13 %)
i
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Figure 10 Répartition des souches de Pseudomonas et Acinetobacter selon les prélevements

LCR liquide céphalorachidien.

Pv Resp prélévements respiratoires.
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Dans cette série, la prévalence de ce mécanisme de résistance est de 38 % pour Ab et de
27 % pour Pseudomonas aeruginosa. Celle-ci varie selon les pays et le micro-organisme en
question, elle a été respectivement de 33,3, 32 et 14,2 % en Turquie, en Amérique latine et en
Corée pour 4b et de 56,8, 17,5 et 11,4 % pour Pseudomonas aeruginosa [32]. Ces résultats
montrent que la fréquence de ces souches augmente de fagon inquiétante partout dans le
monde et leur émergence représente un sérieux risque épidémiologique pour au moins deux
raisons, d'une part ces MBL conférent non seulement la résistance a I'PM mais a toutes les
bétalactamines et aux autres classes d'antibiotiques comme les aminosides, et d'autre part les
geénes codant pour ces enzymes sont portés par des intégrons qui peuvent se transmettre
horizontalement a d'autres souches.

Le pourcentage des souches productrices de MBL au sein des souches résistantes a
I'TPM est illustré dans le Tableau 10 et la lecture interprétative des antibiogrammes a révélé
que ces souches sont ¢galement résistantes aux autres antibiotiques testés a l'exception de la

DO et la CS pour 45 et la CS pour Pseudomonas aeruginosa.

Tableau 10 Taux de résistance a I'lPM et pourcentage des souches productrices de métalloenzymes

Souches bactériennes Taux de résistance a I'IPM | Production de métalloenzymes
Ab (37) 57 % (21/37) 38 % (8/21)
Pseudomonas aeruginosa (48) | 23 % (11/48) 27 % (3/11)

1.8.2. Etats-Unis [33]

Dans 1’étude du NNIS réalisée entre 1998 et 2003, la médiane des taux de résistance a la
pipéracilline était de 14,3% des souches isolées dans les services de soins intensifs et de 9,2%
des souches isolées des autres services. Les médianes des taux de résistance a la ceftazidime
¢taient dans ces mémes services respectivement de 10,8% et 7%, celles de I’'imipénéme de

13,2 % et 10%, et celles de la ciprofloxacine de 29,3% et 27,4%. On note surtout une
progression importante de la résistance entre les périodes 1998-2002 et ’année 2003 cette
augmentation est de 20% pour la résistance a la ceftazidime, de 15% pour la résistance a

I’imipéneme, et de 9% pour la résistance a la ciprofloxacine.
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1.8.3. Europe [34]
La résistance aux antibiotiques de Pseudomonas aeruginosa est €levée partout dans

I'Europe, prés des trois quarts des pays (figure 11-14).
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Figure 11 Proportion des résistance aux a pipéracilline de Pseudomonas aeruginosa dans les pays de
I'union européen en 2008, donnée EARSS
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Figure 12 Proportion des résistance a céftazidime de Pseudomonas aeruginosa dans les pays de
I'union européen en 2008, donnée EARSS
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Figure 13 Proportion des résistance aux fluoroquinolones de Pseudomonas aeruginosa dans les pays de
I'union européen en 2008, donnée EARSS
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Figure 14 Proportion des résistance aux aminolycosides de Pseudomonas aeruginosa dans les pays de l'union
européen en 2008, donnée EARSS
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1.9. Impact de la multirésistance sur la morbidité et la mortalité des patients infectés
[35].

Jusqu’a présent, il n’a pas été démontré que les BMR ¢étaient plus ou moins virulentes
que les bactéries sensibles de méme espece. Cependant, il a été récemment montré que, selon
I’espece, 2/3 a 3/4 des patients pour lesquels une BMR est isolée de préleévements a visée
diagnostique sont effectivement infectés par cette bactérie. Le risque d’infection par BMR
augmente avec le nombre et la durée des procédures invasives.

Les infections a BMR entrainent des durées de séjour supérieures a celles constatées
pour les infections nosocomiales a bactéries sensibles de la méme espéce.
Le retard a I’instauration d’un traitement efficace, 1ié a la multirésistance, constitue un facteur
de risque de surmortalité en cas d’infection grave. La multirésistance peut rendre difficile le
traitement de certaines infections qui nécessitent le recours a une antibiothérapie tres
prolongée, généralement par voie orale, ou a des antibiotiques de bonne diffusion tissulaire.
Enfin, I’adaptation progressive des bactéries aux antibiotiques, et 1’augmentation de la
pression de sélection par les derniers antibiotiques actifs qui en découle, rendent probable, a

court terme, la survenue d’impasses thérapeutiques.

1.10 Pouvoir pathogéne de Pseudomonas aeruginosa [36]
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Figure 15 Facteurs de virulence de Pseudomonas aeruginosa
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La pathogénie de Pseudomonas aeruginosa est

liée a

la production de nombreux

facteurs de virulence membranaires et extracellulaires. Les facteurs de virulence sont des

molécules qui permettent

a la bactérie de survivre et de se multiplier dans différents microenvironnements,

en particulier chez I’hdte (tableau 11). Les facteurs de virulence de surface incluent le

flagelle, le pilus, et le LPS. Les facteurs secrétés comportent les produits extracellulaires

(protéases, hemolysine, Exotoxine A,...), les protéines du systéme de sécrétion de type

III, les molécules du " Quorum sensing " et I’alginate.

Tableau 11 Principaux facteurs de virulence de Pseudomonas aeruginosa [37]

Facteur Activité Cible Régulation Effet
Exotoxine A ADP- EF-2 Fer | Quorum Nécrose tissulaire
ribosylation sensing
Elastase B Protéolyse Elastine, Quorum Nécrose tissulaire. Anti défenses
Ig sensing infectieuses
Phospholipase Hydrolyse Surfactant Anti-clairance
Rhamonolipides | Détersion Surfactant | Quorum Anti-clairance
sensing
Flagelle Mobilité Chimiotactisme | Diffusion tissulaire
Exotoxine S ADP- Contact cellulaire Antiphagocytose,
ribosylation Invasion tissulaire, Inflammation
Exotoxine U Adénylate Contact cellulaire Antiphagocytose
cyclase Inflammation
Pyoverdine Captage de fer invasion
Pyochéline fer

1.10.1 Facteurs de virulence membranaire

Parmi les facteurs membranaires on cite le flagelle, le facteur d’adhésion (pili de type IV), le

LPS, la porine OprF et I’exopolysaccharides.
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A- Flagelle [38]
Pseudomonas aeruginosa produit un flagelle monotriche polaire indispensable a la

mobilité bactérienne. La flagelline est la principale protéine constitutive du flagelle, elle
joue un rdle important dans I’induction de la réponse proinflammatoire de I’hdte . Le
flagelle s’agrandit par I’addition de sous-unités de flagelline a I’extrémité la plus ¢loignée du
corps cellulaire. Ces sous-unités diffusent a travers le domaine creux du flagelle, atteignant
ainsi son extrémité (Figure 16). Le flagelle joue un role au stade initial de [D’infection

pulmonaire, permettant ’adhérence des bactéries aux cellules épithéliales respiratoires.
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Figure 16 Structure d’un flagelle bactérien [39]
B- Pili polaires [40]

Pseudomonas aeruginosa exprime un nombre limité¢ de pili polaires. Le pilus est une
petite structure filamenteuse d’environ 6 nm de diamétre constituée d’empilements de
monomeres de la protéine appelée piline . Les pili de Pseudomonas aeruginosa sont parmi
les rares pili procaryotes impliqués dans la motilit¢ bactérienne. Les pili de type IV, par
leurs propriétés rétractiles, permettent a Pseudomonas aeruginosa d’envahir les surfaces
hydratées et de coloniser rapidement les voies respiratoires. Le pilus facilite aussi I’adhésion
bactérienne aux cellules ¢épithéliales en se liant au récepteur Asialo-GMI1 et est

indispensable a la virulence de Pseudomonas aeruginosa.
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Figure 17 Structure de pilus de type IV de Pseudomonas aeruginosa (Craig L et al. 2006)
C- Lipopolysaccharides [41]

Le LPS ( figure 18) est un composant essentiel de la paroi bactérienne de
Pseudomonas aeruginosa. 11 est constitu¢ d’un lipide A, une région hydrophobe permettant
I’ancrage de la structure dans la membrane externe, d’un cceur oligosaccharidique et de
I’antigéne-O, une partie polysaccharidique variable débordant de la membrane externe . Le
lipide A posséde des propriétés toxiques correspondant a 1’endotoxine des bactéries
Gram négatif et est responsable d’une stimulation excessive du systéme immunitaire
pouvant provoquer un choc septique et conduire a la mort. La variabilit¢ de I’antigéne-O
est responsable de la spécificité antigénique O au sein d’une méme espece bactérienne.
Selon que I’antigéne O est présent ou absent sur le cceur oligosaccharidique, on parle
respectivement de phénotype lisse ou rugueux. Le phénotype lisse a été souvent décrit
comme plus virulent par rapport a un mutant isogénique possédant un phénotype

rugueux.
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Figure 18 Structure du lipopolysaccharide [42]

D- Exopolysaccharides [43]
Exopolysaccharides sont des polymeéres a haut poids moléculaire qui sont constitués de

résidus de sucre et sont sécrétées par Pseudomonas aeruginosa dans le milieu environnant.
Pseudomonas aeruginosa synthétise un large spectre de polysaccharides multifonctionnel
comprenant des polysaccharides intracellulaires, les polysaccharides structuraux et des
polysaccharides extracellulaires ou exopolysaccharides. La principale fonction est la
résistance a la phagocytose.
E- La protéine OprF

La protéine OprF de la membrane externe de Pseudomonas aeruginosa est une
porine majeure. Il s’agit d’une protéine bifonctionnelle possédant une activité porine a travers
son canal a eau et jouant le réle de protéine de structure importante au maintien de

I’intégrité bactérienne.
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Cette protéine forme un nombre limit¢ de larges canaux au niveau de la membrane
externe de Pseudomonas aeruginosa. Le diamétre du canal OprF est de 2 nm et permet la
diffusion de polysaccharides ayant un poids moléculaire compris entre 2000 et 3000
daltons [44]. OprF possede un rdle structural déterminant dans la morphologie bactérienne
et dans la capacité des bactéries a croitre dans un milieu a faible osmolarité¢ . I1 a été
démontré également qu’OprF contribue a [D’adhérence bactérienne aux cellules
épithéliales pulmonaires et facilite ainsi I’interaction de Pseudomonas aeruginosa avec
I’épithélium en favorisant la colonisation de 1’épithélium respiratoire et I’initiation de

I’infection pulmonaire [45].

1.10.2 Facteurs de virulence enzymatiques

A- Exoenzymes a travers le systéeme de sécrétion de type 111 [46]
Pseudomonas aeruginosa utilise un systéme de sécrétion de type III qui est un

déterminant majeur de la virulence et permet a la bactérie d’injecter ses toxines dans la
cellule hote. Les protéines secrétées via le systeme de sécrétion de type III (ainsi que via le
systeme de sécrétion de type I) sont transloquées a travers les deux membranes de
I’enveloppe cellulaire en une seule étape sans intermédiaire périplasmique. Ce systéme de
sécrétion, provoquant des infections aigués, nécessite le contact des pili bactériens a la
cellule épithéliale pour étre activé.

Pseudomonas aeruginosa secrete quatre exoenzymes a travers le systéme de sécrétion de

type III

& ExoS, une ADP-ribosyltransférase, nécessaire a la destruction des tissus au
site de I'inflammation et a la dissémination bactérienne. ExoS pourrait aussi
contribuer a [Dinflammation pulmonaire en stimulant la prolifération
lymphocytaire [47] .

& ExoT, une exotoxine qui semble interférer avec 1’organisation des filaments
d’actine, empéche [I’exocytose, la progression du cycle cellulaire et la
phagocytose [48].

& ExoU, une toxine nécrotique qui détruit les membranes cellulaires induisant la

perméabilité des cellules épithéliales, des macrophages et des fibroblastes [49].
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& ExoY, une adenylate cyclase induisant une accumulation d’AMP cyclique dans les

cellules intoxiquées de I’hote [50].

B- Enzymes protéolytiques (Elastases, protéase IV et protéase alcaline)
Pseudomonas aeruginosa sécréte quatre types de protéases agissant en synergie pour

dégrader les protéines et interférer avec le systéme immunitaire de 1’hote. Ces exoprotéases
sont les deux ¢lastases, la protéase IV et la protéase alcaline; toutes ces enzymes ont des
substrats protéiques différents.

La contraction et le relichement du tissu pulmonaire repose sur les propriétés
d’¢élasticité de 1’¢lastine, le composant majeur du tissu pulmonaire. L’activité élastase de
Pseudomonas aeruginosa est médiée par I’action combinée de deux enzymes protéolytiques,
LasA et LasB contrdlé par le quorum sensing. Cette activité conduit a la destruction de tissu
pulmonaire. L’¢lastase LasB est une métalloprotéase a zinc sécrétée par le systeéme de
sécrétion de type II, également capable de moduler la réponse immunitaire en inactivant les
IgA et les IgG, des composants du complément, la fibrine et le collagéne [51]. L’¢lastase
LasA est une protéase a sérine agissant en synergie avec LasB pour dégrader I’¢lastine. LasA
coupe 1’¢lastine, et la rend ainsi plus accessible a 1’action d’autres protéases comme LasB et
la protéase alcaline et 1’¢lastase du neutrophile [52].

La protéase IV (lysyl endopeptidase) est aussi une protéase a sérine codée par le gene
prpL. Elle est impliquée dans la dégradation de nombreuses protéines comme le fibrinogene,
la plasmine, le plasminogéne, 1I’immunoglobuline, les composantes du complément et
I’épithélium cornéen [53].

La protéase alcaline est une métalloprotéase codée par le géne aprA et contrdlée par le
quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa. Elle constitue la seule exoprotéase sécrétée par
le systéme de sécrétion de type 1. Elle dégrade efficacement les composantes du complément
ainsi que les cytokines impliquées dans la réponse immune et inflammatoire comme I’'INF-y

et le TNF-a [54].
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C- Enzymes lipolytiques (Lipase, estérase et phospholipase C)
Le systéme lipolytique de Pseudomonas aeruginosa comprend troisenzymes; la lipase

A, l’estérase A et la phospholipase C qui hydrolysent les esters de glycérols des acides gras a
chaine longue et a chaine courte [55]. Ces activités enzymatiques permettent a la bactérie
d’utiliser une panoplie de substrats lipidiques.

Par définition, les lipases sont les carboxylestérases catalysant la formation et le clivage
des acylglycérols a chaine longue. Le rdle de lipases microbiennes dans la pathogénie et dans
la formation de biofilm a déja été démontré [56]. La lipase A de Pseudomonas aeruginosa est
sécrétée via le systéme de sécrétion de type II et hydrolyse les esters carboxyliques des acides
gras a chaine courte, insolubles comme trieoyl glycérol et p-nitrophénylpalmitate. La pré-
lipase cytoplasmique contient une séquence signal typique permettant 1’exportation via la
machinerie. Dans le périplasme, la lipase adopte une conformation active assistée par la
chaperone intermoléculaire spécifique Lif et par les catalyseurs accessoires non spécifiques
incluant les protéines Dsb qui catalysent la formation des ponts disulfures. Une fois active, la
lipase est transportée dans le milieu extracellulaire via la machinerie de sécrétion tres
complexe Xcp composée de 12 protéines différentes. La régulation de I’expression de la
lipase de P. a est complexe et partiellement connu. Le régulateur global GacA active la
transcription du régulateur de quorum sensing RhIR qui a son tour active la transcription du
systetme de régulation a deux composantes LipQ/R et qui répond a des stimuli
environnementaux inconnus [57].

L’estérase de Pseudomonas aeruginosa est attachée a la membrane externe; le domaine
catalytique est exposé a la surface et hydrolyse de préférence les acyl thio- ou oxyesters a
chaine longue. L’estérase A de Pseudomonas aeruginosa est la premiére enzyme identifiée
dans la membrane externe excrétée dans le milieu extracellulaire via la machinerie du systéme
de sécrétion de type IV.

Les phospholipases sont des enzymes extracellulaires thermolabiles [58]. Trois
phospholipases C ont ¢été identifiées chez Pseudomonas aeruginosa avec une spécificité de

substrat différente [59].
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La premicre phospholipases C est non-hémolytique dénommée PIcN et hydrolyse la
phosphatidylcholine etla phosphatidylsérine. La deuxiéme phospholipases C est hémolytique
et appelée PlcH [60]. Il s’agit d’une enzyme multifonctionnelle puisqu’elle hydrolyse la
phosphatidylcholine et la sphingomyéline mais posséde ¢€galement une activité
sphingomy¢line synthéase [61]. Finalement, la troisieme phospholipases C dénommée PlcB
hydrolyse phosphatidyléthanolamine et la phosphatidylcholine. Les PIcN et PlcH agissent
préférentiellement sur la phosphatidylcholine et permettent la colonisation bactérienne des
poumons.La PlcB est impliquée dans la mobilit¢ bactérienne de type twitching chez
Pseudomonas aeruginosa suivant un gradient de dérivés de la phosphatidyléthanolamine et de
la phosphatidylcholine [62].

Une activité synergique de la lipase A et la phospholipases C hémolytique PlcH de
Pseudomonas aeruginosa mene a la dégradation compléte du principal surfactant pulmonaire,
le lipide dipalmitoylphosphatidyl-choline [57].

D- Pyocyanine

La pyocyanine est un pigment bleu sécrété par la bactérie et impliqué dans de
nombreux mécanismes de pathogénicité [63]. Elle réprime la réponse immunitaire de la
cellule héte, induit ’apoptose des neutrophiles [64] et induit la production d’IL-8 [65].

Son importance dans la virulence de Pseudomonas aeruginosa a ¢ét¢ démontrée lors
d’infections sur modéle animal [66]. Ses propriétés oxydoréductrices lui permettent d’oxyder
la glutathione, d’inactiver la catalase des cellules épithéliales bronchiques et ainsi de

participer aux lésions liées au stress oxydatif [67].

E- Pyoverdine
La pyoverdine est un sidérophore jouant également un réle important dans la virulence

de Pseudomonas aeruginosa [68], notamment par régulation de I’expression d’autres facteurs

de virulence comme 1I’exotoxine [69].
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1.10.3 Biofilm [70]
A- Définition

La définition d’un biofilm a beaucoup évolu¢ depuis sa découverte attribuée a Van

Leeuwenhoek au 17¢me siecle. En effet, il aurait observé, pour la premiere fois, en
utilisant son microscope certes primitif, des micro-organismes adhérés a la surface des dents.
Plus récemment, les travaux de Claude E. Zobell, un des pionniers de la recherche sur les
biofilms, ont grandement contribu¢ a 1’¢laboration du concept d’attachement bactérien.

Les chercheurs sont toujours en désaccord sur certains points mais une définition
communément admise est celle de Donlan et Costerton (Donlan et Costerton, 2002) « un
biofilm est une communauté microbienne sessile caractérisée par des cellules attachées de
maniere irréversible a un substrat, une interface ou tout simplement entre elles, enrobées
d’une matrice extracellulaire de substances polymériques (en général d’exopolysaccharides)
qu’elles ont elles-mémes produites et qui présentent un phénotype particulier en terme de taux
de croissance et de transcription de génes.

Les surfaces pouvant servir de support peuvent étre de différentes natures roches,
canalisations plastiques ou métalliques, muqueuses de I’organisme (cas de Pseudomonas
aeruginosa dans les alvéoles pulmonaires de patients atteints de la mucoviscidose)

Les biofilms se forment ainsi a I’interface surface/liquide, mais peuvent également étre
observés a I’interface air/liquide. Les flocs ou agrégats sont également considérés comme des
biofilms.

La structure du biofilm est renforcée par la matrice extra-cellulaire d’exopolymeéres,
constituée essentiellement d’exopolysaccharides (EPS) I’alginate chez Pseudomonas
aeruginosa.

Cette matrice englobe d’autres molécules de nature organique et inorganique, jouant
¢galement un réle dans la résistance aux stress environnementaux, par exemple I’ADN
extracellulaire, les protéines et les ramnolipides.

Cette matrice représente 85% du volume total et permet au biofilm de conserver une
grande plasticité. Au sein du biofilm, les bactéries sont regroupées en microcolonies séparées
par des canaux aqueux. Ce réseau de canaux assure le transport du dioxygeéne et des

nutriments ainsi que I’évacuation des déchets.
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Ainsi, les constituants solubles capables de diffuser a travers la matrice peuvent étre
utilisés par les bactéries. Un gradient de nutriments et de dioxygene est observable depuis le
sommet du biofilm jusqu’a sa base ou régne un micro-environnement anacrobie.

Cette observation conforte I’idée selon laquelle I’état métabolique d’une bactérie a
I’intérieur d’un biofilm dépend de sa localisation au sein de la structure.

Le mode de développement en biofilm est pour le micro-organisme un moyen de lutter
pour sa survie dans un environnement hostile. En effet, cette organisation présente de
nombreux avantages.

Tout d’abord, et bien évidemment, celui de la protection vis-a-vis de I’environnement.

En effet, comme il a été expliqué plus haut, la population bactérienne est enrobée d’une
matrice compos€e principalement d’EPS qui fait partie intégrante de 1’organisation
structurelle du biofilm. Il a été montré que la matrice d’EPS pouvait physiquement empécher
I’entrée de certains agents antimicrobiens a I’intérieur du biofilm, en agissant comme un
¢changeur d’ions par exemple, et ainsi réduisant la diffusion de composés depuis le milieu
extérieur vers I’intérieur du biofilm. Il a également été montré que le mode de développement
sous forme de biofilm protégeait de différents stress environnementaux comme les radiations
ultra violettes, la présence de métaux lourds, les variations de pH , les chocs osmotiques et la
dessiccation, la phagocytose et contre plusieurs antibiotiques et agents antimicrobiens.

Une autre caractéristique peut étre celle de la coopération métabolique. En effet, il est
tres fréquent de trouver différentes especes au sein d’un méme biofilm. Leur proximité facilite
les échanges de substrats et 1’évacuation ou la distribution de produits métaboliques. Les
biofilms fournissent un environnement idéal pour 1’établissement de relations syntrophiques
(symbiose particuliere ou deux types de bactéries métaboliquement différents dépendent 1’'un

de I’autre pour utiliser certains substrats).

B- Formation du biofilm
Un modele de formation du biofilm communément admis chez Pseudomonas

aeruginosa est présenté dans la figure 19. Il comporte quatre étapes  I’adhésion dite
réversible, I’adhésion irréversible, la maturation et le détachement.
Pour aboutir a I’étape d’adhésion réversible, la bactérie doit dans un premier temps

approcher le support. Des mécanismes dans lesquels la cellule n’est pas active interviennent :
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Mouvement brownien, sédimentation et transfert de masse par convection, mais aussi des
mécanismes ou la cellule est active comme le chimiotactisme et la mise en place d’appendices
générateurs de mouvement tels que les flagelles. Cette approche conduit a un attachement
transitoire pendant lequel la bactérie va chercher a «évaluer » la surface sur laquelle elle se
trouve. A ce stade (entre 20 et 50 nm du support), ’adhésion dite réversible, est due aux
forces de Van der Waals, aux forces acide-base de Lewis et aux forces électrostatiques. Les
bactéries peuvent alors €tre remises en suspension sous ’effet des mouvements browniens,
des forces de cisaillement du flux de liquide ou encore de la mobilité¢ intrinseéque des cellules.

Dans un deuxieéme temps, une association stable avec la surface s’établit grace a des
structures adhésives telles que des adhésines filamenteuses (fimbriae, pili) ou non (EPS,
capsule,...) et a la mise en place de nombreuses liaisons de faible énergie comme les liaisons
hydrogéne, hydrophobes et les liaisons ioniques.

L’attachement irréversible établi, des micro-colonies vont pouvoir se former. Les
bactéries adhérées vont se multiplier et synthétiser une matrice extracellulaire d’EPS dans
laquelle elles se retrouveront incluses.

Le biofilm va ensuite entrer en phase de maturation. C’est lors de cette étape qu’il va
prendre la forme de « champignon », caractéristique chez Pseudomonas aeruginosa, et que le
réseau de canaux aqueux va se mettre en place.

Enfin vient I’étape de détachement au cours de laquelle des cellules vont étre libérées

sous forme planctonique pour la colonisation de nouvelles surfaces.
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Figure 19 Représentation schématique des différentes étapes de formation d’un biofilm de Pseudomonas

a

aeruginosa et visualisation par microscopie a transmission 1 adhésion réversible, 2 adhésion
irréversible/formation de micro-colonies, 3 et 4 maturation, 5 déta

1.11 Régulation de I’expression des facteurs de virulence ou « Quorum sensing »
[72]
Pseudomonas aeruginosa est une bactérie opportuniste responsable de diverses

infections nosocomiales. L’expression des geénes de virulence au site de I’infection joue un
role dans la physiopathologie de ces infections. La transcription de nombreux génes de
virulence de Pseudomonas aeruginosa est sous le contrdle d’un mécanisme de régulation
dépendant de la densité bactérienne, appelé quorum-sensing (QS). Deux systémes de QS,

nommés las et rhl, ont ét¢ identifiés chez Pseudomonas aeruginosa.
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Chaque systéme se définit par un couple composé d’une protéine régulatrice et d’une
enzyme autoinductrice  LasR/Lasl pour le systéme las et RhIR/RhIl pour rhl. L’enzyme
autoinductrice contribue a la synthese de petites molécules, les acylhomosérine lactone (AHL)
qui diffusent facilement de bactéries a bactéries. Lorsque le taux d’AHL atteint un seuil
critique, les AHL se lient a la protéine régulatrice. Le complexe ainsi formé active la
transcription de plusieurs facteurs de virulence. Cette activation permet d’amplifier et de
synchroniser la virulence a I’ensemble de la population bactérienne (figure 20). Les AHL
possedent une activit¢ immunomodulatrice propre qui joue aussi un rdle dans Ia
physiopathologie de D’infection. Le rdle du QS a ¢été démontré expérimentalement sur
différents modeles animaux d’infections a Pseudomonas aeruginosa. Chez 1’Homme,
I’expression du QS et la présence d’AHL ont été détectées dans des prélévements respiratoires
de patients atteints de mucoviscidose et infectés a Pseudomonas aeruginosa.

L’importance du QS au cours d’autres infections restent encore a démontrer. En
conséquence, la connaissance des mécanismes moléculaires du QS offre I'opportunité de
développer de nouvelles cibles thérapeutiques dont 1’objectif consistera a atténuer la virulence

des souches au cours de I’infection.

Cellule émettrice cellule réceptrice

- @

Figure 20 Mécanisme de régulation de la densité bactérienne QS [73]

59



1.12 Diagnostic biologique [1]

A. Prélevements
Les prélevements effectués : Pus, urines, LCR, crachats, sérosités purulentes, sang,

expectorations bronchiques.

B. Culture
Pseudomonas aeruginosa se développe facilement sur milieux ordinaires en aérobiose

stricte. La culture est possible a 41°C. Colonies ont une fluorescence sous lumicre
ultraviolette, odeur fruitée. 11 est mobile grace a un cil polaire. Pour les prélévements
plurimicrobiens ou surtout pour les isolements a partir des liquides en hygiéne hospitaliére ou
pour le controle des eaux, il est bon d'utiliser le milieu sélectif au cétrimide.

Sur les milieux ¢lectifs pour entérobactéries, il forme des colonies "lactose -". Le milieu
de Kligler en particulier apparait rouge en surface (lactose -) et inchangé en profondeur (pas
de culture en anaérobiose et pas de production d'H,S). En surface, la culture présente des
reflets métalliques assez évocateurs.

Les colonies de Pseudomonas aeruginosa (figure 21) sont de trois types
1) Les colonies 'la' (large) sont grandes, rugueuses avec un centre plus bombé (colonies en
ceufs sur le plat) et un bord irrégulier. Trés souvent, les colonies 'la' présentent de petites
plages d'autolyse donnant un reflet iris€ ou métallique  caractéristique.
2) Les colonies ‘sm’ (small) sont rondes, petites, convexes et lisses.
3) Les colonies muqueuses sont bombées, opaques visqueuses, filantes, ou parfois coulantes.
Elles possedent une pseudocapsule constituée d'alginate.

Les souches isolées de prélevement cliniques donnent généralement des colonies 'la’
alors que les souches isolées de I'environnement donnent le plus souvent des colonies sm.
Dans les subcultures, les colonies 'la' donnent souvent des colonies sm alors que la variation
inverse est beaucoup moins fréquente. Les colonies muqueuses, les plus rares, sont formées
par des souches isolées de l'appareil respiratoire (patients atteints de mucoviscidose) ou du

tractus urinaire.
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La production de pigment (pyocyanine et pyoverdine) facilite grandement le diagnostic.
La production de pyocyanine suffit méme a identifier 1'espeéce mais rappelons que 5 a 10% de
Pseudomonas aeruginosa sont non pigmentés et 1% produisent un pigment rouge ou noir.

Pour les souches atypiques, le diagnostic peut avoir recours a l'ensemencement d'une

galerie API 20NE.

Figure 21 Aspect des colonies de Pseudomonas aeruginosa [74]
C. Caracteres biochimiques

La production d'oxydase est un caractére d'orientation important. Au besoin,
l'auxanogramme permet de différencier l'espéce dans le genre. Aérobiose stricte, mobilité,
pigment vert, oxydase + et non fermentation de sucres sont des ¢léments d'identification
importants.

Pseudomonas aeruginosa n'est pas capable de fermenter les sucres mais peut les
attaquer (le glucose en particulier) par voie oxydative, entrainant une acidification du milieu.
Les milieux MEVAG (Milieu pour I'étude de la Voie d'Attaque des Glucides) ou de Hugh et
Leifson sont spécialement destinés a mettre cette propriété en évidence.

D'autres caracteres sont utiles pour le diagnostic d'espéce Indole (-), urée (-), TDA (-)
(tryptophane-désaminase), HS (-), gélatine (+), ONPG (-) (orthonitrophényl-galactose),

Nitrate-réductase (+), LDC (-) (Lysine-décarboxylase), ODC (-) (Ornithine-
décarboxylase), ADH (+) (Arginine-deshydrogénase).

Pseudomonas aeruginosa est capable d'utiliser de nombreux substrats carbonés comme
seule source de carbone et d'énergie  glucose, acide lactique, acide acétique, arginine,

mannitol, citrate, malonate ...
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La réalisation d'un test d'assimilation des substrats carbonés ou auxanogramme est utile

pour reconnaitre l'espece et différencier les biotypes.

D. Sérotypage
4+ Méthodes phénotypiques

Si les méthodes phénotypiques et les données de I’antibiogramme sont adaptées a
I’identification et a I’étude de leur sensibilité aux antibiotiques, elles ne sont pas assez
discriminantes pour des ¢tudes épidémiologiques [75]. En effet, les caractéristiques
phénotypiques ne sont pas toujours exprimées ou peuvent varier avec le temps acquisition de
résistances ou apparition de souches non ou polyagglutinables avec Pseudomonas aeruginosa
[76].

La méthode de sérotypage, particuliecrement simple, fondée sur la reconnaissance de 17
antigenes lipopolysaccharidiques O différents, est une méthode de typage de premicre
intention toujours valable pour Pseudomonas aeruginosa. La souche de référence PAOI, dont
le génome a été entiérement séquencé [77], est une souche de sérotype O 5. A partir de deux
collections de souches, des chercheurs ont analysé la diversité génétique des régions codant la
biosynthese de I’antigene O ils ont montré que le G + C % des différents génes codant les
sérotypes O est compris entre 46 et 55 alors que le G + C % total de Pseudomonas aeruginosa
est de 67. Cette constatation suggere une acquisition ancestrale de type horizontal du matériel
génétique codant les sérotypes O. [78].

Les sérotypes majoritaires sont O 3, O 6, O 1, O 11. Certains sérotypes sont plus
fréquemment impliquées dans des épidémies hospitalieres et s’averent plus résistants aux
antibiotiques O 11, O 12.

4+ Méthodes génotypiques

Ces derni¢éres années, les outils de biologie moléculaire ont permis d’affiner
I’épidémiologie descriptive comme la mise en évidence de la diffusion clonale de
Pseudomonas aeruginosa de sérotype O 12, ainsi que I’évolution de la résistance de
Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques. Ils ont également permis de mieux investiguer les
sources et réservoirs de ces bactéries ainsi que leurs modes de transmission chez les patients.

Les marqueurs moléculaires a privilégier doivent étre hautement reproductibles et

discriminants. De plus, ces méthodes doivent étre de réalisation aisée et rapide.
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Selon la Society for Health Care Epidemiology of America [79], 1’électrophorése en
champ puls¢ (ECP) constitue la méthode de référence pour le typage de Pseudomonas
aeruginosa [80]. Cette technique est trés discriminante, permettant notamment de détecter des
variations de l'ordre de 20 % des fragments sur des isolats successifs de Pseudomonas
aeruginosa collectés pendant deux ans chez des patients atteints de mucoviscidose [81].
D’autres méthodes de typage moléculaire ont ¢été décrites comme les techniques
d’amplification génique aléatoire (AP-PCR, RAPD) [82] et la ribotypie. Les techniques
d’amplification géniques aléatoires, bien que moins discriminantes que I’ECP, sont des
techniques plus rapides qui permettent un premier criblage des isolats. La ribotypie est une
technique stable dans le temps, utilisable lors de phénoménes épidémiques et pouvant étre
automatisée mais son pouvoir discriminant est un peu moindre que I’ECP [83].

La sélection des isolats pour le typage et I’analyse des données (au mieux avec ’aide
de systémes informatiques) doivent étre réalisées selon les recommandations internationales
[84]. A elles seules, les techniques de biologie moléculaire, bien que performantes
techniquement, sont insuffisantes pour permettre une analyse détaillée de I’épidémiologie de
ces bactéries hospitalieres. En effet, I'interprétation finale des résultats doit absolument
prendre en compte I’ensemble des données épidémiologiques, notamment la chronologie

d’isolement et le mode de transmission suspecté.

E. Sérodiagnostic [85]
Il n'a guere d'intérét dans les infections aigués car l'isolement de la souche est facile

mais peut étre intéressant pour différencier une infection chronique d'une colonisation
occasionnelle, en particulier pour les malades atteints de mucoviscidose. On cherche les
anticorps par ¢lectrosynérese, par technique ELISA ou par western-blot en présence d'une
n n 1yAnT 1 A ! ! 4 1

soupe" antigénique, constituée d'un ultrasonat d'un mélange de cultures de plusieurs

sérotypes.
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F. Réalisation d'antibiogramme [86]
La réalisation d'antibiogramme par diffusion pour Pseudomonas aeruginosa ne

requiert pas de précautions particulieres et peut é&tre aisément réalisée sur le milieu
standard de Mueller-Hinton. On veillera simplement a ne pas utiliser un inoculum trop
lourd, qui ne permet pas d'obtenir des colonies juste confluentes.

La standardisation de l'inoculum se fait a partir d'une culture en phase
exponentielle de croissance (10° bactéries/ml) diluée de facon a obtenir 10° bactéries/ml.

Les mécanismes de résistance de Pseudomonas aeruginosa pouvant associer une
diminution de la perméabilité, diverses béta-lactamases, en particulier la
céphalosporinase, et, récemment découverte, une accélération du systeme d'efflux des
béta-lactamases se traduisant par leur excrétion excessive par la bactérie, expliquent les
phénotypes de résistance tres divers qui peuvent étre observés et il est extrémement
difficile, sur la base des CMI publiées dans la littérature, d'établir une hiérarchie parmi
les molécules anti-pyocyaniques existantes. De plus, le contexte épidémiologique,
variable d'un hoépital a l'autre et méme d'un service a l'autre, rend aléatoire toute
prévision de sensibilité. Une revue récente de synthése, faite le point de l'activité des
différents antibiotiques actifs sur Pseudomonas aeruginosa.

La liste des antibiotiques a tester figure dans le tableau 12. Pseudomonas
aeruginosa ¢tant naturellement résistant a de nombreux antibiotiques, en particulier en
raison de la production d'une béta-lactamases chromosomique a bas niveau, toute
sensibilit¢é a une aminopénicilline, a une CI1G ou C2G doit évoquer une erreur
d'identification. Il en va de méme face a une sensibilité¢ a la kanamycine, chloramphénicol,
tétracycline, triméthoprime, rifampicine ou quinolone de premiere génération.

Tableau 12 Antibiotiques ainclure dans un antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa

Béta-lactamines Aminosides Fluoroquinolones Autres ou alternatives
Ticarcilline Tobramycine Norfloxacine Fosfornycine
(Ticarcilline +ac. Amikacine Pour les infections urinaires. Cefsulodine
Clavulanique) Gentamicine Ciprofloxacine Céfopérazone
Pipéracilline Nétilmicine Colimycine
(Pipéracilline +
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Tazobactam)
Aztréonam Latamoxef
Céfépime

Ceftazidime

Imipénérne

Tableau 13 Récapitulatif des phénotypes de résistance de Pseudomonas aeruginosa aux béta-lactamines

Phénotype de résistance TIC | PIP | CFP | CFS | CAZ | ATM | CPI | IPM
Pénicillinase R R R R S S S S
Céphalosporinase

hyperproduite

o "modérée" R R R R R R S S

o haut niveau

Imperméabilité R A% A% A% S S S S

Porine D2 S S S S S S S R
TIC = ticarcilline; PIP = pipéracilline; CFP = céfopérazone; CFS = cefsulodine; CAZ = ceftazidirne, ATM

= aztréonarn IPM = irnipénérne; CPI = céfépime; R = résistant ; S = sensible ; V = sensibilité variable,
incluant la possibilité d'une sensibilité dirninuée.

Les phénotypes de résistance aux béta-lactamines (tableau 13) sont les suivants

1. Phénotype sauvage  Résistance a aminopénicilline, C1G, C2G. Sensibilit¢ a
carboxypénicilline, uréidopénicillines, ceftazidime, ceftriaxone, cefsulodine, céfopérazone,
aztréonam, latamoxef, céfépime, imipéneme.

2. Phénotype '"pénicillinase" Ilest li¢ a la production de béta-lactamase de type PSE,
TEM ou OXA.

Résistance a carboxypénicillines, uréidopénicillines, céfopérazone, cefsulodine.

Sensibilité a ceftriaxone, latamoxef, aztréonam, ceftazidime, imipéneme, céfépime.

3. Phénotypes céphalosporinase hyperproduite (figure 22)

65



La production de cette enzyme est inductible ou résulte d'une dérépression stable
consécutive a une mutation. L'apparition récente de céphalosporines de 3° génération
beaucoup plus stables aux céphalosporinases tel le céfépime, oblige a différencier deux
phénotypes

"céphalosporinase hyperproduite” modérément  résistance a toutes les béta-
lactamines, sauf au céfépime eta l'imipénéme ;

"céphalosporinase hyperproduite» a trés haut niveau résistance a toutes les béta-
lactamines sauf a I’imipéneme.
4. Phénotype «imperméabilité »

Résistance aux carboxypénicillines, sensibilité variable aux autres béta-lactamines
(uréidopénicillines, cefsulodine, céfopérazone), ceftazidime, céfépime et aztréonam sont
souvent actifs.

Sensibilité a I’imipénéme.

5. Phénotype «mutant de porine D2 »
Résistance isolée a I'imipénéme.
En ce qui concerne les fluoroquinolones, il faut retenir que
- les souches sensibles ou intermédiaires a la péfloxacine, la norfloxacine ou

l'ofloxacine sont sensibles a la ciprofloxacine ;
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Figure 22 Surexpression de la céphalosporinase chromosomique AmpC, suite a la mutation du répresseur
ampD chez Pseudomonas aeruginosa [87]

\

- les souches résistantes a la péfloxacine, la norfloxacine ou l'ofloxacine
demeurent sensibles a la ciprofloxacine si la CMI est < 1 mg/l ou pour un
diametre d'inhibition > 22 mm, bien que l'on assiste a une augmentation de
résistance de Pseudomonas aeruginosa a cette fluoroquinolone qui pourrait évoluer
vers un plus haut niveau ;

- leur association avec la fosfomycine peut constituer une alternative clans certaines
situations. Les aminosides doivent étre testés vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa,
leur intérét reste certain en association avec les béta-lactamines. La résistance
qui a ¢évolué ces dernicres années est marquée par des modifications du
transport membranaire associées a l'inactivation enzymatique en général codée

par des plasmides.
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1.13 Stratégies thérapeutiques dans les infections a Pseudomonas aeruginosa [88]
Dans I’¢laboration de la stratégie thérapeutique devant une infection a Pseudomonas

aeruginosa, le prescripteur doit se poser 2 questions essentielles une question qualitative,
celle du choix de la molécule ; une question quantitative, celle de la posologie et du schéma
d’administration, qui dépendent des objectifs pharmacodynamiques et pharmacocinétiques
que I’on se donne. La situation envisagée est celle d’une infection sévere (suspicion de
pneumonie nosocomiale chez un patient sous ventilation mécanique, en état de choc et sous
corticothérapie au long cours) et du choix de son traitement probabiliste, avant 1’obtention des
données bactériologiques. Il s’agit d’une situation a trés haut risque clinique, grevée d’une
mortalité supérieure a 50 % [88]. Il n’est pas besoin de souligner qu’un mauvais choix

thérapeutique initial est lourd de conséquences pour le pronostic vital.

1.13.1 Spectre de molécules disponibles
Les bétalactamines actives sur le bacille pyocyanique sont les carboxypénicillines

(TIC), les uréidopénicillines (PIP), associées souvent a un inhibiteur de bétalactamase (acide
clavulanique ou tazobactam) ; certaines céphalosporines (ceftazidime et avec quelques
réserves, céfépime) ; ’imipénéme ; les monobactames (aztréonam).

L’¢éventail des possibilités d’antibiothérapie probabiliste est donc large. Le partenaire de
la bétalactamine est de préférence un aminoside (tobramycine, aminoside de référence vis-a-
vis du pyocyanique, éventuellement amikacine). En cas de contre indication, le choix peut se
reporter sur une fluoroquinolone, la seule active étant la ciprofloxacine. Les autres molécules
sont d’usage beaucoup plus restreint et ne sont utilisées en pratique que dans des situations
trées particulieres, au sein d’associations de sauvetage en présence d’une souche
multirésistante polymyxine, fosfomycine, rifampicine.

Le probléme se pose en termes différents selon que ’on se trouve en situation de
traitement probabiliste ou d’infection documentée, aprés 1’obtention des indispensables

prélevements bactériologiques.
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1.13.2. Stratégie probabiliste éléments de réflexion
Dans la définition de la stratégie probabiliste, il faut toujours avoir a I’esprit une donnée

essentielle  1’administration précoce d’une antibiothérapie adaptée diminue la mortalité
d’origine infectieuse. Malgré les difficultés méthodologiques pour le démontrer, ce fait est
aujourd’hui admis et appuyé par plusieurs publications concordantes. C’est particulierement
vrai pour les infections les plus graves (intrication, virulence bactérienne, susceptibilité
génétique de 1’hote a I’infection).

Il faut tenir compte, a propos de Pseudomonas aeruginosa, de I’effet inoculum. La
quantité de germes chez un patient grave atteint 10’ ,10°® ufc/g de parenchyme pulmonaire
voire davantage. Elle est donc bien supérieure a I’inoculum standardisé de 10° utilisé dans les
boites de pétri du laboratoire. Ceci explique certaines discordances entre les résultats in vitro
et in vivo. De la méme facon, les concentrations sériques doivent atteindre au moins 4 fois les
CMI théoriques si ’on veut étre efficace in vivo.

Une autre caractéristique particuliere du pyocyanique est I’effet de croissance lente.
Lorsque la concentration de micro-organismes diminue, les bactéries se divisent plus
lentement et s’entourent d’un biofilm qui les rend moins accessibles aux antibiotiques.

Certains antibiotiques sont moins sensibles que d’autres a cet effet  imipénéme,
ciprofloxacine, aminosides. L’antibiotique utilis¢ doit étre doté d’une vitesse de bactéricidie
¢levée, sous peine de majorer le risque d’émergence de mutants résistants. Ce risque est
d’autant plus ¢élevé que I’inoculum initial est important. Par exemple, avec les bétalactamines
seules, le pourcentage d’émergence de mutants résistants est de I’ordre de 20 %, ce qui est
considérable. Il en résulte la nécessité de recourir d’emblée a une bithérapie a fort potentiel

bactéricide.

1.13.3. Composition de la bithérapie
L’association idéale est celle d’une molécule concentration-dépendante, d’action rapide,

a une autre temps-dépendante, d’action prolongée. Si les 2 antibiotiques ont des mécanismes
de résistance différents et que le risque pour chacun d’eux est de 107, le risque d’émergence

de mutants résistants avec 1’association n’est plus que de 107+
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C’est le cas par exemple pour I’association d’imipénéme et de ciprofloxacine. De la
méme facon, I’adjonction d’un aminoside a une C3G divise par 3 le risque de sélection de
mutants résistants. Tout se passe comme si la molécule concentration-dépendante, en assurant
une bactéricidie rapide, restaurait I’activité de la bétalactamine, temps-dépendante, en lui
ouvrant la voie et en lui laissant le temps d’agir pleinement. Pour I’association avec la
bétalactamine, on a théoriquement le choix entre un aminoside et la ciprofloxacine. La
préférence doit toutefois €étre donnée chaque fois que possible a I’aminoside. D’une part, le
risque de résistance secondaire est plus faible. D’autre part, sachant que 1’on se trouve en
situation probabiliste, la ciprofloxacine est un mauvais choix, car la proportion de souches
résistantes en réanimation est trop élevée, de I’ordre de 50 %, au lieu de moins de 40 % pour
les aminosides. A moins que la situation locale des résistances bactériennes ne le justifie, il

faut donc préférer I’aminoside.

1.13.3.1. Choix de ’aminoside
La tobramycine est I’aminoside de référence vis-a-vis du pyocyanique, avec les CMI 50

et 90 les plus faibles de la famille. Cependant, lorsque la décision est probabiliste, il faut
préférer I’amikacine. La probabilité de sensibilité de Pseudomonas aeruginosa est en effet la
méme que pour la tobramycine, d’environ 60%, mais le spectre est plus large, ce qui diminue
le risque d’antibiothérapie initiale inadaptée.
1.13.3.2. Choix de la bétalactamine

Le choix probabiliste de la bétalactamine doit tenir compte des facteurs de risque locaux
de résistance et notamment de D’antibiothérapie préalable chez le patient (la durée des
antécédents a prendre en compte restant mal définie), de la durée d’hospitalisation antérieure,
de la durée de s€jour dans 1’'unité¢ de soins intensifs. Concernant I’antibiothérapie antérieure,
les données de la littérature sont parfois difficiles a interpréter, mais le risque de résistance

parait particulierement important en cas de traitement antérieur par I’imipéneme.
La probabilité de résistance des souches varie d’un service et d’un établissement a

I’autre. Certaines circonstances particuliéres s’accompagnent d’un risque augmenté de

résistance a certaines bétalactamines.
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L’antibiothérapie récente en est 1I’¢lément essentiel. Les résultats sont cependant
variables, voire contradictoires, selon les études.

Au total, en I’absence de facteur de risque particulier, on a le choix entre la ceftazidime,
I’association pipéracilline tazobactam et I’imipénéme. Il faut bien str tenir compte aussi de
I’épidémiologie locale. En présence de facteurs de risque d’une souche hyperproductrice de
pénicillinases céphalosporinase et notamment en cas d’exposition antérieure a une C3G ou

une carboxy/uréidopénicilline, la préférence doit aller a I’'imipénéme en premiere intention.

1.13.4. Modalités d’administration
La posologie et le mode d’administration des antibiotiques sont des ¢léments majeurs de

I’efficacité. Or les caractéristiques pharmacocinétiques des médicaments sont profondément
modifiées chez les patients de réanimation. Les infections graves s’accompagnent d’un
ensemble de manifestations systémiques baptisé « syndrome inflammatoire de réponse
systémique » (SIRS). Les dysfonctions viscérales sont multiples digestives, rénales,
hépatiques, respiratoires ; les risques d’interactions médicamenteuses, de modification de la
fraction liée aux protéines, d’induction enzymatique sont nombreux. Le volume de
distribution est augmenté dans des proportions parfois considérables, ce qui tend a diminuer

La concentration maximale et a augmenter la demi-vie et par conséquent la
concentration résiduelle.

Le principal écueil induit par cette variabilité est celui du sous-dosage, source d’échec

thérapeutique.

1.13.4.1. Modalités d’administration de I’aminoside
Pour les aminosides, 1’accord est a peu prés unanime sur I’administration en une

perfusion quotidienne courte de 30 min. Les arguments sont plus théoriques que cliniques,
mais ils sont solides. La concentration maximale élevée est déterminante pour la bactéricidie
des antibiotiques concentrations dépendantes, méme vis-a-vis d’un pyocyanique en phase de
croissance lente. L’objectif est d’obtenir un rapport Cmax/CMI de I'ordre de 8 a 10, qui
minimise aussi le risque d’émergence de mutants résistants. La dose initiale doit donc étre
forte 6 4 7mg/kg de masse corporelle pour la tobramycine (pour une Cmax de 20 4 25 mg ')

et 20 4 30 mg /kg de masse corporelle pour I’amikacine (pour une Cmax de 40 4 60 mg [').
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Il est impératif de vérifier par le dosage que ces valeurs ont bien été atteintes. L’effet
post antibiotique, défini par le délai entre I’abaissement de la concentration sérique en
dessous de la CMI et la recroissance bactérienne, est de 2 4 4 h in vitro, mais de 2 a 10 fois
plus grand in vivo. Enfin, on a montré que la perfusion unique quotidienne était associée a une

moindre toxicité rénale et auditive, par diminution des concentrations résiduelles.

1.13.4.2. Modalités d’administration de la ciprofloxacine
La ciprofloxacine se caractérise par une bactéricidie concentration-dépendante, mais un

effet post antibiotique beaucoup moins marqué que pour les aminosides. Les objectifs
pharmacologiques de réanimation sont d’obtenir un rapport aire sous la courbe/CMI d’au
moins 250 et un rapport Cmax/CMI d’au moins 10. Pour la posologie maximale, c’est a dire
de 400 mg toutes les 8 h par voie intraveineuse, il en résulte que la ciprofloxacine ne sera
active que sur les Pseudomonas aeruginosa de CMI au plus égale 4 0,25 mg I''. 1l est donc
interdit d’utiliser la ciprofloxacine en monothérapie et déconseillé de la prescrire en situation

probabiliste.

1.13.4.3. Modalités d’administration de la bétalactamine
1.13.4.3.1. Bétalactamines temps-dépendantes ceftazidime

Les infections graves en réanimation rassemblent la plupart des difficultés
thérapeutiques  inoculum ¢levé, CMI hautes, bactéries en croissance lente, présence de
biofilms, variabilité pharmacocinétique individuelle importante...

L’objectif pharmacologique est donc plus ambitieux que dans une infection
communautaire banale. Il faut obtenir des concentrations circulantes dépassant 4 a 8 fois la
CMI pendant 100 % du temps. En cas de traitement discontinu, la concentration résiduelle
devrait étre>4 a 8 x CMI. En pratique, seules les perfusions continues permettent de remplir

ces criteres.
La ceftazidime doit donc €tre administrée en perfusion continue. La dose de charge de 2

g est indispensable pour accélérer I’état d’équilibre et alimenter rapidement le compartiment

tissulaire.
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La posologie standard de la perfusion continue est de 4gj”, équivalente a 2 g toutes les 8
h dans le schéma discontinu. Elle permet d’obtenir des concentrations d’équilibre de 25 a 30
mg "', adaptées a des CMI de 2 mg 1, voire au maximum 4 mg I'". Si la CMI atteint 8 mg/l,
il faut prescrire la ceftazidime a la dose maximale tolérée de 6gj" (ou de 85 mg kg 'j™), ce
qui donne lieu & des concentrations d’équilibre de 40 mg I'', a peine suffisantes. Il arrive que
I’on aille encore au-dela, mais dans des situations extrémes. I1 est hautement souhaitable alors
de disposer de dosages sériques et des effets secondaires inhabituels peuvent survenir.

Il est important, pour éviter tout risque d’interférence dans les tubulures, d’administrer
la ceftazidime continue sur une voie propre, sans autre médicament.
1.13.4.3.2. Imipénéme

La bactéricidie de I’imipéneéme est a la fois temps et concentration-dépendante, avec un
effet post antibiotique ne dépassant pas 2h et un faible effet de I'inoculum. Le schéma de
référence est donc de 1 g toutes les 8 h, a adapter en cas d’insuffisance rénale.
1.13.4.3.3. Pipéracilline—tazobactam

Les caractéristiques a prendre en compte sont une bactéricidie temps-dépendante, un
effet inoculum significatif, 1’absence d’effet post antibiotique. Les injections ne doivent pas
étre espacées de plus de 6 h. En pratique, le schéma de référence est de 4 g toutes les 6 h. Les
dosages sanguins ne sont pas disponibles a ce jour en pratique courante.
1.13.4.3.4. Céfépime

Les caractéristiques sont un peu les mémes que pour I’imipénéme bactéricidie temps-
et concentration-dépendante, effet post antibiotique significatif, absence d’effet inoculum. La

posologie recommandée en réanimation est donc de 2 g toutes les 8 h.

1.13.5. Modification de I’antibiothérapie apreés documentation bactériologique
Entre le troisiéme et le cinquieme jour, il faut reconsidérer I’antibiothérapie a la lumiére

des données de I’antibiogramme. Le principe qui doit guider la prescription est celui de la
désescalade thérapeutique en vue du traitement efficace le plus « simple » possible. Il est bien
stir impossible d’envisager toutes les situations possibles, mais des recommandations

générales peuvent étre faites.
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* Dans le cas d’une souche sauvage ou n’ayant qu’une perte de la porine D2, le meilleur
choix est la pipéracilline, car elle donne les CMI les plus basses. L’amikacine doit étre
remplacée par la tobramycine (ou éventuellement la ciprofloxacine).

* Si la souche sécréte une pénicillinase de type PSE (carbénicillinase), il faut utiliser un
inhibiteur ticarcilline-acide clavulanique ou piperacilline—tazobactam, avec les mémes
partenaires que ci-dessus.

* En cas de résistance aux inhibiteurs, liée a la production d’une oxacillinase, il faut
utiliser (en association comme ci-dessus) la ceftazidime ou méme 1’aztréonam, dont la
spécificité sur les bactéries a Gram négatif offre I’avantage de diminuer la pression de
sélection sur les cocci a Gram positif.

* Si la souche hyperproduit d'une céphalosporinase, 1’imipénéme s’impose, associ¢ de

préférence a la tobramycine.

1.13.6. Problemes particuliers posés par les souches multirésistantes
Les difficultés sont ici majeures et il n’existe pas de consensus. Si les CMI sont

compatibles, on peut envisager la ceftazidime a trés forte dose en perfusion continue, associ¢e
a I’amikacine a fortes doses, mais aussi des antibiotiques de sauvetage comme la fosfomycine
(si elle est active) ou la rifampicine. Certaines équipes utilisent des associations de plusieurs

bétalactamines.

1.13.6.1. Aérosols d’antibiotiques
Les antibiotiques en aérosol, comme la colimycine, sont utilisés de longue date et

peuvent représenter une solution de sauvetage, bien que les données cliniques soient €parses
et pas toujours convaincantes [89]. Des progrés pourraient venir de nouveaux appareils
d’aérosolisation a base d’ultrasons, produisant des particules plus petites, pénétrant mieux
dans les petites voies aériennes et les alvéoles pulmonaires. Des travaux expérimentaux chez

I’animal ont été publi¢s récemment avec I’amikacine et les données sont encourageantes [90].

1.13.6.2. Colimycine parentérale
Un regain d’intérét pour la colimycine par voie intraveineuse a été suscité par le travail

d’une équipe sud-américaine publi¢ en 1999 [91].
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1.13.7. Durée du traitement
La durée de la bithérapie antibiotique doit étre suffisante pour réduire I’inoculum

bactérien en dessous du seuil de 10° ufc/ml a partir duquel le risque de sélection de mutants
résistants est écarté et la bétalactamine est devenue pleinement active. Cet objectif semble
pouvoir étre atteint apres 3 a 5 j, mais il n’existe pas de consensus général, étant donné la
difficulté a mesurer I’inoculum. Apres ce délai, la bétalactamine peut étre poursuivie seule.

Aucune étude clinique n’a été réalisée spécifiquement [92]

1.13.7. Traitements spécifiques [67]

A. Traitement local
Certaines localisations, comme les infections cutanées ou les otites externes, ne

nécessitent qu’un traitement local. Cependant, dans les infections cutanées, toute détersion
doit étre pratiquée sous antibiothérapie par voie générale, du fait d’un risque élevé de
dissémination par voie hématogene. De méme, la survenue de signes généraux apres un
pansement doit faire entreprendre, sans attendre les résultats biologiques, une
antibiothérapie systématique probabiliste visant Pseudomonas aeruginosa et S. aureus
résistant a la méticilline.

L'application locale d’un antiseptique (polyvidone iodée ou chlorhexidine) actif sur
Pseudomonas aeruginosa permet d’accélérer la guérison des folliculites. La prévention des
récidives consiste a éviter les bains chauds et tourbillonnants (I'oxygénation et le chauffage
de I'eau favorisent la croissance de Pseudomonas aeruginosa), a augmenter la concentration
de chlore dans les piscines familiales. Dans les cas consécutifs aux épilations, il faut réduire la
contamination a partir des gants et des éponges synthétiques ou naturelles par le séchage,

ou par la décontamination par de I’"hypochlorite de sodium a 10 %.

Pour les intertrigos interorteils, le traitement local avec des antiseptiques actifs sur les
bacilles a Gram négatif (chlorhexidine, polyvidone iodée) ou des antibiotiques locaux est
habituellement suffisant. Les intertrigos a Pseudomonas aeruginosa sont en effet une des
indications d’emploi des antibiotiques topiques de la famille des aminoglycosides et/ou une

polymyxine comme la colimycine.
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Les antibiotiques locaux n’ont pas d’intérét dans le traitement des ulceres de jambes, et
sont trés souvent responsables d’eczéma de contact car appliqués sur une ulcération, sous
pansement occlusif, pendant une période prolongée, ce qui favorise la pénétration et donc
potentialise la sensibilisation au topique appliqué. La présence de signes locaux ou généraux

d’infection est justifiable d’une antibiothérapie par voie générale.

Le traitement de base des otites externes a Pseudomonas aeruginosa est le traitement
local utilisant le plus souvent des gouttes auriculaires antibiotiques (fluoroquinolones). La
durée du traitement est habituellement de 7 a 15 jours, a la posologie de deux a quatre
instillations par jour. Dans les otites moyennes chroniques a tympan ouvert, le traitement

local doit étre privilégié.

L’utilisation de premiere intention de gouttes auriculaires contenant une
fluoroquinolone est recommandée. Ce n’est qu’en cas d’échec, peu fréquent en pratique, et en
fonction des résultats de prélévements bactériologiques, que le recours aux aminoglycosides
peut se justifier, sans dépasser 10 jours de traitement. L’apparition d’une surdité,
d’acouphénes, de vertiges ou de douleur doit faire craindre la survenue d’un accident
ototoxique et faire interrompre le traitement. Un traitement par voie générale n’est indiqué
qu'en cas d’infection sévére accompagnée de signes généraux et/ou sur un terrain

immunodéprimé.

Le traitement des kératites a Pseudomonas aeruginosa a été pendant de nombreuses
années 1’association de tobramycine collyre (14 mg-mL-1) et de pipéracilline ou ticarcilline
par voie locale (6 a 12 mg-mL-1), administrées toutes les 15 a 60 minutes durant les 24 a 72

premieres heures, puis diminution progressive des doses sur plusieurs semaines.

Actuellement, les fluoroquinolones en collyre sont les seuls agents retenus pour traiter
les kératites a Pseudomonas aeruginosa. L’utilisation locale de ceftazidime « fortifiée » a la
concentration de 50 mg-mL-1 représente une autre possibilité thérapeutique souvent associé¢e

aux fluoroquinolones.
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B. Traitements spécifiques et antibiothérapie par voie générale

Dans la grande majorité des cas, le traitement antibiotique par voie générale est justifié

par la sévérité de I’infection et pour prévenir toute dissémination par voie hématogene.

B.1 Otites externes malignes

L’hospitalisation en urgence est indispensable pour mettre en route un traitement
intraveineux associant en général la ciprofloxacine et la ceftazidime, afin d’éviter 1’évolution
vers les paralysies nerveuses. Aprés amélioration, ce traitement est poursuivi pendant
plusieurs semaines par voie orale (ciprofloxacine), car les récidives tardives sont fréquentes.
Sur un terrain diabétique, la correction de I’hyperglycémie (insulinothérapie) est
indispensable, car I’infection tend a déséquilibrer le diabéte. Ce n’est qu’en cas d’échec du
traitement médical que I’on envisage une chirurgie (pétrectomie) dont le résultat reste souvent

médiocre.

B.2 Endophtalmies postchirurgicales

Les endophtalmies postchirurgicales sont des urgences thérapeutiques et leur prise en
charge est bien codifiée. L’injection intravitréenne de 2 mg de ceftazidime (1 g de ceftazidime
dilué¢ dans 50 mL de NaCl a 0,9 % ; injection de 0,1 mL) est associé¢e a 1’utilisation locale de
ceftazidime « fortifiée » a la concentration de 50 mg-mL-1, aux fluoroquinolones en collyre et
a un traitement par voie intraveineuse avec des antibiotiques qui ont une bonne pénétration
intraoculaire comme les fluoroquinolones, I'imipénéme et la fosfomycine. Le recours a la
vitrectomie peut étre nécessaire lorsque le traitement antibiotique est insuffisant pour juguler

I’infection.

B.3 Ecthyma gangrenosum

C’est une infection sévere, potentiellement mortelle. Le traitement nécessite une
antibiothérapie parentérale adaptée au germe et a I’antibiogramme, le plus souvent
ceftazidime + ciprofloxacine, parfois associée aux facteurs de croissance des polynucléaires

neutrophiles.
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B.4 Pneumopathies nosocomiales

L’American Thoracic Society a proposé un protocole thérapeutique pour la prise en
charge des pneumopathies séveres nosocomiales survenant ou non chez des patients ayant des
facteurs de risque particuliers. Il a été retenu qu’un aminoglycoside ou la ciprofloxacine
devait étre systématiquement associ¢ a une pénicilline anti-Pseudomonas avec ou sans
inhibiteur des bétalactamases, a la ceftazidime, a I’imipénéme ou a I’aztréonam. En plus du
traitement antibiotique par voie intraveineuse, un traitement local par aérosol peut étre
associé. Deux molécules ont été utilisées pour les instillations par aérosols la tobramycine et

la colistine (tableau 15).

Ainsi, la colistine a été utilisée a la posologie de 100 a 150 mg dilués dans 2 mL d’eau
pour préparation injectable et 2 mL de sérum physiologique, en nébulisation deux fois par
jour. La colistine a été utilisée par voie intraveineuse dans le traitement des infections a
Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumanii multirésistants. Un résultat favorable n’a
¢té obtenu que chez 25 % des 60 patients traités, et des complications rénales ont été
retrouvées dans 58 % des cas. La colistine par voie générale ne peut donc pas étre
recommandée pour le traitement des pneumopathies, et plus généralement des infections a

Pseudomonas aeruginosa.

B.5 Sinusites maxillaires sur sonde d’intubation

Le traitement consiste a retirer toutes les sondes nasales (sonde endotrachéale et
gastrique), a pratiquer une intubation par voie orotrachéale, voire une trachéotomie et a
adapter I’antibiothérapie au germe identifi¢ lors du prélévement. Le drainage des sinus se fait
habituellement a 1’aide d’un drain d’Albertini mis en place par voie transnasale. En plus des
prélevements, il permet des irrigations pluriquotidiennes avec du sérum physiologique.
D’autres mesures thérapeutiques ont été proposées  1’antibiothérapie par voie locale et

I’utilisation de vasoconstricteurs en instillation nasale.
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B.6 Infections urinaires sur sonde vésicale

Une infection urinaire sur sonde en réanimation ne requiert aucun traitement en
I’absence de symptomatologie. Lorsque cette infection devient symptomatique, une
antibiothérapie adaptée de 5 a 7 jours doit étre instaurée. L’intérét d’une antibiothérapie
courte, a dose ¢levée, reste a évaluer. Une monothérapie avec un produit a forte élimination
urinaire sous forme active, comme les fluoroquinolones per os, est en régle générale

suffisante.

Le changement de sonde dans un contexte d’infection asymptomatique n’est pas d’un
intérét certain, alors qu’il semble souhaitable, afin d’éradiquer les germes contenus dans le
biofilm, si des signes d’infection apparaissent. Il a été proposé de faire ce changement environ
24 heures apres instauration d’une antibiothérapie. Devant une bactériurie découverte a
I’occasion de I’ablation de la sonde, un traitement antibiotique ne se justifie que si cette

bactériurie persiste 2 jours apres le retrait de la sonde.

B.7 Méningites postchirurgicales

La ceftazidime a fortes doses (12 g/j) est la molécule la plus utilisée seule ou en
association, mais il peut étre difficile d’obtenir des concentrations d’antibiotique dans le LCR
nettement supérieures a la concentration minimale bactéricide, ce qui peut poser des
problémes thérapeutiques avec certaines souches de Pseudomonas aeruginosa. Les
uréidopénicillines et les céphalosporines de 3e génération diffusent mieux dans le LCR que la
ticarcilline et I’aztréonam, et parmi les autres familles d’antibiotiques, les fluoroquinolones et

la fosfomycine ont une excellente diffusion.

En raison des effets convulsivants de I'imipénéme, le méropénéme représente un
meilleur choix. Les aminoglycosides diffusent mal dans le LCR. Leur utilisation par voie
locale, intrarachidienne ou intraventriculaire a été proposée. Les fluoroquinolones atteignent

des taux dans le LCR qui représentent 50 a 60 % des concentrations plasmatiques.
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B.8 Endocardites

Le traitement associe le retrait du cathéter incriminé a une antibiothérapie par voie
intraveineuse adaptée et prolongée. La plus grande expérience clinique concerne 1’association
de la ticarcilline et d’un aminoglycoside a trés fortes doses. La durée du traitement est
habituellement de 6 semaines avec une bithérapie pendant 4 semaines, associée
¢ventuellement a la chirurgie si les hémocultures sont encore positives apres 15 jours de
traitement. Si la poursuite du traitement par voie veineuse est difficile, les fluoroquinolones

per os sont utilisables en relais. Eradication du foyer infectieux initial

L’¢éradication de la porte d’entrée ou du foyer d’origine d’une infection systémique est
une urgence. Elle consiste a enlever le cathéter périphérique ou central, et tout dispositif
intravasculaire responsable de [I’infection (site implantable, pacemaker, dérivation
ventriculopéritonéale), a traiter un foyer infectieux (péritonite, abces profond sous-phrénique,
périrénal, ...) avec lavage peropératoire abondant et drainages multiples, en évitant les sutures
en milieu septique. Parfois, il peut s’agir de 1’ablation d’un matériel d’ostéosynthése (prothése

de hanche ou de genou) responsable du sepsis.

C. Cas Particulier De La Mucoviscidose

Un consensus européen récent a permis de préciser les modalités de prise en charge des
patients atteints de mucoviscidose. Il est hautement recommandé de choisir 1’antibiothérapie
en fonction du phénotype de résistance des micro-organismes. Ces antibiotiques doivent &tre
donnés a fortes doses, afin de réduire autant que possible le nombre des colonies de
Pseudomonas aeruginosa et améliorer la fonction pulmonaire (tableau 16).

Le choix de la voie d’administration optimale pour atteindre des concentrations
efficaces dans les voies respiratoires doit étre déterminé en fonction des situations cliniques.
Ainsi, pour le traitement de fond d’une colonisation primaire ou intermittente, la colistine ou
la tobramycine par inhalation sont indiquées en association avec la ciprofloxacine par voie

orale.
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L’aérosolthérapie, associée ou non a une antibiothérapie par voie intraveineuse, est
préférable pour un traitement d’entretien. Toute exacerbation aigu€ est a traiter par une
antibiothérapie adaptée, le plus souvent par voie intraveineuse. Les souches isolées chez les
patients atteints de mucoviscidose sont plus résistantes a I’amikacine et a I’imipénéme que les
souches isolées hors mucoviscidose. Les bétalactamines les plus actives sur les souches
isolées de patients atteints de mucoviscidose sont le méropénéme, la ceftazidime et les
uréidopénicillines, suivis par I’aztréonam, la ticarcilline et I’imipenéme. Parmi les
aminoglycosides, la tobramycine conserve une activité supérieure a lI’amikacine et a la
gentamicine. Elle reste I’aminoglycoside de choix pour les instillations par aérosols. Environ
60 % des souches restent sensibles a la ciprofloxacine. Enfin, un traitement antibiotique est
recommandé pour les patients ayant une infection chronique a Pseudomonas aeruginosa, a
raison de trois ou quatre cures annuelles par voie intraveineuse ou d’une aérosolthérapie

quotidienne utilisant la colistine ou la tobramycine pendant toute ’année [88].

III-2 Réservoir et transmission
Pseudomonas aeruginosa existe a 1'é¢tat saprophyte dans le sol, dans l'eau et dans la

matiére en décomposition; animaux et humains infectés; solutions infectées - solutions IV,
savons, gouttes ophtalmiques, humidificateurs; 1'organisme prolifére dans les milieux humide.
Au sein du milieu hospitalier, les services de soins intensifs sont des unités a potentiel
endémique élevé pour cette bactérie qui est a l'origine d’environ 18 % des infections
nosocomiales contre seulement 6 % dans les services de médecine et de chirurgie [93].

Son réservoir naturel et permanent consiste en des réservoirs hydriques
environnementaux dans lesquels cette espéce et les espéces apparentées vivent en société
polymicrobienne indépendante de ’homme [94]. Dans un établissement de soin, une étude
prospective sur 1'épidémiologie de Pseudomonas aeruginosa a permis d'en décrire les
réservoirs possibles points d'eau, mains du personnel soignant et patients.

Les prélevements d'eau réalisés montrent que les robinets de réanimation sont
fréquemment contaminés par Pseudomonas aeruginosa, ce qui est confirmé par plusieurs
auteurs. En amont et en aval de la canalisation principale d'un service hospitalier, aucune

contamination n'a été observée.
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Les points d'eau sont plus souvent contaminés a l'intérieur du service principalement
ceux pour lesquels aucun protocole de désinfection n'est mis en place. Le point d'eau de
lavage des mains des sanitaires a l'entrée du service est régulierement contaminé par des
souches différentes tout au long de I'étude. A partir de ce point d'eau utilisé par de
nombreuses personnes, on observe une contamination progressive des points d'eau contigus.
Cela pourrait étre le témoin d'une rétrocontamination qui se propage a l'intérieur d'un biofilm
dans la canalisation puisque aucune désinfection n'est réalisée dans ce secteur. Les points
d'eau dans le secteur de réanimation, plus exposés a une contamination a Pseudomonas
aeruginosa du fait de la proximité des patients et des soignants, apparaissent moins souvent
contaminés grace a une javellisation réguliere. Parmi ces points, deux apparaissent

contaminés lorsque la désinfection n'est pas réalisée pendant plusieurs semaines [95].

La désinfection des points d'eau permet de réduire leur contamination mais son
efficacité n'est que temporaire. Enfin, les mousseurs en étoile devront étre détartrés et changés
régulicrement [96] et les mousseurs a grille seront supprimés.

De plus, la contamination des mains du personnel soignant a partir de soins réalisés chez un
patient infecté alors que les soignants avaient réalisé un lavage simple des mains entre le soin
du patient et le prélévement de mains. Ce lavage des mains n'est donc pas suffisant apres un
soin chez un patient infecté. L'hygiéne des mains doit étre renforcée notamment avec
l'utilisation des produits hydroalcooliques pour réduire la transmission croisée le plus souvent
manuportée par le personnel soignant de patient a patient. Méme si la contamination croisée
entre l'environnement et les patients par l'intermédiaire des mains du personnel a été
démontrée, il est difficile de connaitre le sens de la chaine de transmission. Elle peut
s'effectuer a partir des mains des soignants et de I'environnement contaminés ou a partir des

patients infectés ou colonisés [97].

I11-3 Réceptivité [98]
Pour un micro-organisme, le pouvoir invasif est ’aptitude a adhérer un organisme

humain ou animal réceptif, c’est aussi le pouvoir de multiplication du germe dans cet
organisme. L’ aptitude du germe a envahir et a échanger un moyen de défense de cet hote et a

produire des troubles ou des lésions.
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L’espece est un facteur capital de réceptivité. Un organisme réceptif peut ne pas étre
sensible, c’est-a-dire ne présenter aucun symptome a la suite du contact avec I’agent
pathogene .

La réceptivité est nécessaire, mais pas suffisante pour I’expression de la sensibilité, elle est
une notion qui intéresse tout particulicrement I’épidémiologiste car elle concerne les
organismes capables de jouer le role de relais ou de source d’agent pathogene.

La réceptivité est exprimée relativement a une dose par rapport a un effet observé dans
une population. Elle varie selon des facteurs intrinseques (propres aux individus) ou
extrinseques (dépendant de leur environnement). Les mesures de prévention médicale
(vaccination, chimio-prévention) en constituent une application, par €élévation du seuil de
réceptivité de la population. La réceptivité n’est pas une notion purement qualitative ; elle
peut étre traduite quantitativement par le nombre d’unités de 1’agent pathogene nécessaires
pour déclencher I’installation de I’infection. L’issue de la contamination d’un organisme
dépend a la fois du degré d’infectivit¢ de 1’agent pathogeéne et du degré de réceptivité de

I’organisme.

Principales étapes du processus infectieux [99]

A- Colonisation
Pour initier l'infection, Pseudomonas aeruginosa nécessite généralement une rupture
substantielle de la premiere ligne de défense. Une telle rupture peut résulter d'une violation ou
de contournement des barrieres normales cutanées ou muqueuses (par exemple, un
traumatisme, chirurgie, brilures graves, ou de dispositifs a demeurer), la perturbation de
1'équilibre de protection de la flore normale de la muqueuse par antibiotiques a large spectre,
ou l'altération immunologique des mécanismes de défense (par exemple, neutropénie chimio-
induite, fibrose kystique, le sida et le diabéte sucré).
La premicre étape des infections a Pseudomonas aeruginosa est la colonisation de
I'épithélium altéré. L'agent pathogeéne colonise 'oropharynx jusqu'a 6% et est récupéré a partir

des feces de 3% a 24% des personnes saines.
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En revanche, jusqu'a 50% des patients hospitalisés sont a haut risque de colonisation par
Pseudomonas aeruginosa. L'adhésion de Pseudomonas aeruginosa a 1'épithélium est médiée
par les pili de type 4 similaires a ceux de Neisseria gonorrhoeae.

Plusieurs autres adhésines non médiées par les pili qui sont responsable de la liaison a
la mucine ont ét¢ décrites, mais leur role dans le processus d'infection reste incertain.

Flagelles, qui sont principalement responsables de la motricité, peuvent également agir

comme des adhésines aux cellules épithéliales.

B- De la colonisation vers l'infection aigué

Pseudomonas aeruginosa produit plusieurs produits extracellulaires qui, aprés la
colonisation peut causer des dommages tissulaires étendus, l'invasion de la circulation
sanguine, et la diffusion. Des études in vivo ont montré que les mutants produisent
I'exotoxine A, ¢élastase, ou protéase alcaline qui sont essentiels pour la virulence de
Pseudomonas aeruginosa au maximum, cependant, la contribution relative d'un facteur donné
peut varier selon le type d'infection.

Beaucoup de ces facteurs sont contrélés par des systemes de régulation impliquant la
cellule a cellule ou le Qorum sensing. Nous allons résumer les effets biologiques connus des
facteurs les plus étudiés de virulence extracellulaire associée a une infection aigué par
Pseudomonas aeruginosa.

Exotoxine A est produite par la plupart des souches de Pseudomonas aeruginosa qui
causent des infections cliniques. Comme la toxine diphtérique, I'exotoxine A de Pseudomonas
aeruginosa catalyse I'ADP-ribosylation et inactive le facteur d'élongation, conduisant a une
inhibition de la biosynthese des protéines et la mort cellulaire. Exotoxine A est responsable de
Iésions tissulaires locales, I'invasion bactérienne, et (éventuellement) I'immunosuppression.

Exotoxine A purifiée est hautement mortelle pour les souris qui soutient son rdle

comme facteur de virulence majeur systémique de Pseudomonas aeruginosa.
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Exoenzyme S est également une ADP-ribose- transférase, mais contrairement a
l'exotoxine A, il contribue a la ribosylation préférentiellement des protéines G telles que Ras
qui sont impliquées dans la transduction de signaux cellulaires de la hdéte. Cette exo-
production est responsable de la destruction directe des tissus dans I'infection des poumons et

peut étre important pour la diffusion des bactéries.

La phospholipase C et rhamnolipide, produites par Pseudomonas aeruginosa, peuvent
agir en synergie pour décomposer les lipides et la lécithine. Les deux peuvent contribuer a
l'invasion des tissus par leurs effets cytotoxiques. Rhamnolipide, un biosurfactant rhamnose
contenant glycolipide, a une structure de détergent et est censé¢ pour solubiliser les
phospholipides du surfactant pulmonaire, les rendant plus accessibles a un clivage par la
phospholipase C. La perte de surfactant pulmonaire peut €tre responsable de l'atélectasie
associée a une infection pulmonaire chronique et aigué a Pseudomonas aeruginosa.
Rhamnolipide inhibe également le transport mucociliaire et la fonction ciliaire de 1'épithélium

respiratoire humain.

Les protéases sont supposées jouer un rdéle majeur lors de l'infection aigué a
Pseudomonas aeruginosa produit plusieurs protéases dont I'élastase qui est responsable de
l'invasion de la bactérie dans les tissus et engendre des infections systémiques, cependant, son
role dans les infections cornéennes peuvent étre considérables.

La capacité de Pseudomonas aeruginosa a détruire les protéines d'¢lastine est un
déterminant majeur de virulence lors de l'infection aigué. L'élastine est une partie importante
de tissu pulmonaire humain et est responsable de I'expansion et la contraction des poumons.
Par ailleurs, I'¢lastine est une composante importante des vaisseaux sanguins qui en dépendent
leur résilience. L'activité de I'elastase est responsable des hémorragies pulmonaires dues a des

infections invasives a Pseudomonas aeruginosa.
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L'¢lastase LasB est une métalloprotéase de zinc qui agit sur un certain nombre de
protéines, y compris I'¢lastine. L'élastase LasB est treés efficace, avec une activité
protéolytique environ 10 fois celle de la protéase alcaline et une activité vers la caséine
environ quatre fois celle de la trypsine. L'élastase LasA est une sérine protéase qui agit en
synergie avec I'¢lastase LasB pour dégrader I'élastine. Les deux ¢élastases ont été trouvés dans
les expectorations des patients atteints de mucoviscidose lors de l'exacerbation pulmonaire.

Il a été postulé que durant cette phase, les anticorps présents des titres ¢levés pour
neutraliser élastase LasB, ce dernier ne dégrade pas seulement 1'¢lastine, mais aussi de fibrine
et de collagene. 11 peut inactiver les substances telles que les immunoglobulines humaines G
et A, des voies respiratoires du lysozyme, des composants du complément, et des substances
impliquées dans la protection des voies respiratoires contre les protéases telles que I'inhibiteur

de A-1-protéinase et inhibiteur de la protéinase du mucus.

I11-4 Facteurs favorisant ’infection a Pseudomonas aeruginosa [100] [101]
4.1 Facteurs environnementaux

Le développement de Pseudomonas aeruginosa ne nécessite pas de facteurs de
croissance organiques spécifiques, puisque cette bactérie peut utiliser plus de trente composés
organiques. Une preuve de ses besoins minimalistes est sa capacité de croissance dans 1’eau
déminéralisée. Sa température optimale de croissance est 37°C mais elle est capable de se
développer a des températures allant jusqu’a 42°C. Sa tolérance a une large variété de
conditions physiques contribue a son succes €cologique en tant que pathogéne opportuniste.
Pseudomonas aeruginosa présente cependant une réelle prédilection pour les environnements
propices aux moisissures, les sols humides et 1'eau.

Or, les spas présentent un taux de matieres en suspension relativement élevé (maticres
organiques notamment) et la température de 1’eau qui y est le plus fréquemment rencontrée
varie entre 35 et 37°C, ce qui correspond a la température optimale pour la croissance de
Pseudomonas aeruginosa. Les établissements thermaux, au travers de leurs différentes

activités, présentent donc des conditions favorables a la propagation de ce pathogéne.
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Les infections a Pseudomonas aeruginosa sont trés favorisées par la mise en place de
matériels invasifs comme les sondes vésicales pour les infections urinaires, les cathéters
intravasculaires pour les bactériémies et les sondes d’intubation pour les pneumopathies
nosocomiales chez les patients ventilés mécaniquement. Ces dispositifs altérent les défenses
naturelles de I’organisme et créent une bréche qui favorise la contamination de milieux
normalement stériles. Ainsi, dans le cas des pneumopathies nosocomiales de réanimation, la
mise en place d’une sonde d’intubation court-circuite les barriéres anatomiques que sont le
larynx et la glotte, annule le réflexe de toux et diminue I’efficacité du tapis mucociliaire. De
plus, ces bactéries ont la capacité¢ d’adhérer aux matériaux qu’elles enrobent par un biofilm
protecteur. Ainsi, dans une étude portant sur 25 sondes d’intubation des voies aériennes, 96 %
d’entre elles étaient partiellement colonisées et 84 % étaient revétues d’un biofilm bactérien.
Dans le cas des infections sur cathéter (intravasculaire, vésical), le retrait du matériel est trés
souvent nécessaire pour traiter efficacement I’infection.

Un autre facteur favorisant est la rupture des barrieres naturelles. Ainsi, les patients
gravement brllés sont a haut risque d’infection a Pseudomonas aeruginosa du fait de
I’exposition a I’hydrothérapie, de 1’utilisation massive d’antibiotiques et de la diminution des
défenses locales (infections musculocutanées et cathétérismes).

Le risque de développer une infection avec ces bactéries est trés dépendant du terrain
immunitaire sous-jacent. Si Pseudomonas aeruginosa est doté de trés nombreux facteurs de
virulence, ce n’est pas le cas pour d'autres bactéries multirésistantes. Ainsi, le principal
facteur prédisposant au développement d’une infection a Pseudomonas aeruginosa est la

présence d’une immunodépression.

4.2 Populations a risques
Pseudomonas aeruginosa étant un pathogéne opportuniste, la gravité des infections

engendrées est influencée par 1’état immunitaire de 1’hote. Selon les infections causées par la

bactérie, il existe des populations plus a risques comme précisés ci-apres (tableau 14)
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Tableau 14 Maladies causées par Pseudomonas aeruginosa et populations a risques associées

Pathologies

Population a risques

Endocardites

Utilisateurs d’intraveineuses

Infections respiratoires

Personnes a affections respiratoires ou du
systeme

immunitaire, cancéreux

Septicémies

Immunodéprimés,  diabétiques,  sidéens,

brilés séveres

Infections du systéme nerveux central

Personnes ayant un trauma cranien, ayant
subi un acte

chirurgical invasif

Infections auditives

Fréquentation de piscine

Infections oculaires

Néonatal, opérations ophtalmologiques

Infections osseuses et des articulations

Utilisateurs d’intraveineuses, chirurgie du

pied

Infections urinaires

Hospitalisation (cathéter, ...)

Infections gastro-intestinales

Immunodéprimés

Infections de la peau et des tissus

Brilés, trauma, dermatites, humidité (oreilles
des

nageurs, peau des utilisateurs de bains
bouillonnants et

de jacuzzi), sidéen, neutropénies

IT1-5 Aspects épidémiologiques

Chez I’homme, il est I’agent d’infections nosocomiales, notamment dans les services de

soins intensifs, les unités de grands brilés, les services de néonatologie et chez les patients

immunodéprimés.

Au cours de la mucoviscidose, il colonise précocement les voies aériennes et provoque

une infection pulmonaire chronique émaillée d’exacerbations aigués.
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Pseudomonas aeruginosa est doté d’un véritable arsenal de facteurs de virulence. Il est
associ¢ a une importante morbi-mortalité. Grace a l'apport des techniques de biologie
moléculaire, les études épidémiologiques ont permis de monter que les infections dues a
Pseudomonas aeruginosa sont endémo-épidémiques avec une part de transmission croisée non
négligeable pouvant atteindre 50% des cas. Néanmoins l'acquisition de cette bactérie est
majoritairement endogeéne, tant en réanimation qu'en milieu de soins. Les épidémies de
souches de Pseudomonas aeruginosa multirésistantes dans les unités de soins intensifs sont
souvent associées avec une grande fréquence de mortalité. Les nouveau-nés et
particuliérement les prématurés sont potentiellement exposés a un risque élevé pour les
infections a Pseudomonas aeruginosa diies a un systéme immunitaire fragile [103].

Ni P’antibiogramme ni méme le sérotype ne sont des marqueurs suffisamment précis
pour retracer ’origine et le déroulement d’une épidémie. Le génotypage est devenu la
méthode de référence, le plus souvent par €lectrophorése en champ pulsé [104].

L’¢épidémie débute par une phase de colonisation, digestive ou respiratoire le plus
souvent. Dans une étude menée en réanimation chez 297 patients colonisés, il a été identifié
353 souches avec 44 génotypes différents, ce qui montre la rareté¢ des souches épidémiques
[105]. La contamination était intestinale dans 42 cas, respiratoire dans 37 cas, présente dés
I’admission dans 35 cas et acquise dans 44 cas. Dans une ¢tude longitudinale portant sur tous
les patients d’un service de soins intensifs, la méme équipe s’est intéressée au lien entre
colonisation et infection [106]. L’analyse des 10 premiers cas de pneumonie a Pseudomonas
aeruginosa acquise sous ventilation mécanique (PAVM) survenus dans cette cohorte montre
I’ubiquité de la colonisation 91 prélévements, respiratoires ou extrarespiratoires, €taient
positifs, avec 7 génotypes différents, y compris chez un patient donné.

Ces bactéries saprophytes peuvent coloniser les patients au niveau du nez, de la gorge,
du tube digestif et de la peau. Cette colonisation (présence de I’agent infectieux avec ou sans
multiplication mais sans réponse inflammatoire de 1’organisme) augmente significativement

lors de traitement antibiotique et/ou avec la durée d’hospitalisation [107].
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I11-6 Répartition géographique de Pseudomonas aeruginosa [108]
Pseudomonas aeruginosa est une bactérie omniprésente qui envahit un large éventail

d'habitats écologiquement différents du monde entier. Il a été largement rapporté d'étre isolés
de différentes sources d'eau eau de riviére, l'eau de mer et ouvert océan. En outre,
Pseudomonas aeruginosa est assez fréquent chez les animaux et les excréments d'animaux et
les matériaux du sol et de légumes Outre ces habitats plutot communs. Pseudomonas
aeruginosa est capable de prospérer aussi dans des habitats extrémes tels que le dodécylsulfate
de sodium. Haute valeur écologique du moins pour certaines souches de cette bactérie ont

¢galement été signalées.

IV. Développement d’immunothérapies [115]

Malgré le nombre important de personnes infectées par Pseudomonas aeruginosa et
I’inapropriation des antibiothérapies, aucun vaccin contre cette bactérie n’est disponible
actuellement.

Des vaccins ciblant les LPS ont été testés en différentes phases cliniques. Le LPS
purifié est une molécule toxique et pyrogene, caracteres dus a sa partie lipidique.

La recherche s’est donc tournée vers la production de vaccins a partir des
Opolyssacharides seuls. Comme ils sont variables selon les sérotypes de chaque souche, ce
sont des vaccins multivalents qui ont été produits. Pour certains vaccins les alginates ont été
ajoutés comme antigene. Ces candidats se sont montrés peu immunogenes, ainsi, pour
augmenter 1’antigénicité de ces composés, leur greffe a des protéines porteuses est testée.

Une autre cible vaccinale est le flagelle. Chez Pseudomonas aeruginosa, la protéine F1iC
formant le flagelle peut étre classée en deux groupes dont les séquences sont différentes. Les
flagellines de type-a regroupent des unités hétérogenes tandis que les flagellines de type-b
sont homogenes. Une tentative d’¢laboration d’un vaccin a partir des deux types d’unité de
flagelle (F1iC, type-a et b) a été testée. Ces vaccins permettent, en modele animal la protection
des grands brilés contre I’infection a Pseudomonas aeruginosa. En phase clinique la
protection engendrée par ces vaccins s’est avérée faible (de ’ordre de 34%).

D’autres essais ciblent les protéines membranaires externes conservées OprF et Oprl.
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Une protéine de fusion entre ces deux composés membranaires a €té testée et génere une
protection dans différents modeles d’infection d’animaux. Ce vaccin est actuellement en cours
d’essais en phase clinique sur I’Homme.

Un vaccin oral avec des bactéries atténuées (mutantes pour I’AroA, enzyme essentielle
de la syntheése des acides aminés aromatiques) est en cours de développement. Mais ces
bactéries atténuées gardent suffisamment de virulence.

Des vaccins oraux utilisant des bactéries entieres tuées sont en cours d’essai en phase I
de tests cliniques.

Des essais d’¢élaboration de vaccins contre le pili de type IV ont aussi été développés.

Mais les monomeres de piline formant cet appendice sont hypervariables d’une souche a
I’autre. Une protéine de fusion entre la piline du groupe phylogénétique 1 et ’exotoxine A a
tout de méme été développée qui a fait ses preuves de protection en modeles animaux contre
les infections pulmonaires mais qui n’a pas encore €té testée en phase clinique.

La dernicre cible des vaccins contre Pseudomonas aeruginosa en cours de
développement est le systéme de sécrétion de type III (SST3). Des approches par
immunisation active contre la protéine PcrV mais aussi contre la toxine ExoU ont été
développées. Ces traitements sont efficaces dans des modeles animaux d’infection
pulmonaire. ExoU n’est pas une toxine exprimée par la majorité des souches et ne représente
donc pas la cible la plus intéressante. PcrV, quant a lui, est présent dans toutes les souches
exprimant le SST3 et sa localisation au cours de I’infection fait de lui un meilleur candidat

vaccinal.

V. Infections a Pseudomonas aeruginosa [99]

Il n’est pas toujours facile, quelle que soit la localisation de 1’infection, de faire la part
entre une infection communautaire et une infection acquise a I’hopital. En effet, I’infection
peut se développer chez un patient confronté a des conditions locales ou générales favorables
au développement de Pseudomonas aeruginosa, qui, dans le contexte communautaire, est

habituellement sensible.
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A TI’inverse, le patient hospitalisé dans un service de soins intensifs peut étre contaminé
par un bacille multirésistant faisant partiec de I’écologie du service, a 1’occasion des soins
multiquotidiens au niveau de la sonde d’intubation.

Mais que dire des infections qui se développent dans les 24 heures aprés une chirurgie
du thorax pour cancer ? Dans cette situation postopératoire, Pseudomonas aeruginosa, dont le
patient était porteur, peut, dans ce contexte d’immunodépression liée a I’intervention et a
I’anesthésie, coloniser ’ensemble de 1’organisme et étre a I’origine d’une infection.

De plus, les hospitalisations itératives nécessaires au bilan d’extension de la maladie, et
les antibiothérapies probabilistes a large spectre pour traiter un épisode infectieux, sont a
I’origine d’une colonisation par des bacilles naturellement résistants et aptes a acquérir de
nouvelles résistances, comme Pseudomonas aeruginosa. En pratique, si certaines infections a
Pseudomonas aeruginosa sont authentiquement communautaires, Pseudomonas aeruginosa

reste typiquement le prototype de la bactérie acquise a I’hopitale .

V .1 Eléments de physiopathologie
A. Colonisation et infection
La colonisation préceéde toujours I’infection. Cette colonisation fait le plus souvent suite
a une contamination d’origine endogeéne a partir de la flore fécale du patient. En réanimation,
elle a été évaluée comme étant en cause chez 80,8 % des patients ventilés artificiellement.
Ainsi, Pseudomonas aeruginosa va s’étendre a I’ensemble du tractus digestif et se
développer au niveau de la peau (plis cutanés humides), du CAE, du nasopharynx, du tractus
génital. La durée de I’hospitalisation, la pression antibiotique, la diminution des défenses, la
rupture des barriéres mécaniques cutanéomuqueuses, les manoeuvres instrumentales invasives
(cathéter intravasculaire, sondage urinaire ou prothése endotrachéale) vont favoriser cette

colonisation d’origine endogene.

92



Le manuportage favorise la contamination de I’ensemble du matériel hospitalier.
L’humidité des surfaces et la présence de matiéres organiques vont permettre la multiplication
de Pseudomonas aeruginosa. En effet, cette bactérie est tres résistante dans le milieu extérieur
et, dans des conditions favorables, peut persister et se multiplier sur tous les ¢léments de
I’équipement hospitalier, de la robinetterie au ventilateur en passant par les collyres,
pommades, savons, voire certains antiseptiques mal conserveés.

La contamination du patient peut donc étre également exogeéne directement a partir de
I’environnement hospitalier  paillasses, éviers, eau du robinet utilisée pour la nutrition
entérale, téte de mesure de pression pour étude urodynamique, thermometre de bain.

Cette contamination peut €tre croisée par manuportage au cours des soins a partir
d’autres patients colonisés ou infectés. La transmission d’un patient a I’autre se fait beaucoup
plus par I’intermédiaire du matériel et des objets contaminés que de fagon manuportée par le
personnel soignant. Ainsi se colonisent la peau, les voies aériennes du patient sous ventilation
mécanique, le tube digestif au cours de 1’alimentation entérale, les cathéters vasculaires et les
sondes vésicales. La prescription d’antibiotiques a large spectre majore cette capacité de
colonisation en ¢liminant la flore saprophyte qui joue normalement un rdle de barriere vis-a-

vis de la flore transitoire a laquelle appartient Pseudomonas aeruginosa.

B. Développement de I’infection
Pseudomonas aeruginosa représente habituellement une faible part de la flore de

colonisation chez I’homme. La colonisation peut conduire a I’infection lorsqu’il existe une
forte charge bactérienne associée a des facteurs favorisant ’expression de la virulence. Elle
apparait a I’occasion d’une effraction cutanéomuqueuse ou d’une diminution des défenses
immunitaires de [’organisme. C’est donc essentiellement sur un terrain débilité que se
développe I’infection malade dénutris, brilés, cancers, hémopathies, corticothérapie au long
cours. Les patients polytraumatisés, polyopérés, polytransfusés, polyinfectés sont des

populations a risque ¢levé d’infection a Pseudomonas aeruginosa.
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C. Cas particulier de la mucoviscidose et des pneumopathies chroniques
Chez le patient atteint de mucoviscidose, la concentration ¢élevée en NaCl, la

déshydratation locale et I’hyperviscosit¢ du mucus entravent les mécanismes de défense et
favorisent I’adhésion. Pseudomonas aeruginosa ainsi englué dans un mucus hypervisqueux ne
peut étre ¢liminé de la surface des voies respiratoires. La colonisation chronique des voies
respiratoires déclenche une réaction inflammatoire, avec libération de cytokines comme I’'ILS,
a I’origine d’un afflux de polynucléaires neutrophiles par chimiotactisme. Les toxines et les
enzymes bactériennes, sécrétées lorsqu’un quantum infectieux suffisant est atteint, entrainent
des lésions épithéliales et interférent avec les défenses immunitaires. Certains des mécanismes
de défense mis en jeu viennent méme aggraver a la fois I’inflammation et I’importance des
lIésions (production de complexes immuns, activation du complément, afflux de
polynucléaires neutrophiles producteurs de protéases et basophiles producteurs d’histamine).

La sérotonine d’origine plaquettaire participe, elle aussi, a I’aggravation des Iésions.
Lors des premiers stades de I’infection, les souches ne produisent pas encore d’alginate, ne
sont pas encore mucoides, et sont généralement sensibles aux antibiotiques habituellement
actifs sur Pseudomonas aeruginosa.

Lorsque I'infection devient chronique, plusieurs phénomenes interviennent. Les souches
colonisatrices smooth de Pseudomonas aeruginosa s’adaptent en produisant de [’alginate.
Elles peuvent constituer jusqu’a 80 % de la population bactérienne. La production d’alginate
favorise I’adhérence aux cellules épithéliales buccales et respiratoires, altére la fonction
mécanique mucociliaire, piege les complexes immuns, protége les bactéries vis-a-vis des
cellules phagocytaires et géne 1’acces des antibiotiques a la cellule bactérienne.

La population de Pseudomonas aeruginosa est alors constituée de microcolonies
entourées d’une masse importante d’alginate, le slime qui augmente encore la viscosité des
sécrétions bronchiques, qui piege les exoprotéines bactériennes, les maintenant au contact de
I’épithélium. D’autre part, ’existence de variations antigéniques de Pseudomonas aeruginosa
par modification du LPS ne permet pas la reconnaissance des bactéries par les anticorps

opsonisants, pourtant produits en quantité importante.
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De plus, les protéases bactériennes deviennent indétectables dans les sécrétions
bronchiques ou elles ne figurent plus que sous la forme de complexes immuns et entretiennent
I’inflammation. Leur présence en grande quantité¢ est considérée comme étant de mauvais
pronostic. Ces souches bactériennes, dont la croissance est ralentie et qui sont soumises de
facon itérative a une pression antibiotique lors des phases d’exacerbation, deviennent
progressivement moins sensibles aux antibiotiques comme les bétalactamines et les
aminoglycosides. De plus, le slime qui les enveloppe freine la diffusion notamment des
aminoglycosides.

Des phases d’exacerbations viennent périodiquement aggraver les 1ésions, modulées par
le systéme complexe de régulation des facteurs de virulence. La proportion des souches
immobiles s’accroit, et la présence de mutants auxotrophes est rattachée a 1’exacerbation des
infections. Les surinfections pulmonaires successives et la prescription d’antibiotiques
favorisent cette situation. Une €radication compléte de ce pathogéne des poumons malades est
donc impossible, et toute la stratégie thérapeutique vise a ralentir I’évolution de 1’infection

tout en préservant au maximum la sensibilité aux antibiotiques.

D. Cas particulier du brulé
Le patient gravement brilé est prédisposé a I’infection du fait de la rupture de la

barriere précoce humorale et cellulaire non spécifique. Pendant une courte période apres la
brilure, la surface de la briilure reste stérile. Si aucun topique antibactérien n’est rapidement
utilisé, les bactéries vont contaminer en surface la peau briilée dans les 48 heures qui suivent
I’accident, et la coloniser progressivement en profondeur jusqu’aux tissus sains. La flore
bactérienne présente dans la plaie évolue avec le temps. Habituellement, les cocci a Gram
positif (Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus) précédent pendant la premiere
semaine les bacilles a Gram négatif dominés par Pseudomonas aeruginosa et les

entérobactéries, qui s’implantent en moyenne vers le 10° jour.
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Pseudomonas aeruginosa trouve dans les escarres des briilés un milieu propice a son
développement. Différents facteurs de virulence interviennent. La fixation de Pseudomonas
aeruginosa est d’autant plus aisée que les cellules sont 1ésées et que la fibronectine est altérée
au niveau des zones brilées. De plus, Pseudomonas aeruginosa produit des protéases qui
favorisent la nécrose et les phénomeénes hémorragiques locaux, et qui altérent directement
I’immunité en activant le complément et en clivant les immunoglobulines. Les hémolysines
contribuent a I’invasion des tissus par leur effet nécrosant. La leucocidine permet 1’invasion
des tissus vers la profondeur, et donc la dissémination de I’infection. La morbidité et la
mortalité des infections a Pseudomonas aeruginosa sont liées a I’action cytotoxique et
nécrotique locale de I’exoenzyme S, et surtout a I’exotoxine A. Cette derni¢re favorise
I’invasion bactérienne et I'infiltration des tissus par les cellules de I’inflammation, ce qui
retarde la cicatrisation mais aussi la prise des greffes cutanées. L’action des facteurs de
virulence favorise donc I’invasion des zones briilées par Pseudomonas aeruginosa, puis sa

dissémination, a I’origine de bactériémies et de syndromes septiques séveres.

V.2 Aspects cliniques
A. Infections communautaires

Pseudomonas aeruginosa peut étre impliqué dans certaines infections communautaires.
En général, ce sont des infections localisées et souvent associées a un contact avec de 1’eau ou

des solutions antiseptiques contaminées.

A.1 Patients immunocompétents
Chez le sujet immunocompétent, Pseudomonas aeruginosa est responsable d’infections

en général opportunistes, résultant de conditions locales ou générales favorables a son
développement.

— Pseudomonas aeruginosa est le principal agent responsable des otites externes simples. Au
cours des otites externes chroniques et des otites moyennes chroniques associées ou non a un
cholestéatome, Pseudomonas aeruginosa représente jusqu’a 32,5 % des germes isolés.

— Les infections sur peau saine sont probablement sous-estimées, favorisées souvent par le

contact avec des liquides contaminés, par ’humidité et la macération.
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Les espaces interdigitaux des pieds sont les plus fréquemment atteints. L’infection se
limite souvent a I’épiderme, et se manifeste habituellement de fagon brutale par la survenue
d’un intertrigo douloureux, érosif, suintant, malodorant, recouvert de sérosités verdatres. Des
balanites inflammatoires et érosives a Pseudomonas aeruginosa ont également été décrites.
Les prélévements microbiologiques mettent en évidence Pseudomonas aeruginosa, parfois P.
mirabilis, mais aussi dans 30 % des cas un dermatophyte. Le rdle favorisant de la coinfection
mycosique est expliqué par plusieurs mécanismes altération de la couche cornée, sécrétion
par certains dermatophytes d’antibiotiques qui exercent au cours du temps une pression de
sé¢lection favorable a la croissance des bactéries a Gram négatif qui se multiplient, sécrétent
des enzymes protéolytiques responsables des érosions douloureuses.

Les folliculites sont des infections des follicules pilosébacés par Pseudomonas
aeruginosa le plus souvent de sérotype O 11, mais aussi O 3 et O 16. La fréquentation
d’une piscine, de bains a remous ou sous pression, de saunas ou la pratique de la plongée
sous-marine , la topographie particuliere des lésions (maillot de bain, parties latérales du
tronc, creux axillaires), le siége sur une zone d’épilation a la cire sont des facteurs pouvant
faire évoquer une infection a Pseudomonas aeruginosa. Le délai entre la contamination et
I’apparition des 1ésions est de quelques heures a 3 jours. Cette affection peut évoluer sur un
mode épidémique et toucher plusieurs personnes a la fois, ayant fréquenté la méme piscine ou
le méme bain a remous peu de temps auparavant. Cette infection est habituellement peu
sévere et spontanément résolutive sans traitement spécifique.

— L’onyxis a Pseudomonas aeruginosa, favorisé par la macération, s’accompagne d’un
périonyxis inflammatoire. Il est connu sous le nom de syndrome des ongles verts du fait d’une
coloration brun-vert de I’ongle liée a la production de pigments par Pseudomonas aeruginosa.
Cette infection de 1’ongle peut étre primitive, coexister avec une infection a Candida ou
surinfecter un onyxis inflammatoire.

— La majorité des endophtalmies sont la conséquence d’une lésion traumatique surinfectée.
Les atteintes oculaires font le plus souvent suite a des microtraumatismes de la cornée, li€s au
port de lentilles souples et a une contamination par une eau contenant Pseudomonas

aeruginosa.
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Ces infections sont également favorisées par une corticothérapie locale, 1’utilisation
inappropriée d’un anesthésique de contact ou d’un collyre contaminé. L’infection débute
classiquement par une kératite, petit ulcére nécrotique accompagné d’une fievre, de douleurs,
d’une hyperémie conjonctivale avec suffusions hémorragiques et cercle périkératique, d’une
diminution de la vision (oedéme de la cornée), d’une photophobie et d’un myosis. Cet ulcére
rapidement extensif peut évoluer vers un abces de cornée, puis une perforation de la cornée, et
entrainer des panophtalmies fulgurantes gravissimes avec fonte purulente de 1’oeil en 48
heures.

Pseudomonas aeruginosa est une cause de conjonctivite chez les prématurés ou les
enfants de faible poids a la naissance. Cette conjonctivite peut se compliquer d’une atteinte
méningée et cérébrale.

— Les infections pulmonaires a Pseudomonas aeruginosa sur poumons antérieurement sains
sont rares. Depuis 1971, seuls 11 cas de pneumopathie a Pseudomonas aeruginosa chez des
patients sans antécédent ont été publiés. La mortalité a été évaluée a 33 %. Le facteur
commun retrouvé est I’inhalation d’eau contaminée sous forme d’aérosol.

— Pseudomonas aeruginosa est responsable d’atteintes digestives parfois €épidémiques
diarrhées du nouveau-né et « fievre de Shangai », dont le tableau est proche de celui de la
typhoide. Pseudomonas aeruginosa est isolé chez 10 a 20 % des malades souffrant d’une
péritonite communautaire, et dans 13 % des cas d’appendicite chez les enfants n’ayant pas été

hospitalisés dans les mois précédents.

A.2 Patients immunodéprimés
Chez le sujet immunodéprimé, Pseudomonas aeruginosa peut étre a [origine

d’infections aigués graves.

— L’otite externe maligne est une infection nécrosante du CAE, a point de départ cutané,
évoluant vers une ostéite de la base du crane, voire une méningite. Cette infection met en jeu
le pronostic fonctionnel (paralysie des nerfs craniens VII, IX, X et XI) et vital (environ 50 %

de mortalité en cas d’atteinte nerveuse).

98



Pseudomonas aeruginosa est I’agent quasi exclusivement responsable de cette infection. Ceci
conduit a proscrire toute manoeuvre traumatique du CAE chez les patients non
immunocompétents et a considérer, sur ce terrain, comme potentiellement grave toute
infection du CAE, en particulier si I’examen otoscopique montre du tissu de granulation
polypoide.

— L’ecthyma gangrenosum est caractérisé¢ par I’apparition d’une vésicule hémorragique puis
ulcéronécrotique. L’aspect final est celui de nodules inflammatoires siégeant
préférentiellement au niveau descuisses, du périnée, du creux axillaire ou des extrémités. Les
hémocultures et/ou les prélevements locaux permettent d’isoler le germe en cause qui est
toujours Pseudomonas aeruginosa.

— Les septicémies a Pseudomonas aeruginosa représentent 10 a 20 % des septicémies a
bacilles a Gram négatif. Les portes d’entrée principales sont les bronchopneumopathies, les
infections cutanées, les infections sur cathéter, les infections abdominales et urinaires hautes.
Elles surviennent sur des terrains débilités myé¢lodysplasie, neutropénie, pathologie sous-
jacente imposant une antibiothérapie antérieure, corticothérapie générale ou chimiothérapie
antitumorale.

L’immunosuppression favorise leur survenue, et elles sont décrites avec une fréquence
¢levée au cours du syndrome de I’immunodéficience acquise (sida). Le patient est souvent
déja fébrile et neutropénique lorsque les manifestations cutanées exceptionnelles apparaissent.
En fait, ¢’est dans un contexte de céphalées, de fievre élevée, de diarrhée, que s’installent les
signes cutanés €vocateurs  vésicules a contenu parfois hémorragique riches en bacilles,
ecthyma gangrenosum habituellement localisé¢ dans la région anogénitale ou axillaire [49],
cellulite gangréneuse et/ou exanthéme maculopapuleux ou nodulaire du tronc, roséoliforme.
Plus décalée dans le temps, la cellulite nodulaire est caractéristique des infections
septicémiques a Pseudomonas aeruginosa.

Les ¢éléments sont inflammatoires (rouges, chauds), parfois fluctuants, mais paraissent
habituellement fermes car profondément enchassés. Ils se localisent au tronc et aux

extrémités, et leur incision libére un contenu purulent.
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Pseudomonas aeruginosa est habituellement isolé dans toutes ces lésions et dans les
hémocultures ; la mise en évidence a I’examen direct de bacilles a Gram négatif en grand
nombre au sein de rares polynucléaires neutrophiles évoque une infection a Pseudomonas
aeruginosa. Le pronostic est grave (mortalité voisine de 50 %) li¢ essentiellement au terrain, a
la maladie sous-jacente, a la localisation primitive et a ’accessibilité ou non du foyer a un
geste chirurgical. Le traitement repose principalement sur une antibiothérapie adaptée ;
I’association a des facteurs stimulant la multiplication des macrophages et neutrophiles
(granulocyte-macrophage colony stimulating factor ou GM-CSF) peut étre utile chez les
patients neutropéniques.

— Des atteintes endocarditiques et des ostéomyélites sont décrites chez les toxicomanes, li¢es
a I’injection d’eau contaminée avec la drogue. L endocardite a Pseudomonas aeruginosa est
fréquente chez I’héroinomane, souvent polymicrobienne sur valve native, pouvant intéresser
le coeur droit comme le coeur gauche. Elle provoque souvent des embolies pulmonaires
septiques.

— Chez le sujet contaminé par le virus de I’immunodéficience humaine (VIH), les infections a
Pseudomonas aeruginosa sont fréquentes et plus souvent d’origine communautaire que
nosocomiale (deux tiers des cas) pneumopathies sans septicémie, bactériémies associées a
des cathéters vasculaires, a des pneumopathies ou a des infections urinaires, infections des
tissus mous, sinusites, otites externes.

Chez ces patients généralement au stade de sida, les principaux facteurs de risques retrouvés
sont la présence de cathéters vasculaires, une corticothérapie et une antibiothérapie récentes.

— Les endophtalmies endogenes par dissémination hématogéne sont exceptionnelles. Les
germes en cause sont principalement des bactéries a Gram positif, seuls 15 cas dus a

Pseudomonas aeruginosa ont été décrits depuis 1935.

A.3 Autres terrains particuliers
Sur certains terrains, Pseudomonas aeruginosa est a I’origine d’infections chroniques.
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— Les infections respiratoires chroniques sont caractéristiques de la mucoviscidose. Elles
jouent un rdle important dans la morbidité et la mortalité¢ de ces patients. Elles sont la cause
d’une mortalité prématurée chez 90 % des patients. Polyposes nasales, sinusites et atteintes
bronchopulmonaires sont fréquentes. Les conséquences en sont une hypersécrétion avec
obstruction bronchique et distension thoracique, une modification du rapport
ventilation/perfusion avec hypoxémie et hypertension artérielle pulmonaire a 1’origine
d’hémoptysies de moyenne abondance. Aprés une contamination d’origine communautaire,
les infections respiratoires apparaissent dés les premicres années de la vie, et quel que soit
I’age. Pseudomonas aeruginosa est le plus fréquent des agents pathogenes isolés lors des
examens cytobactériologiques des crachats ou des produits de lavage bronchoalvéolaire. Les
données épidémiologiques de la Cystic Fibrosis Foundation aux FEtats-Unis, portant sur
environ 200 000 patients atteints de mucoviscidose, montrent un taux d’infections a
Pseudomonas aeruginosa de 29,8 % chez les enfants de 2 a 5 ans, et de 81,3 % chez les
patients agés de 26 a 30 ans.

— Pseudomonas aeruginosa est impliqué dans [’étiologie de 3 % des pneumopathies
communautaires aigu€s graves, et principalement sur certains terrains prédisposants
(bronchopneumopathie chronique obstructive [BPCO], dilatation des bronches, VIH).
L’existence d’une relation entre le type de germe isolé au cours des BPCO en poussée aigué
et la sévérité des troubles ventilatoires obstructifs a été démontrée. Ainsi, plus le volume
expiratoire maximum seconde (VEMS) est altéré (< 50 %), plus I’isolement de Pseudomonas

aeruginosa et d’Hemophilus influenzae est fréquent chez les patients atteints de BPCO.
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B. Infection nosocomiales
Tableau 15 Pseudomonas aeruginosa dans les infections nosocomiales

Fréquence Place de P. aeruginosa
Site anatomique %) parmi les agents responsables
= d’infections nosocomiales
Infection pulmonaire 15,3 2
Infection peau, tissus mous 145 2
Infection site opératoire 11,5 2
Infection urinaire 85 3
Bactériémies 7.6 4
Infection sur cathéters 57 3
Tous sites confondus 11 3

Pseudomonas aeruginosa se place parmi les agents étiologiques majeurs impliqués dans
les infections nosocomiales. L’enquéte multicentrique menée aux Etats-Unis par le Centre
national des infections nosocomiales indiquait qu’entre 1990 et 1992, Pseudomonas
aeruginosa ¢était le deuxiéme bacille a Gram négatif et le cinquieme agent pathogene en
fréquence (9 %), apres Escherichia (E.) coli (12 %), S. aureus (12 %), les staphylocoques a
coagulase-négative (11 %) et les entérocoques (10 %).

La responsabilité¢ de Pseudomonas aeruginosa était en cause, tous services confondus,
dans 8 % des surinfections de plaies opératoires, 10 % des infections pulmonaires et 3 % des
septicémies. Parmi les 16 356 micro-organismes isolés lors de 1’enquéte de prévalence
nationale des infections nosocomiales menée en France en 1996, Pseudomonas aeruginosa
représentait 11 % des microorganismes isolés, a la troisiéme place, derriere E. coli (20 %) et
S. aureus (16 %).

L’incidence des infections nosocomiales a Pseudomonas aeruginosa est variable en
fonction du site de I’infection, allant de 5,7 % pour les infections sur cathéters, a 15,3 % pour

les infections pulmonaires (tableau 8).
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Il existe de grandes variations entre les hopitaux et services. Chez les briilés par
exemple, Pseudomonas aeruginosa est isolé dans 18 % des hémocultures, 38 % des
prélevements urinaires, 35 % des briilures et 45 % des prélévements pulmonaires. L’étude un
jour de I’European prevalence of infection in intensive care (EPIC) a inclus 10 038 patients
hospitalisés dans 147 unités de soins intensifs dans 17 pays d’Europe. Cette étude réalisée en
1992 a montré que 20,6 % des patients étaient porteurs d’une infection nosocomiale, et que
Pseudomonas aeruginosa était en cause dans 28,7 % des cas, juste derricre S. aureus (30,1 %).
Ces résultats ont €té confirmés en 1995 par une étude réalisée dans 118 unités de soins
intensifs de cinq pays d’Europe. Pseudomonas aeruginosa représentait 24 % des 9 166

bacilles a Gram négatif isolés.

B.1 En réanimation et unités de soins intensifs
Les patients, souvent immunodéprimés, sont habituellement intubés, ventilés, sondés et

porteurs de cathéters périphériques et centraux ; le risque de contamination et d’infection a
Pseudomonas aeruginosa est majeur.
a. Infections bronchopulmonaires

Avec un taux de 64,7 %, les infections pulmonaires (46,9 %) et les infections
bronchiques basses (17,8 %) se situent a la premicre place des infections acquises en unité de
soins intensifs. Pseudomonas aeruginosa est impliqué dans 16 a 34,6 % des infections
bronchopulmonaires, et est responsable d’environ 70 % des décés. Dans un contexte
postopératoire, Pseudomonas aeruginosa est isolé dans 39 % des pneumopathies, devant
Acinetobacter (28 %).

A la fin de la premiére semaine d’hospitalisation, plus de 30 % des patients de
réanimation sont colonisés par Pseudomonas aeruginosa, ce qui constitue le facteur de risque

le plus important d’évolution vers une pneumopathie.
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Dans une évaluation prospective réalisée chez 3 688 patients admis en unités de soins
intensifs de médecine et de chirurgie, 235 parmi les 420 patients qui ont développé une
pneumopathie I’ont constituée moins de 96 heures aprés l’admission, et Pseudomonas
aeruginosa €tait en cause dans 25,1 % des cas, alors que pour les 185 pneumopathies
déclarées plus tardivement, Pseudomonas aeruginosa était retrouvé dans 38,4 % des cas. Les
modes de pénétration de Pseudomonas aeruginosa dans les voies aériennes basses sont
multiples fausse route, inhalation d’aérosols infectés, dissémination hématogéne, inoculation
directe a travers la sonde trachéale au cours des manoeuvres d’aspiration, micro-inhalations
répétées de sécrétions pharyngées.

Chez les patients sous ventilation mécanique, la sonde d’intubation endotrachéale ou la
canule de trachéotomie court-circuitent les défenses mécaniques respiratoires et altérent la
fonction mucociliaire. Au cours des bronchopneumopathies acquises sous ventilation
artificielle, I’isolement de Pseudomonas aeruginosa doit étre considéré comme facteur de
gravité. En effet, deux études ont montré qu’au cours des bronchopneumopathies a
Pseudomonas aeruginosa, la mortalité était comprise entre 42,3 et 69 %, alors que la
mortalité prévisible calculée a partir du score Apache II était évaluée entre 28,1 et 42,6 %.

b. Infections des sinus

La présence d’un corps étranger (sonde d’intubation, sonde gastrique, ...) chez un
patient en décubitus, est a ’origine d’une réaction inflammatoire oedémateuse locale qui
favorise le développement d’une infection sinusiennne maxillaire, mais aussi dans certains
cas, ethmoidale, sphénoidale et frontale. Les agents les plus souvent en cause sont les
entérobactéries (40 a 50 % des cas), Pseudomonas aeruginosa ou Acinetobacter (4 a 20 %), S.
aureus (12 a 20%) et les levures (5 a 18 %). Cependant, dans une série de 54 malades sous
ventilation mécanique ayant présenté une sinusite, Pseudomonas aeruginosa n’a été retrouvé
que dans un cas. Pour certains auteurs, une sinusite peut entrainer un écoulement de sécrétions
purulentes dans I’oropharynx, et ainsi favoriser I’apparition d une pneumopathie nosocomiale.
Dans une étude rapportant 11 cas de pneumopathies nosocomiales associées a une sinusite, la

méme bactérie a été retrouvée 10 fois simultanément dans le poumon et dans les sinus.
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c. Infections de I’appareil urinaire

Les infections urinaires, avec 17,6 % des infections nosocomiales acquises en
réanimation, se situent en deuxiéme position, mais I’enquéte du National Nosocomial
Infections Surveillance (NNIS) System qui regroupait 200 000 patients hospitalisés en unité
de soins intensifs entre 1992 et 1997, a montré que les infections urinaires étaient en
augmentation puisqu’elles représentaient 31 % de ’ensemble des infections nosocomiales et
venaient ainsi en premiere position. Dans une €tude portant sur 2 691 patients admis en
réanimation dont 2 470 nécessitaient la mise en place d’une sonde vésicale, 130 infections
urinaires ont été diagnostiquées, et Pseudomonas aeruginosa était le deuxiéme micro-
organisme en cause (18 %) aprés E. coli (41,4 %). Ces données sont proches de celles
rapportées par les Centers for Disease Control qui en 1992 notaient une fréquence de 12,5 %
sur 13 165 échantillons d’urine, et de celles de I’étude EPIC qui la méme année rapportait que
Pseudomonas aeruginosa venait en troisi¢me position avec 18,7 %, juste derriére E. coli (22,0
%) et les levures (21,2 %).
d. Infections sur cathéters

Les bactériémies, dont I’origine est le plus souvent un cathéter veineux, représentent la
quatriéme cause des infections acquises en réanimation. Une étude prospective effectuée dans
les services de réanimation de huit hopitaux frangais a montré que Pseudomonas aeruginosa
¢tait associé dans 3 a 6% des infections sur cathéters. Dans cette méme étude, la culture de
I’extrémité des cathéters centraux était positive avec Pseudomonas aeruginosa dans 10,6 %, et
celle des cathéters périphériques dans 7 % des cas. Quel que soit le mécanisme de la
colonisation (externe, interne ou par voie hématogene), Pseudomonas aeruginosa vient
coloniser le manchon fibrineux qui tapisse la portion intravasculaire du cathéter, aussi bien

sur sa face endoluminale qu’a sa face externe.
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B.2 Dans les centres de briilés
La disparition de la barriére cutanée, associée a un état d’agression majeure, favorise la

contamination par Pseudomonas aeruginosa, d’autant que 1’atmosphere des centres de brilés
est souvent confinée, chaude et humide. Dans ces centres, Pseudomonas aeruginosa est
responsable de 34,2 % des infections, et les infections pulmonaires y sont majoritaires avec
31,5 % des cas. Pseudomonas aeruginosa est responsable de 10 % des bactériémies et de 28 %
des déces. Une étude rétrospective, réalisée entre 1959 et 1983 et portant sur 5 582 patients
consécutifs, rapportait une mortalité de 77 % chez les brlilés bactériémiques a Pseudomonas
aeruginosa, et une surmortalité estimée a 28 % par rapport a la mortalité prévisible. La
fréquence des infections a Pseudomonas aeruginosa semble diminuer ces derniéres années.
Ceci est sirement le résultat des changements de politiques d’isolement (chambre seule pour
tout patient briillé a plus de 20 % de surface corporelle, cabine d’isolement a flux laminaire,
...), de modifications dans les techniques de soins telles que la suppression encore
controversée des bains et des douches, I'utilisation de différents topiques locaux ou
d’antibiotiques et la réalisation d’excision-greffe précoce.

Au sein de I’escarre, qui prend un aspect brun foncé ou noiratre, apparaissent des zones
de décoloration violettes et des pigments verts, évocateurs d’infection a Pseudomonas
aeruginosa. L’incidence des bactériémies a Pseudomonas aeruginosa chez le brilé est
d’environ 10 %.

Cette incidence varie en fonction de la surface corporelle brilée (> 20 %), de la
profondeur, de la colonisation et de I’infection des zones briilées. Pseudomonas aeruginosa est
retrouvé dans 6 % a 30 % des bactériémies déclenchées par les soins et les actes chirurgicaux.

En dehors des éventuelles et rares Iésions métastatiques liées aux bactériémies
(endocardites, ecthyma gangrenosum, méningites, ...), les infections a Pseudomonas
aeruginosa des autres sites sont surtout des infections acquises par contiguité avec la peau
contaminée. Elles intéressent principalement 1’oeil (conjonctivite, kératite), 1’os et les
articulations, les cartilages (chondrites du pavillon de 1’oreille). Enfin Pseudomonas
aeruginosa est fréquemment responsable d’infections nosocomiales (bronchopneumonpathies,

infections urinaires sur sonde, infections sur cathéter, ...).
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Du fait du risque ¢levé de sepsis grave face a une infection a Pseudomonas aeruginosa,
la pratique réguliere de prélevements bactériologiques avec culture et antibiogramme est

recommandée, pour orienter une antibiothérapie.

B. 3 Dans les autres services hospitaliers
Les infections nosocomiales & Pseudomonas aeruginosa ne sont pas I’exclusivité de la

réanimation, des unités de soins intensifs ou des centres de briilés. On les rencontre également
dans les services d’oncohématologie, de pneumologie et de chirurgie. La liste de ces
localisations ne peut étre exhaustive. En effet, Pseudomonas aeruginosa peut étre a 1’origine
de tous les types d’infection, méme si certaines localisations sont rares, voire exceptionnelles.
a. Méningites

Rare chez I’adulte, la méningite a Pseudomonas aeruginosa est souvent postopératoire a
la suite du drainage de liquide céphalorachidien (LCR), post-traumatique (fracture de la base
du crane) ou en relation avec une infection contigué (sinusite maxillaire). Le tableau clinique
est souvent fruste (fievres, céphalées) et la nuque n’est pas toujours raide. Lors de la ponction
lombaire, le LCR est trouble, avec une pléiocytose importante, riche en bacilles a Gram
négatif a I’examen direct. Le pronostic est sévere, 1I’évolution pouvant se faire vers la
formation de synéchies et d’une hydrocéphalie a pression haute.
b. Péritonites

Dans une ¢tude portant sur 93 cas de péritonites nosocomiales, Pseudomonas
aeruginosa n’était impliqué que dans quatre cas. Ces péritonites nosocomiales sont
secondaires soit a
— un acte chirurgical le plus souvent digestif, par contamination du champ opératoire ou par
lachage d’anastomoses digestives, qui sont favorisées par I’existence d’une ascite, par la
présence de tissus septiques ou ischémiques et par des difficultés techniques a réaliser des
sutures étanches ;
— un geste endoscopique (sphinctérotomie de la papille, pose d’endoprothése biliaire, exéreése
de polypes, sclérose de varices oesophagiennes, ...) ou radiologique invasif
(cholangiopancréatographie rétrograde, opacification des voies biliaires par voie

transhépatique).
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Cependant, cette péritonite nosocomiale peut également faire suite a une perforation gastrique
ou colique chez un patient traité par des corticoides ou autres immunosuppresseurs, sur un
gréle radique, sur une colite aigu€ grave, ou encore survenir au décours d’un bas débit
splanchnique avec ischémie digestive.
c. Endocardites

Les endocardites a Pseudomonas aeruginosa surviennent apres mise en place de cathéter
de Swan-Ganz ou apres chirurgie cardiaque. Elles intéressent plus souvent le coeur gauche, et
plus souvent les valves aortiques que mitrales. Les signes cutanés sont souvent présents et les
embolies cérébrales septiques fréquentes. Le diagnostic repose sur les hémocultures et
I’échocardiographie. Le pronostic est redoutable en raison des difficultés de contrdle de

I’infection et de I’insuffisance cardiaque liée aux mutilations valvulaires.

VI. Gestion d’une épidémie d’infections a Pseudomonas aeruginosa [111]
[112]

VI.1 Difficulté de ’investigation
L’investigation d’une épidémie hospitaliere doit €tre conduite avec rigueur et méthode,

sous peine de susciter de fausses interprétations et des décisions abusives et inopportunes. Les
difficultés rencontrées peuvent étre illustrées par un exemple réel d’une épidémie de
Pseudomonas aeruginosa de sérotype O;o en néonatalogie et en réanimation pédiatrique, 3
septicémies ont été observées, dont une mortelle. Une enquéte a aussitot été ouverte. Des
prélevements multiples ont été réalisés, notamment a tous les points d’eau. La présence de
Pseudomonas aeruginosa dans le circuit d’eau a été considérée hativement comme la cause de
I’épidémie. Des mesures draconiennes et trés coliteuses ont été prises pour éradiquer cette
souche. Or le sérotype de cette souche était différent de celui de la souche épidémique. La
souche de Pseudomonas aeruginosa présente dans le circuit d’eau n’était pour rien dans les

infections observées et n’avait pas méme ¢été responsable d’un seul cas de colonisation.
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Un autre exemple plus ancien est celui d’une épidémie sévere d’infections a
Pseudomonas aeruginosa de sérotype O;¢ dans un service d’hématologie parisien. La souche
épidémique qui €tait résistante a tous les antibiotiques disponibles a été isolée en 1’espace de 5
ans chez 98 patients. Elle a été responsable de 22 bactériémies et de 10 cas de cellulite
périnéale nécrosante sévere, ayant nécessité chez les survivants une dérivation intestinale.
Dix-sept patients sont décédés du fait de I’infection.

Dans le cadre des enquétes épidémiologiques, 1’étude cas témoins a fait ressortir comme
facteurs de risque la sévérité de la neutropénie, le nombre de jours de fievre et le nombre
d’antibiotiques administrés avant le début de la bactériémie. L’enquéte bactériologique dans
les chambres des patients révele la présence de Pseudomonas aeruginosa O dans les siphons
des lavabos. Les mesures de désinfection des siphons a I’eau de Javel ont eu pour seul résultat
d’endommager définitivement les lavabos, sans enrayer 1’épidémie...

Le fait majeur démontré des enquétes est que la contamination se faisait non pas du
lavabo au patient, mais en sens inverse. Plusieurs patients ont été hospitalisés de facon
prolongée, avec des périodes de neutropénie, dans des chambres dont les lavabos étaient
contaminés sans acquérir la souche.

La stratégie de controle de I’épidémie a dés lors été radicalement modifi¢e. Une liste des
patients ayant eu au moins une fois un prélévement positif a été¢ établie, tenue a jour et
transmise dans toutes les unités susceptibles de les accueillir. Ces patients étaient hospitalisés
dans des chambres spécialement dédiées (dites « chambres vertes ») et immédiatement isolés
de facon draconienne. L’¢épidémie a pu €tre enfin contrdlée une fois que tous les patients
contaminés sont sortis définitivement du secteur hospitalier (soit parce que leur traitement
¢tait terminé, soit du fait de leur déces). L’un des enseignements majeurs de cette épidémie est

la trés longue persistance de la colonisation pouvant durer de plusieurs mois et jusqu’a 3 ans.

V1.2 Diagnostic positif
Le diagnostic est d’abord clinique, évoqué devant la survenue d’un nombre

anormalement ¢€levé de cas dans une unité de lieu et de temps.
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En plus de la couleur caractéristique (vert brillant) des plaies infectées, des
expectorations, Pseudomonas aeruginosa dégage une odeur aromatique spécifique de seringa
qui doit attirer 1’attention, d’autant que le contexte est évocateur. Les patients particulierement
exposés sont les nourrissons, les personnes agées, les sujets atteints d’affections graves,
chroniques, métaboliques (diabéte), et surtout hématologiques ou cancéreuses. Les traitements
immunosuppresseurs, les corticoides, les antimétaboliques favorisent [I’infection a
Pseudomonas aeruginosa d’origine endogene. Enfin, le traitement curatif ou préventif des
patients a haut risque par des antibiotiques a large spectre contribue largement a
I’augmentation de la fréquence des infections a bactéries multirésistantes (terrain, chirurgie,
réanimation, ventilation, infection, antibiothérapie préalable, émergence secondaire).

Sur le plan bactériologique, la premicre étape consiste a comparer les sérotypes et les
profils de sensibilité aux antibiotiques des souches isolées chez les patients.

L’enquéte bactériologique sur les cas déja observés ne doit pas faire négliger
I’indispensable démarche épidémiologique descriptive, qui consiste a rechercher des cas qui
auraient pu passer inapercus, non seulement dans le service concerné mais dans les autres
secteurs de I’établissement. Les cas incidents doivent étre recensés avec précision sur le plan
chronologique, de fagon a construire la courbe épidémiologique, mais aussi sur les plans du
suivi de I'itinéraire des patients et du personnel soignant, de la détemination des facteurs de
risque d’infection par ’analyse des facteurs de risque a I’aide d’¢tudes de cohorte ou d’études

cas témoins. Ces résultats doivent permettre de mettre en place des mesures de contrdle,

dont il importe d’évaluer avec précision I’efficacité.

V1.3 Enquéte et controle de I’épidémie
Dans les épidémies d’infection a Pseudomonas aeruginosa, cette enquéte est toujours

difficile, comme I’ont montré les exemples précédents, du fait notamment de la longue
persistance des colonisations chez les patients, qui rend difficile la détermination de la date
d’acquisition du germe. Le contrdle de 1’épidémie n’est pas moins difficile, car les réservoirs
sont souvent importants, multiples et méconnus.

De plus, tout réservoir de germes n’est pas obligatoirement une source de
contamination. La présence de Pseudomonas aeruginosa dans un réservoir de I’environnement

ne suffit pas a prouver son implication comme source de I’épidémie.
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Les mesures de prévention relévent de 1’hygiéne hospitaliere. Leur description
dépasserait le cadre de cet exposé. On se bornera a souligner I'importance, dans le cas
particulier de Pseudomonas aeruginosa, d’un détartrage régulier et soigneux des lavabos et

des canalisations.

VII. L’apport des différents outils moléculaires dans I’épidémiologie de
Pseudomonas aeruginosa

VIL1 Electrophorése en champ pulsé
L’¢lectrophorese en champ pulsé (ECP) a été mise au point dans les années 1980. Cette

technique est a présent considérée comme la méthode de typage de référence pour les
enquétes épidémiologiques. Les principaux inconvénients de cette technique sont son cott, le
temps nécessaire a sa réalisation et la difficulté de comparaison entre les laboratoires. Mais
ces inconvénients sont compens€s par un pouvoir discriminant important et une bonne
reproductibilité intra-laboratoire. Pour définir si deux souches sont génétiquement identiques,
proches ou différentes, il est nécessaire d’établir des critéres appropriés basés sur 1’idée que le
concept de clonalité est relatif et non pas absolu. Les critéres d’interprétation internationaux
doivent étre appliqués par tous les utilisateurs de I’¢lectrophorése en champ pulsé. Le degré
de similarité génétique entre les souches peut €tre quantifié en utilisant un systeme de
bibliothéeque de typage. En outre, la digitalisation des données associée a une analyse
informatique permet I’étude d’un nombre important de souches lors d’études longitudinales
concernant 1’épidémiologie moléculaire de Pseudomonas aeruginosa. L’ECP demeure la
technique de référence pour I’étude épidémiologique locale sur un temps limité. Les stratégies
d’investigation des ¢épisodes ¢épidémiques doivent tenir compte non seulement des
prélevements a visée diagnostique mais aussi des prélevements de dépistage sans lesquels il
n’est pas possible de caractériser le niveau d’endémicité de cette espece bactérienne dans les

services de réanimation.

VIL.2. Multilocus sequence typing (MLST)
La technique de MLST est basée sur le séquencage de 5 a 10 génes de ménage,

importants dans le métabolisme de la bactérie. Ces derniers sont stables dans le temps, leur

taux de mutation est faible. De plus les all¢les sont caractéristiques de chaque espece. Pour
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Pseudomonas aeruginosa, la technique de MLST a été développée et mise au point par
Curran et al. en 2004 [14], puis modifiée par van Mansfeld R et al. en 2009 [15] ; ce dernier
travail tient lieu de référence dans I’étude de cette bactérie. 11 est basé sur 1’analyse par
séquengage nucléotidique du polymorphisme de 7 geénes (acsA, aroE, guaA, mutL, noD, ppsA
et trpE) répartis sur le chromosome bactérien et conservés au cours de 1’évolution.
L’alignement des séquences d’un locus donné per-met de repérer les alléles différents entre
eux par des mutations et/ou recombinaisons. Pour chaque souche bactérienne, la combinaison
des alleles obtenus a partir de chaque locus sélectionné permet de définir une séquence type
(ST) représentant un génotype multilocus. Ces ST sont consultables en libre acces, dans les
bases de données centralisées sur Internet (http //pubmlst.org). Les liens entre les différentes
souches d’une méme bactéric peuvent alors étre représentés sous forme d’arbres
phylogénétiques. La technique MLST permet également de mettre en évidence les liens
phylogénétiques entre les clones. Cette technique, parfaitement adaptée a la macro-
épidémiologie, est complémentaire de ’ECP. La figure 1 montre la répartition des différentes
lignées de Pseudomonas aeruginosa en Europe (figure 23). Des résultats concordants d’études
basées sur cette nouvelle approche montrent que quelques clones appartenant a des types
MLST bien définis et treés épidémiques sont plus susceptibles d’acquérir de la résistance sous
I’effet de la pression antibiotique [16,17]. Ainsi du point de vue macro-épidémiologique,
I’hypothése d’une population panmictique (n’importe quelle souche peut devenir résistante
puis épidémique dans un environnement trés sélectif du point de vue de l'usage des
antibiotiques) est remise en cause. Aujourd’hui, il apparait plus probable que la capacité de

diffusion d’un clone détermine sa capacité a acquérir des résistances nouvelles.
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Figure 23 Répartitions de différentes lignées de Pseudomonas aeruginosa en Europe

VIII. Hygiéne et prévention

VIIIL.1. Avant Pinfection
La prescription d’une antibiothérapie est I'un des principaux facteurs d’émergence de

Pseudomonas aeruginosa.

Cette antibiothérapie, qu’elle soit probabiliste ou documentée, peut ne pas étre active
sur Pseudomonas aeruginosa, et contribuer a sa sélection en ¢liminant les espéces sensibles.
Cette antibiothérapie peut é&tre théoriquement adaptée a des souches sensibles de

Pseudomonas aeruginosa, mais les résistances acquises sont tres fréquentes dans cette espece.
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Ainsi, chez les patients porteurs d’une sonde vésicale, Pseudomonas aeruginosa est
retrouvé dans 5 % des infections urinaires si aucun traitement antibiotique n’est associé, en
revanche, il est retrouvé dans 13 % des préleévements lorsqu’une antibiothérapie est associée
[18]. 11 en est de méme pour les patients sous ventilation artificielle, chez lesquels
Pseudomonas aeruginosa est retrouvé dans 4,9 % des pneumopathies nosocomiales si aucun
traitement antibiotique n’a été prescrit préalablement, alors qu’il est retrouvé dans 40,3 % des
prélevements par fibroscopie bronchique lorsqu’il existe une antibiothérapie préalable [19].
Toute antibiothérapie doit donc étre justifiée et raisonnée afin de limiter ce risque. En
pratique, les choses ne sont pas toujours simples, car les impératifs cliniques (choc septique)
conduisent souvent a instituer une antibiothérapie a large spectre qui ne peut pas toujours étre

adaptée secondairement, par manque de documentation bactériologique.

VIIL2. INFECTION IDENTIFIEE
Une fois I’infection déclarée, tout doit étre fait pour éviter la transmission de

Pseudomonas aeruginosa a un autre patient. L’isolement des patients porteurs de bactéries
multirésistantes (BMR) est un isolement de type septique, associant un isolement
géographique et un isolement technique [20].

Il s’agit d’éviter la transmission croisée d’un malade a un autre en luttant contre le
manuportage et en limitant au maximum la contamination de I’environnement et du matériel ;
de limiter les phénoménes d’auto-infection, chez les patients colonisés, lors des actes
techniques ou des soins (manipulations des voies veineuses, des aspirations trachéales, etc).
L’isolement en chambre individuelle, portes fermées en permanence, constitue le standard de
I’isolement géographique. L’isolement technique repose sur I’application des mesures faisant
barriere a la contamination, dont les protocoles doivent étre validés par le comité de lutte
contre les infections nosocomiales (CLIN) lavage des mains systématique ou utilisation de
solutions hydroalcooliques en entrant et en sortant de la chambre ; port de gants non stériles a
usage unique lors des contacts avec le malade et son environnement ; port de tabliers ou de
surblouses a usage unique lors des soins, afin de limiter la contamination des tenues de travail
; port de masque, de lunettes de protection lors des soins et aspirations au niveau des voies
aériennes par exemple ; utilisation de matériel individualis€é pour chaque patient

(thermometre, brassard a tension, stéthoscope, etc) ; hiérarchisation des soins.
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IX- Conclusion

Pseudomonas aeruginosa est un micro-organisme ubiquitaire dont I’habitat naturel est
I’eau douce, le sol et les plantes. En milieu hospitalier, la principale source de contamination
est le réseau de distribution d’eau et la nourriture (notamment crudités et fruits frais). Comme
tous les mammiferes, I’homme peut 1'héberger de facon plus ou moins transitoire. La
littérature médicale et scientifique abonde de publications sur des épidémies de sources tres
diverses, mais surtout hydriques, y compris des médicaments injectables ou des solutions
alcooliques antiseptiques. En réanimation, il faut étre particulierement attentif aux appareils,
notamment les humidificateurs, les systémes d’aspiration, les aérosols, les endoscopes.

L’intérét de I’épidémiologie bactérienne ne se borne pas a la tenue d’une sorte de
comptabilité des germes et de leurs résistances. Elle est importante surtout pour mesurer les
évolutions @ moyen et a long terme, comprendre leurs causes, anticiper sur les problémes et si
possible mettre en ceuvre les mesures permettant de les éviter ou de les résoudre.

L’importance de Pseudomonas aeruginosa en réanimation justifie pleinement sa
surveillance épidémiologique non seulement I’évaluation de sa fréquence dans les infections
documentées et la surmortalité qui s’y rattache, mais aussi la description des facteurs de
risque de résistance, notamment les antécédents d’antibiothérapie chez les sujets atteints.

Les données concernant les infections a pseudomonas sont multiples mais encore
incompletes. A ce jour peu de travaux permettent de conclure a la supériorité de la bithérapie
ou non. Au regard de la littérature il semble difficile de définir le traitement optimal en cas de
bactériémie a Pseudomonas aeruginosa. Cette difficulté semble s'accroitre en réanimation du
fait de la fragilit¢ des patients et des risques de sous dosage induit par des volumes de
distribution variables. Une telle inadéquation serait certainement responsable de sélection de
mutants résistants voire d'émergence de souches multirésistantes, et probablement responsable
d'une surmorbidité voire surmortalité. A ce stade et afin d'éviter des difficultés thérapeutiques
futures nous obligeant a utiliser d'anciennes molécules toxiques, quelques recommandations

semblent nécessaires.
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En maladie infectieuse et plus particulicrement en réanimation l'initiation d'une
antibiothérapie est dans la majeure partie des cas empirique (au moins pour les 48 premicres
heures), il est donc raisonnable d'éviter, si 1'écologie locale et le foyer infectieux en cause le
permettent, les molécules a haut risque de sélection de mutants (ciprofloxacine, imipénéme) et
quelque soit la molécule utilisée d'éviter le sous dosage en adaptant les modalités
thérapeutiques au terrain et au foyer concerné.

La fréquence et la gravité des infections respiratoires a Pseudomonas aeruginosa en
font un véritable probléme de santé publique. Leur traitement, rendu difficile entre autre par

I’émergence de résistances impose la recherche d’alternative thérapeutique.
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Résumé

Titre Actualités des infections a Pseudomonas aeruginosa
uteur elhakim Elyajouri.
Aut Abdelhakim EI
Mots clés Pseudomonas aeruginosa — Infection nosocomiale — Bactérie multirésistante

Bacille a Gram négatif, saprophyte de I’environnement hydrique, Pseudomonas
aeruginosa apparait aujourd’hui comme un pathogéne majeur au sein des établissements de
santé, ou il est responsable de 10 % des infections nosocomiales, ce taux augmentant jusqu’a
15 % dans les services de réanimation. Le portage endogéne a I’admission des patients et
I’acquisition des souches en cours d’hospitalisation, soit & partir de I’environnement hydrique,
soit par transmission croisée de patient a patient, représentent les différentes voies de
contamination précédant la survenue des infections. La dissémination de clones épidémiques
précede le plus souvent 1’acquisition d’une multi-résistance aux antibiotiques chez un patient
donné sous I’effet de la pression de sélection des antibiotiques. L’émergence de souches toto-
résistantes a récemment compliqué la prise en charge des patients infectés et entrainé une
surmortalité inquiétante.

Les infections séveres a Pseudomonas aeruginosa nécessitent le recours a une
antibiothérapie associant deux antibiotiques synergiques et bactéricides, a des doses ¢€levées
pour limiter le risque d’avoir des concentrations minimales inhibitrices trop faibles au site de
I’infection, facteur de sélection de souches résistantes. Le choix de ces antibiotiques doit tenir

2
compte de la localisation de I’infection, des atteintes rénales et hépatiques associées, de
2
I’écologie bactérienne du service, de I’antibiothérapie antérieure et surtout des particularités
microbiologiques de Pseudomonas aeruginosa.

Une fois I’infection déclarée, tout doit étre fait pour éviter la transmission de
Pseudomonas aeruginosa a un autre patient, par la mise en place d’un isolement de type

b
septique associant un isolement géographique et un isolement technique. Pour limiter
I’émergence et la diffusion des souches résistantes de Pseudomonas aeruginosa,
I’épidémiologie locale des résistances acquises doit étre surveillée, 1’usage raisonné et
hiérarchisé des antibiotiques doit étre préconisé, ainsi que 1’application des mesures d’hygiéne

hospitalicre.
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Abstract

Title : Actuality of Pseudomonas aeruginosa
Author : Abdelhakim Elyajouri.

Keywords : Pseudomonas aeruginosa — Nosocomial infection - Bacteria resistant

Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative bacterium, which natural and permanent
reservoir is the hydrophilic environment. It appears today as a major heath-care associated
pathogen, responsible for 10 % of all nosocomial infections and up to 15 % in intensive care
units. Carriage on admission and acquisition during hospitalization either from the water
outlets or from cross-transmission between patients are the two ways of contamination
preceding occurence of infections. The spread of epidemic clones precede in most of cases
acquisition of multidrug resistance in a patient by antimicrobial selective pressure. The recent
emergence of pandrug resistance has complicated the treatment of infected patients and led to
an increase in associated mortality.

Severe infections require using a combination of two antibiotics and bactericidal
synergistic antibiotics in high doses to reduce the risk of having minimum inhibitory
concentrations too low to the site of the infection factor in the selection of resistant strains.
The choice of antibiotic should take into account the location of the infection, the bacterial
ecology of service and previous antibiotic therapy.

Once the infection is declared, everything must be done to prevent the transmission of
Pseudomonas aeruginosa to another patient, the establishment of an isolation tank type
combining geographic isolation and isolation technique.

To limit the emergence and spread of resistant strains of Pseudomonas aeruginosa, the
local epidemiology of acquired resistance should be monitored, and a sensible use of
antibiotics should be prioritized, recommended and of course application of measures of

hospital hygiene.
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