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I. Introduction

A. Contexte

Pseudomonas aeruginosa appartient a la famille des Pseudomonadaceae. C’est 1’espece la
plus impliquée en pathologie humaine. Cette bactérie ubiquiste, fréquemment rencontrée dans
I'environnement humide proche des malades, exerce son pouvoir pathogéne grace a la production de
nombreux facteurs de virulence membranaires (pili, adhésines non-piliées, flagelle,
lipopolysaccharide, alginate) et extracellulaires (protéases, exotoxines, exoenzymes, hémolysines,
phospholipase...). P. aeruginosa posseéde le plus grand génome séquencé parmi les génomes
bactériens publiés (6,3 millions de paires de bases). Cet équipement génétique, relativement similaire
d'une souche a l'autre (90 % environ) est doté d'un grand nombre de genes de régulation, il reflete la
forte capacité d'adaptation de ce pathogeéne opportuniste a son environnement et aux défenses

naturelles de 1'hote (1).

Le bacille pyocyanique ou Pseudomonas aeruginosa représente, avec le staphylocoque doré,
la cause la plus fréquente d’infections en réanimation. Cet agent pathogene se situe au premier rang
parmi les agents infectieux responsables de pneumopathies acquises sous ventilation mécanique
(PAVM), représentant ainsi 20 % des microorganismes isolés en 2016, selon le dernier rapport du
réseau REA-Raisin (2). Les PAVM représentent la complication infectieuse la plus fréquente en

réanimation et la principale cause d'administration d'antibiotiques.

Sous la pression de sélection d’antibiothérapies, cet agent pathogeéne développe trés souvent
une multirésistance aux antibiotiques, notamment aux carbapénémes, classe a large spectre et de
dernier recours dans 1’arsenal thérapeutique des cliniciens. L’OMS, qui a fait de la lutte contre la
résistance aux antibiotiques un des combats majeurs dans le domaine de la Santé, a placé P.
aeruginosa sur liste numéro 1 (priorité critique) pour la recherche de nouvelles thérapeutiques anti-
infectieuses. D'apres plusieurs études récentes, la mortalité hospitalieére associée aux PAVM a P.
aeruginosa avoisine les 40 % et la détection de souches multi-résistantes est un facteur indépendant

d'allongement de la durée de sé€jour et du délai de sevrage de la ventilation mécanique.
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B. Pseudomonas aeruginosa

1. Généralités

C’est un bacille a Gram négatif, oxydase positive, non fermentant le glucose, aérobie strict,
mobile via un flagelle polaire. Cette bactérie non exigeante se développe sur des géloses ordinaires
en 24-48h en produisant des pigments (pyoverdine, pyocyanine). Les colonies ont souvent des reflets

métalliques et une odeur florale de seringat.

Pseudomonas aeruginosa est un germe saprophyte de I’environnement (1). Ubiquitaire, il se
retrouve sur les sols, eaux et végétaux, de préférence en atmosphére chaude et humide. Il peut se
trouver de manicre transitoire sur la peau et plus particulicrement sur les muqueuses. D’abord
responsable d’une colonisation, il peut ensuite devenir pathogéne sous certaines conditions et
principalement dans un contexte d’immunodépression. Du fait de sa grande capacité d’adaptation et
de survie et de ses différents mécanismes de résistance aux antibiotiques (naturels et acquis), le P.
aeruginosa est une bactérie non négligeable dans les services cliniques. Le traitement des infections
dont il est responsable nécessite souvent une association d’antibiotiques a large spectre, bactéricides
et synergiques.

P. aeruginosa est la 3éme cause d’infections nosocomiales (3). Il est principalement

responsable d’infections associées a du matériel, chez des sujets 4gés et/ou immunodéprimés.

Parmi les principaux facteurs favorisant l'infection a P. aeruginosa figurent (4) :
e Une altération de la barriere épithéliale (brulés, cicatrices post-opératoires, plaies chroniques),
e Inflammation chronique (Bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO), Dilatation
des bronches (DDB) ou mucoviscidose),
e Les dispositifs implantables ou matériels étrangers tels que les chambres implantables, les
cathéters ou les sondes,

e Une altération locale de I’immunité innée/adaptative.

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie contaminant les surfaces de travail et du matériel. Elle
possede des résistances naturelles aux antiseptiques. Elle est capable de survivre sur des surfaces et
en conditions qui ne lui sont pas favorables, grace a la production de biofilm. P. aeruginosa est donc
souvent retrouvé comme contaminant du matériel. Le plus souvent, cette contamination est liée a une

défaillance des procédures de nettoyage des surfaces et du matériel (5).
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2. Pouvoir pathogene et facteurs de virulence

P. aeruginosa est responsable d’infections aigués et chroniques. Il a été mis en évidence

qu’entre ces 2 types d’infections, il ne présente pas le méme phénotype, ni le méme génotype (6).

Dans le contexte d’une infection aigué, ses facteurs de virulence (flagelle polaire et ses pili de
type IV) lui permettent de se déplacer. De plus, la sécrétion de toxines favorise 1’invasion tissulaire
(Figure 1).

Lors de I’évolution vers I’infection chronique, son systeme de régulation génétique
(correspondant principalement au quorum sensing (QS)) va lui permettre de s’adapter. Il va exprimer
des facteurs responsables d’une réponse inflammatoire moins importante et favorisant le
développement d’un biofilm.

C’est ’exemple des patients atteints de mucoviscidose, porteurs de P. aeruginosa sur le long
terme. Ils sont porteurs d’'une méme souche qui va muter pour former des sous-populations aux
comportements différents. Les mutations apparaissent le plus souvent dans les systémes de régulation
(QS), les systemes de réparation de I’ADN, des genes de virulence et de résistance aux antibiotiques.
Elles vont favoriser la survie et le fitness du bacille pyocyanique dans les poumons des patients. De
maniere sporadique, des exacerbations vont avoir lieu ce qui reflete la communication et la

coopération de ces sous-populations dans I’infection chronique.

Flagella Pili Alginate —__

- \%

Alkaline protease Phosp Pyoverdine o

) / Elastase ol

holipase

ROS
PR ) T Glutathione
EF2 NADPH

[===]
=
.‘ght j‘Il“.":tm. . .

Figure I — Facteurs pathogeénes du Pseudomonas aeruginosa (1)
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a) Le flagelle et les pili de type IV

Une des caractéristiques de virulence du P. aeruginosa est sa capacité a se déplacer et a
adhérer aux surfaces. Il posseéde un flagelle polaire qui est essentiel pour sa mobilité et sa
pathogénicité. Il assure le déplacement avec un mouvement de tire-bouchon rotatif. Ce flagelle est
associ¢ a des adhésines et principalement aux pili de type IV qui lui permettent d’adhérer a
1I’épithélium. Ces pili se fixent comme des grappins a la paroi des cellules et permettent a la bactérie
de se déplacer par un mouvement d’extension/rétraction, appelé « twitching motility ». Ce
phénomeéne permet de faciliter I’infection des voies aériennes (7). Le flagelle et les pili de type IV se
lient sur des glycosphingolipides et des protéoglycanes. Ces composés se trouvent majoritairement
sur les cellules immatures ou endommagées (8). Ce sont des facteurs de virulence importants,
puisqu'il a ét¢ démontré sur modeles animaux, que la perte de ces facteurs entrainait une diminution

de la virulence des souches (7).

b) Le lipopolysaccharide

Le lipopolysaccharide (LPS) est un glycopeptide de surface complexe qui se trouve sur la
membrane extérieure des bactéries. Le LPS joue un réle dans la virulence et la résistance aux
antibiotiques. Il est composé de 3 parties. La premiére correspond au lipide A. La troisieme partie,
tres spécifique et constituée d’un enchainement de polysaccharides, est appelée 1’antigéne O. Entre

les 2 se trouve le core constitué d’un oligosaccharide ramifié¢ de 9 a 10 sucres (Figure 2).

Le lipide A est un disaccharide ancré a la membrane extérieure qui a un role pro-inflammatoire
important. Il peut en effet se lier aux corécepteurs MD2, CD14 et TLR4 (toll-like receptor 4), activer
la voie NFkB et entrainer la libération de cytokines et chimiokines pouvant conduire a un choc
endotoxinique. En général, plus le lipide A présente des acétylations et des phosphorylations, plus il
est susceptible d’induire une réaction inflammatoire importante via les TLR4. Dans le contexte de la
mucoviscidose, le lipide A du P. aeruginosa est souvent hexa- voir hepta-actétylés alors qu’il est

penta-acétylé sous sa forme « sauvage » (9). La partie lipide A-core est associée dans 15 % des cas a

I’antigeéne O (1).

L’antigene O est un polysaccharide qui peut étre composé d’un a une centaine de sucres. Il en
existe 2 grands types différents en termes de structure et de sérologie. L’antigéne O « O-commun »

(ou A-band) est un homopolymere de D-rhamnose d'environ 70 sucres de long et qui provoque une
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faible réponse des anticorps. Par opposition, le « O-spécifique » (ou B-band), est un hétéropolymere
dont la longueur est variable et la nature des sucres varie en fonction de la souche. Il provoque une
forte production d’anticorps et constitue la base chimique du sérotypage. Tres probablement lié a
cette différence de réaction du systéme immunitaire, il est constaté que dans le contexte de

mucoviscidose, le O-spécifique diminue au profit du O-commun (1).

Capped Uncapped O antigen

0 antigen

0SA (05) CPA
PR |
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P . '3 b,
L L
SPI
Y
LY 7 L4
P AN 2
\\ ‘..) f\/
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Figure 2 — Organisation du lipopolysacchardide (LPS) (10)

Simplified chemical structure of P. aeruginosa PAOI (serotype O5) lipopolysaccharide. The
structure is adapted from several studies [12-17] and coloured according to the Symbol
Nomenclature for Glycans (SNFG) [18,19]. A more detailed review of the chemical strucutre of P.
aeruginosa LPS can be found in [17]. Tje lipid A-core region can be capped (or not) with a variable

number of O antigen repaets. The predominant penta-acylated lipid 1 structure is shown.
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c) Les systemes de sécrétion

P. aeruginosa possede différents systemes de sécrétions participant a sa virulence. Chez les
bactéries a Gram négatif (BGN), les protéines sécrétées doivent passer au travers de 2 barrieres
lipophiles, correspondant a la membrane interne (IM) et la membrane externe (OM), séparées par un
espace périplasmidique hydrophile contenant le peptidoglycane. Six types de systémes de sécrétion
(SST) (Ia VI) vont permettre le passage des facteurs de virulence au travers de ces membranes (Figure
3). A I’exception du systeme de type IV, ils sont tous présents chez P. aeruginosa. Ils sont classés en
2 grandes catégories : la premicere permet la sécrétion a 1’extérieur de la cellule bactérienne (espace
extracellulaire), la deuxiéme s’apparente a un systeme d’aiguille qui pénétre a I’intérieur méme de la
cellule de I’hdte pour pouvoir y injecter directement les facteurs de virulence. Les principaux SST

responsables de la virulence de P. aeruginosa sont le SST 1II et le SST I11.

Cytoplasm

Figure 3 — Systemes de sécrétion existants chez Pseudomonas aeruginosa (11)

Le SST II permet de libérer dans 1'environnement extracellulaire des toxines dont 1’exotoxine
A (Exo0A), des €lastases (LasB et LasA), des lipases et des protéases. Ce systéme de sécrétion est sous

contrdle direct du QS (voies LasR/I et RhIR/I) (11).
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Le SST IIT permet I’injection de protéines toxiques directement a ’intérieur du cytosol des
cellules de I’hdte a I’aide d’un systéme comparable a une aiguille. L’interaction entre la cellule et la
bactérie est primordiale pour ce mécanisme de virulence (11). Les principaux effecteurs sécrétés sont
I’exoenzyme S (ExoS) et ’exoenzyme U (ExoU) qui sont mutuellement exclusifs (12). Il permet aussi

la sécrétion de I’exoenzyme Y (ExoY) et I’exoenzyme T (ExoT) (Figure 4).

L’ExoU est la plus virulente des 4 cytotoxines sécrétées par le SST III. Elle a une activité
phospholipase de type A2 responsable d’une lyse cellulaire rapide des cellules épithéliales,

macrophages et polynucléaires neutrophiles (13).

L’ExoS, moins virulente, est une protéine bifonctionnelle. D’un c6té, elle inhibe la mobilité
et la phagocytose (14) par son activité GTPase sur I’extrémité N-terminale (GAP) des protéines. Cela
altére le cytosquelette (cible les protéines de la famille Rho), pouvant méme induire la mort cellulaire
par apoptose in vitro (15) et in vivo (16). De 1’autre, elle possede une activité ADP-ribosyl-transférase
(ADPRT) sur I’extrémité C-terminale des protéines de la famille Ras (17). Son activité va étre
responsable d’une perturbation de 1’organisation du cytosquelette, d’une diminution de la synthése
d’ADN, d’adhésion cellulaire et de viabilité (12). L activité ADPRT de I’ExoS est celle qui contribue

le plus a sa virulence (12).

I1 est considéré que I’ExoU est 100 fois plus cytotoxique que I’ExoS, malgré le fait que les
toxines soient mutuellement exclusives. Elle peut entrainer la mort cellulaire par une action

nécrotique liée a la destruction de la membrane (18).
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Figure 4 — Mécanisme d’action du systeme de sécrétion de type Il (7)

d) La pyocyanine

La pyocyanine est une protéine de type phénazine de couleur bleue qui joue un role important
dans le pouvoir pathogene de P. aeruginosa. Elle posséde des propriétés oxydo-réductrices avec un
effet oxydant sur le glutathion et une inactivation de la catalase des cellules épithéliales. Cela a pour
effet d’augmenter les espéces réactives de I’oxygene et ainsi de favoriser le stress oxydatif et la
nécrose tissulaire. Elle perturbe la réaction immunitaire en augmentant la sécrétion d'IL-8, mais

entraine globalement une diminution de la réponse de 1’hdte et 1’induction de 1’apoptose des

neutrophiles (7).
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e) La pyoverdine

La pyoverdine est un pigment de couleur verte qui joue le réle de sidérophore. Elle permet de

capter le fer dans I’environnement extérieur du Pseudomonas aeruginosa. Ce nutriment est

indispensable a la virulence du bacille pyocyanique et permet une évolution vers I’infection chronique

(19). De plus, il a été¢ mis en évidence que la pyoverdine intervenait dans la régulation d’au moins 3

facteurs de virulence : I’exotoxine A, une endoprotéase et la pyoverdine elle-méme (Figure 5) (20).

Ce sidérophore est régulé par le OS et en particulier par la voie LasR/I (8).

Pyoverdine Ferri-pyoverdine
Fe3+
\ % Exotoxin A Protease
\ Fed+
) \// OuteL
FpvA membrane
1
Signalling Periplasm
FpvR Pathway
T Cytoplasmic
' membrane
PvdS
Cytoplasm
ptxR
gene
Pyoverdine Synthesis toxA prpL
genes gene gene

Figure 5 — Role de la pyoverdine (20)
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) Les protéases

P. aeruginosa produit différentes protéases, dont certaines jouant un réle important dans les
infections oculaires ainsi que dans les bactériémies. Elles peuvent dégrader les immunoglobulines, la
fibrine et détruire les jonctions serrées entre les cellules épithéliales (1). Les principales protéases
sont : la protéase alcaline, les élastases LasA et LasB, la sérine protéase appelée protéase 1V,

I’exotoxine A et la phospholipase C (Figure 6).

La protéase alcaline (AprA) est sécrétée par le SST I et permet de lyser la fibrine (7). Elle peut
aussi interférer avec 1’activation du complément et empécher 1’opsonisation de la bactérie par le
complément (21). Elle peut potentiellement bloquer la phagocytose et la lyse par les polynucléaires

neutrophiles (21).

LasA et LasB, respectivement appelées staphylolysine et élastase, sont les 2 principales
¢lastases produites par P. aeruginosa. Elles sont régulées par le OS (LasR/T) et sécrétées par le SST
1I.

LasA est une sérine protéase capable d’hydrolyser des ponts penta-glycine présents dans le
peptidoglycane de la paroi des staphylocoques. Son role principal est d’agir en synergie avec LasB.
L’élastase LasB est une métalloprotéase qui posseéde une activité protéolytique plus importante. Elle
a notamment la capacité de lyser les protéines du surfactant A et D (SP-A et SP-D) (22). Elle joue
aussi un rdle dans la destruction des jonctions serrées des cellules épithéliales (7).

Grace a des modeles murins, il a été mis en évidence que des souches déficientes en LasA avaient

une virulence moins importante et une plus grande sensibilité a la phagocytose(23).
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Figure 6 — Mécanismes d’actions des protéases (7)

La protéase IV (PIV) est une sérine protéase qui peut lyser le surfactant (le SP-A et le SP-D).
Dans une étude, il a été mis en évidence une diminution de ’activité des macrophages alvéolaires a
cause de ’activité de la PIV (24). Elle peut aussi dégrader des protéines du complément, des
immunoglobulines et du fibrinogene (25).

L’exotoxine A est une ADPRT sécrétée par le SST 11. Elle a pour cible le facteur d’¢longation
2 (EF-2). Lorsque ce facteur clé de la synthése cellulaire est inhibé, il y a induction de 1’apoptose. En
comparaison ce systeme est moins efficace que ’ExoS sécrétée par le SST III (26). Ce systéme est

pour autant majeur, car en modele murin, les souches déficientes en ExoA sont 20 fois moins

virulentes que les souches sauvages (27).
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La phospholipase C est une phospholipase qui est secrétée dans 1’espace extracellulaire par le

SST II. Elle est capable de lyser les phospholipides des cellules eucaryotes (7). Son role principal est

de dégrader le surfactant (composé a 90 % de phopholipides) (28).

Tableau I — Récapitulatif des différents facteurs de virulence de P. aeruginosa

Facteurs de virulences

Flagelle

Pili

Lipopolysaccharide (LPS)

Exoenzyme S (ExoS)

Exoenzyme U (ExoU)

Exotoxine A (toxA4)

LasA (Staphylolysine)
LasB (Elastase)
Protéase alcaline (4prA)

Pyocyanine

Pyoverdine

Protéase IV (PrpL)

Phospholipase C (plcB)

Mécanismes

Adhésion aux mucines

Mobilité : role dans I’internalisation
Adhésion aux cellules épithéliales
respiratoires

Stimulation de la production de

cytokines
Effet cytotoxique : enzyme
bifonctionnelle (activit¢ GAP et
ADPRT)
Activité phospholipase A2: lyse

cellulaire

Inhibition de la synthése protéique des

cellules cibles

Sérine protéase
Meétalloprotéase

Protéolyse

Production de radicaux libres

Sidérophore

Sérine protéase

Phospholipase

Effets pathogénes
Diffusion bactérienne
Pathogénicité respiratoire
Favorise la réaction
inflammatoire/choc

Perturbation du cytosquelette, de

la synthése de I’ADN. Nécrose

tissulaire

Lésions des cellules épithéliales
Responsable de bactériémie
voire de choc septique

Mort  cellulaire nécrose
tissulaire

Role important dans la virulence

Destruction des tissus contenant
de I’élastine

Lyse de la fibrine

Empéche I’activation du
complément

Nécrose tissulaire
Diminution de la réponse
immunitaire

Régulateur dans la sécrétion de
facteur de virulence (y compris la

pyoverdine)

Lyse de surfactant pulmonaire
Dégradation du complément, du
fibrinogéne et des
immunoglobulines

Dégrade le surfactant

Régulation
par le QS
Non

Non

Non

Non

Non

Oui

Oui
Oui
Oui

Oui

Oui

Oui

Oui
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3.  Le peptidoglycane

Le peptidoglycane est un composé essentiel pour les bactéries durant leur croissance et leur
multiplication. Il permet de préserver la forme des bactéries et d’assurer une protection mécanique en
maintenant une résistance a la pression osmotique. Il joue un rdle crucial durant la période de
croissance et de multiplication. Chez les BGN, le peptidoglycane se trouve dans [’espace
périplasmidique compris entre la membrane interne et la membrane externe (Figure 7). Son
remodelage naturel chez les bactéries permet d’assurer 1’intégrité de la paroi. Chez les BNG, il est
estimé qu’environ 50 % est dégradé par génération et jusqu’a 90 % est recyclé pour la synthése du

peptidoglycane (29).

Le peptidoglycane est composé d'une partie glucidique (= polysaccharide) et d'une partie
peptidique. Le polysaccharide est un polymére de glycosaminopeptides constitué¢ de N-acétyl-
glucosamine (NAG) et d'acide N-acétyl-muramique (NAM).

Les protéines liant les pénicillines (PLP ou

p-lactam

PBP en anglais) sont des enzymes nécessaires a la

| o oo o oo o e o e o o o

e Ly . . \ o .
Peptidoglycan f.::..,.0:3:."3.:,.:3?:‘:.,‘,,:,o,o,o.:‘: %%  formation du peptidoglycane et a son maintien.
PG synthesis e l}_““"’c Elles se situent dans I’espace périplasmidique, sur
| L-Ala «  Increased PG T le coté externe de la membrane interne. Elles
y-D-Glu catabolism

meso-DAP possedent des activités D,D-transpeptidase, D,D-

PBP4 D;,.

D-Ala —>AmpG carboxypeptidase et D,D-endopeptidase. Leur site

V=lm(el =l x)=fulmf el mf el catalytique est aussi le site de fixation/action des -

Multiple
steps

lactames. En fonction de leur poids moléculaire,

elles possédent des activitds enzymatiques
différentes. Les PLP de haut poids moléculaire
(PLP-HPM, >60kDa) sont responsables de Ila
polymérisation du peptidoglycane et de son
incorporation dans la paroi cellulaire préexistante.

Les PLP de faible poids moléculaire (PLP-FPM,

<60kDa) sont utilisées dans la séparation, la

maturation et le recyclage des molécules de

ampC >

peptidoglycane, agissant comme catalyseur pour
é 1.6anMurNAc O GleNAe [ MurNAc

les activités D,D-carboxypeptidase ou D,D-
Figure 7 — Recyclage du peptidoglycane (26)
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endopeptidase.(30). Chez P. aeruginosa il existe 5 PLP-HPM : PLPla, PLP1b, PLP2, PLP3 et
PLP3a(3x) ; 3 PLP-FPM : PLP4, PLP5 et PLP7 (6).

Pour recycler le peptidoglycane, des autolysines le lysent en fragments peptidiques (GlcNAc-
1,6-anhydroMurNAc-peptides) soit sous forme de tri-, tétra- ou pentapeptide. Chez P. aeruginosa,
ces fragments traversent la membrane interne a 1’aide d’une perméase appelée AmpG. Dans le
cytosol, ils sont métabolisés par une premiere enzyme appelée NagZ, responsable de la formation de
N-acétylglucosamide-anhydromuropeptides (NAG-anhydro-MurNAc), puis, de maniere classique,
les NAG-anhydro-MurNAc sont métabolisés en anhydro-muropeptides (anhydro-MurNAc) par
AmpD. Ils suivent une chaine de métabolisation pour étre réincorporés dans le peptidoglycane sous
forme de uridine 5-pyrophosphoryl-N-acetylmuramic acide-pentapeptide (UDP-MurNAc-P5). Les
UDP-MurNAc-P5 et anhydro-MurNAc se lient 8 AmpR et modifient sa conformation. AmpR est un
régulateur d’ AmpC. Sa liaison a des UDP-MurNAc-P5 inhibe I’expression d’AmpC. A I’inverse, les
anhydro-MurNAc favorisent I’expression d’AmpC (30).

AmpC est une céphalosporinase constitutive de P. aeruginosa qui est un des mécanismes clés

de la résistance aux -lactamines.
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4. Le quorum sensing

a) Géneralites

Un élément majeur de la virulence de P. aeruginosa est sa capacité a s’adapter a son
environnement extérieur. Le P. aeruginosa possede un génome de plus de 6,3 Mbp, soit un des plus
grands génomes dans le monde bactérien. De part cette caractéristique, il est en capacité de produire
un nombre important de métabolites régulés par différentes voies de signalisation (Figure 8). Ces
dernicres répondent a différents stress provenant de I'environnement extérieur et permettent au bacille

pyocyanique de s’adapter.

Le systéme de régulation le plus connu chez P. aeruginosa est le QS. Ce systéme a aussi été
décrit chez d’autres bactéries comme Vibrio fischeri, Agrobacterium tumefaciens et Erwinia
carotovora. Deés 1994, il a été découvert un systéme de régulation des genes en lien avec la densité
de la population bactérienne correspondant au QS (31). Chez P.aeruginosa, le QS régule plus de 10 %

des genes (5).

= ([ Alginate ( Rhamnolipids )

Flagella - .\ /. i Elastase
\ ’ Biofilm structure & / o
— dynamics Alkali
( Ty':;;“ei Vo Motility ] Immune evasion |[~* prot::Tsee 4

P. aeruginosa virulence
mechanisms

e Iron l | Antibiotic Efflux
Proteases '+—| scavenging I resistance | '._pumps
e Cytotoxicity B

‘ o

/ /1 S

= 2 HCN Fui
. ‘ z l \ ¢ Modifying
s|derophores Pyocyanin ¥ . enzymes
/ \ T3SS Exotoxin A | =
Pyochelin ) ( Pyoverdine

Figure 8 — Mécanismes de virulence du Pseudomonas aeruginosa (4)

Le QS permet une communication inter-bactérienne par l'intermédiaire de molécules dites
“alarmones” ou “quohormones” qui sont des auto-inducteurs. Elles sont produites par les bactéries
elles-mémes et diffusent soit via des pompes d’efflux, soit de manicre passive a travers les

membranes, soit par formation de vésicules membranaires. Une accumulation d’auto-inducteurs se
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fait en cas de densité bactérienne importante. Lorsque la concentration de ces alarmones dépasse un
certain seuil, cela active le QS qui va alors réguler 1'expression de différents génes de P.aeruginosa,

permettant ainsi a la bactérie de s'adapter a son environnement (32).

Ce systeme va permettre a la bactérie d’adapter son comportement en fonction de son
environnement et va favoriser sa survie. En fonction des conditions, le QS va réguler la mobilité de
P. aeruginosa, la production de toxines cytotoxiques, les mécanismes d’évasion au systeéme

immunitaire, la production d’un biofilm et certains mécanismes de résistances aux antibiotiques (32).

Ce systéme permet a I’ensemble de I’inoculum bactérien de répondre de maniére coordonnée
pour mieux dépasser le systéme immunitaire au moment opportun. Les infections chroniques chez
les patients atteints de la mucoviscidose le montrent trés bien. En effet, les exacerbations sont

corrélées a une augmentation des concentrations systémiques des “alarmones” (4,33).
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b) Voies de régulation

Chez P. aeruginosa, 4 grandes voies de communication participent au QS. Elles sont
complexes et I’ensemble des mécanismes n’est pas totalement compris a 1’heure actuelle.
Globalement, 3 voies (LasR, RhIR et PQS) sont bien connues. Elles sont activées par des “alarmones”
différentes qui se fixent sur leur récepteur respectif, soit LasR, RhIR ou PgsR. Ces récepteurs jouent
le role d’activateur transcriptionnel, capables d'activer la syntheése des alarmones elles-mémes par les
protéines Lasl, Rhll et PqsSABCDH, mais aussi de stimuler l'expression de nombreux genes de
virulence ou de résistance (5). La quatrieme voie est pour I’instant incompletement ¢lucidée (Figure

9).

Les principales cascades de signalisation sont LasR et RhIR, dans les premieres étapes de la
croissance bactérienne pour la régulation de la virulence, puis a la fin de la croissance bactérienne, la

voie PQS semble étre prédominante (34).

Les auto-inducteurs des voies LasR, RhIR et PgsR sont nommés HSL (3-0x0-C12-homosérine
lactone), BHL (C4-HSL) et PQS (2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone) respectivement (5). Ces 3 voies
s'inter-régulent. Ainsi, la voie LasR permet I’activation des voies RhIR et PQS. La voie RhIR régule

négativement la voie PQS tandis que la voie PQS active la voie RhIR.

Pour démontrer I’importance du QS dans la virulence chez P. aeruginosa, différents modeles
animaux et cellulaires ont permis de comparer des souches sauvages a des souches mutantes
déficientes en QS. Il a été mis en évidence que les souches mutantes produisaient moins de dommages

cellulaires et étaient significativement moins virulentes et moins cytotoxiques (35,36).
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5. Le biofilm

Apres avoir atteint le site de 1’infection, notamment grace a son flagelle et pili de type 1V,
Pseudomonas aeruginosa va perdre sa mobilité pour s’attacher aux surfaces et former un agrégat de
cellules et de microcolonies qui vont s’entourer d’une substance exopolysaccharidique (EPS). C’est
un élément majeur pour le passage d’une infection aigué a chronique. Cet ensemble correspond au
biofilm qui permet au bacille pyocyanique de se prémunir du stress oxydatif, de la restriction en
nutriments/oxygene, de I'accumulation de déchets métaboliques, de la phagocytose, de la compétition

inter-espéces et des antibiotiques (37,38).

Dans le biofilm, les bactéries vont pouvoir communiquer les unes avec les autres de manicre
importante. De plus, le biofilm va servir de réservoir de substances métaboliques, de nutriments et
d'énergie pour favoriser la croissance tout en protégeant les bactéries contre les conditions
défavorables (39). Par la suite, des bactéries peuvent s’en détacher, diffuser dans 1’environnement,

adhérer a de nouvelles surfaces et ainsi refaire un biofilm (Figure 10).

—b
Bactéries
planctoniques

Rassemblement et formation
de microcolonies
(quorum sensing)

AN

Figure 10— Cycle de formation du biofilm (13)
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mobilité flagellaire

Adhésion
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Le biofilm est avant tout composé d'alginate et de polysaccharides associés a des protéines,

de I’ADN extracellulaire (ADNe) et de lipides (40).
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Les principaux polysaccharides sont le Psl et Pel. Le Psl joue un role clé dans I’initiation de
la formation du biofilm sur les surfaces (41). Le Pel est proche du Psl. Il joue un role important dans
I’initiation et le maintien de 1’interaction entre les cellules au sein du biofilm (42). Le Pel va
particulierement interagir avec I’ADNe et compenser le manque de Psl dans la périphérie du biofilm
(43).

L’alginate est le composé majoritaire du biofilm. Il permet de protéger les bactéries de
I’opsonisation et de la phagocytose, des radicaux libres et des antibiotiques (5).

L’ADNe joue un role de chélateur cationique du fait de sa structure fortement anionique. Il
facilite aussi la mobilité et la coordination des mouvement cellulaires et confére une résistance aux

antibiotiques (5).
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6. Sensibilité aux antibiotiques

P. aeruginosa possede des résistances naturelles aux antibiotiques, des résistances acquises et
des résistances adaptatives. Ce dernier mécanisme de résistance n’est pour I’instant pas completement
¢lucidé et serait responsable de résistances transitoires liées aux signaux de I’environnement extérieur

percus par la bactérie (5).

Pour étre efficace un antibiotique doit atteindre son site d’action, qui peut étre sur la
membrane, I’espace périplasmidique, dans le cytosol (ribosomes) ou sur ’ADN bactérien. Pour
bloquer I’effet d’un antibiotique, il existe 4 grands mécanismes de résistance : I’imperméabilité, les

pompes d’efflux, la modification de la cible ou la lyse enzymatique.

Les principaux mécanismes pourvoyeur de résistance de P. aeruginosa sont intrinseéques ou

liés a des dérégulations/mutations (Figure 11).

a) Résistances intrinseques : phénotype sauvage

Il existe 3 grands mécanismes intrinseéques de résistance aux antibiotiques chez P. aeruginosa,

retrouvés a ’état « sauvage », sans lien avec une pression de sélection par les antibiotiques.

Le premier existe de maniere chromosomique. Il s’agit d'une céphalosporinase (AmpC) qui
correspond a une B-lactamase de type C dans la classification d’Ambler. Elle est inductible et confere
une résistance naturelle aux amino-pénicillines, céphalosporines de 1¢re, 2eme et 3éme génération a
I’exception de la ceftazidime (44). L association de ces molécules a des inhibiteurs de B-lactamase ne

permet pas de récupérer une activité antibiotique.

Le deuxieme correspond a une réduction du nombre de porines (OprD). Les porines situées
dans la membrane externe ont pour réle de permettre le transport de sucres, d’acides aminés, de
phosphates, des cations divalents et des sidérophores (45). Les antibiotiques hydrophiles dont certains
B-lactames, des aminosides, des tétracyclines et des quinolones pénetrent au travers de la membrane
externe par cette voie (46). La porine OprD joue un role majeur car elle est la porte d’entrée
préférentielle pour la pénétration des carbapénemes dans 1’espace périplasmidique, soit le lieu ou se
trouvent leurs cibles (47). La réduction de cette porine est responsable d’une forte diminution de la

sensibilité aux carbapénémes chez P. aeruginosa (48). La prévalence des souches résistantes a
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I’imipéneme de manicere isolée est estimée a 20 % des cas et quasiment toutes sont liées a la perte de

OprD (44).

Le troisieme grand mécanisme est li¢ a des mécanismes d’efflux. P. aeruginosa possede
plusieurs pompes d’efflux pour expulser les antibiotiques qui ont diffusé a I’intérieur de la paroi
bactérienne. Le plus important est I’efflux MexAB-OprM, il est exprimé de maniere constitutive et
stable. Il est composé de 3 parties différentes permettant de sortir les antibiotiques du cytosol vers
I’espace extracellulaire. Il est efficace sur les tétracyclines, les macrolides, le cotrimoxazole, le
chloramphénicol, les fluoroquinolones, les carboxypénicillines, les céphalosporines de 3¢
génération (céfotaxime et ceftazidime), le méropénéme (pas I’imipéneéme) et I’aztréonam (47).

L’efflux MexXY, associé a OprM, existe de manicre constitutive et peut étre induit par la
croissance bactérienne ou la présence d’antibiotiques (tétracyclines, érythromycine et gentamicine).
Il peut extruder certains B -lactames, fluoroquinolones, aminosides, tétracyclines, chloramphénicol
et ’érythromycine (47). L’importance de cet efflux est surtout lie a la résistance aux aminosides
qu’il confere (44).

Figure 11 — Meécanismes de résistance intrinseques et acquis (5)
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b) Acquisition de résistances sous pression de sélection

P. aeruginosa peut acquérir une résistance aux antibiotiques sous la pression de sélection des
antibiotiques. Il peut acquérir des résistances soit par induction, soit par mutation de genes
chromosomiques, soit grace a 1’acquisition de nouveaux genes, par transfert « horizontal » a partir

d'autres bactéries. Les geénes acquis sont alors le plus souvent portés par des plasmides (5).

L’acquisition de résistance vis-a-vis des B -lactames est principalement liée a 1’obtention de
B-lactamases. La principale B -lactamase responsable de I’acquisition de résistance est AmpC. Les
B-lactames se lient aux PLP en fonction de leurs affinités pour les différentes PLP existantes et
inhibent leurs activités enzymatiques. Il en résulte une modification de 1’équilibre du remodelage du
peptidoglycane. A ce phénoméne se surajoute un mécanisme qui n’est pas clairement compris mais
connu, correspondant & augmentation d’activité des autolysines. Ces mécanismes expliquent 1’effet
bactéricide des B-lactames.

D’un autre coté, chez P. aeruginosa le métabolisme de sa paroi est étroitement li¢ a la
régulation d’ampC. 11 a été démontré que I’utilisation de I’acide clavulanique, de I’imipénéme ou de
la céfoxitine pouvait induire 1’expression d’ampC. Ils sont responsables d’une accumulation
d’anhydro-MurNAc qui dépasse la capacité¢ de prise en charge d’AmpD, ce qui entraine une
surexpression d’AmpC (47). Ce mécanisme est réversible a I’arrét des inducteurs (Figure 12).
L’augmentation de production d’AmpC va étre alors responsable d’une résistance aux
carboxypénicillines, aux uréidopénicillines voir ceftazidime et céphalosporine de 4¢me génération (le

céfépime).
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Figure 12 — Mécanisme d'induction d'AmpC par les p-lactames (47)
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Il a aussi été constaté¢ que I’expression d’ampC pouvait étre augmentée par des mutations
chromosomiques (47). La régulation d’ampC est liée au remodelage du peptidoglycane. L’expression
d’ampC peut étre « déréprimée » soit par mutation d’ampD ou d’ampR qui sont les régulateurs
d’ampC les plus connus (Figure 13) (49) :

e Une diminution d'expression d’ampD, voire une mutation inactivatrice d’ampD induit une

stimulation permanente d’ AmpR, non liée au recyclage du peptidoglycane,

e Des mutations spécifiques d’ampR entrainent I’activation d’AmpR par modification de sa

conformation.

Cette dérépression est irréversible.

Figure 13— Mécanismes de deérépression d'AmpC (47)
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Les mécanismes expliquant la dérépression d’AmpC et la résistance clinique ont été
approfondis ces 15 derniéres années. D’autres mécanismes plus complexes ont été proposés mais
leurs implications in vivo sont encore débattues. Ils sont étroitement liés a la régulation du

peptidoglycane et seront présentés dans la discussion (Figure 14).
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Figure 14 — Schéma d’activation et inhibition d’AmpC en lien avec le recyclage du peptidoglycane
(50)

OM, outer membrane; P, periplasm; IM, inner membrane; C, cytoplasm; PG, peptidoglycan; CPs,
DD-carboxypeptidases;  GTFs,  glycosyltransferases;, EPs, endopeptidases; LTs, Iytic

transglycosylases

L’acquisition de B-lactamase a spectre étendue (BLSE) par I’intermédiaire de plasmides est
retrouvée chez P. aeruginosa (51). Elle lui confére une résistance aux céphalosporines de 3°m°
génération et a ’aztréonam. De plus, P. aeruginosa peut acquérir des carbapénémases responsables
de résistance a I’ensemble des B-lactames. Les principales carbapénémases appartiennent a la classe
B d’Ambler et sont principalement de type VIM (Verona Intergon-encoded Metallo-p-lactamase) et
IMP (Imipenemase) (51).

Plusieurs geénes de régulation comme mexR, nalD, nalB et nalC permettent de réguler
négativement I’efflux MexAB-OprM. Les mutations inactivatrices de ces génes sont responsables
d’une hyperproduction de ce systéme d’efflux (48). A cause de son large profil de substrats, I"hyper-
expression de MexAB-OprM réduit la sensibilité a tous les B-lactames sauf I’imipénéme. Lorsque
I’efflux MexXY est surexprimé, en plus de la résistance aux aminosides, il confére une résistance au

céfépime. Cette hyper-expression est relativement fréquente (10-30 %) (44).
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La prédiction d'une résistance aux B-lactames sur la base du génotype de la souche est
difficile. Cela a surtout été¢ montré chez les patients atteints de mucoviscidose. La relation entre un
génotype de résistance connu et le phénotype observé peuvent étre discordants. Ces divergences
suggerent que des mutations supplémentaires, non connues, soient probablement impliquées dans la
résistances aux B-lactames (52). L’équipe de Mesaros et al., a propos€ une combinaison
d’antibiotiques a tester pour détecter les principaux mécanismes de résistance existant chez P.

aeruginosa (53) (Figure 15).
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Figure 15 — Phénotypes de résistance en fonction du mécanisme (51)
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C. Les pneumopathies

1. Contexte

Les infections pulmonaires sont définies en différentes entités. Elles sont liées au contexte de
survenue de l’infection. Lorsque I’acquisition se fait en « ville », on parle de pneumonie aigué
communautaire (PAC). Dans un contexte d’hospitalisation, les pneumopathies nosocomiales
surviennent apreés 48h, sinon elles doivent étre considérées comme des PAC. Les pneumopathies
nosocomiales sont divisées en 2 catégories : pneumonies associées a la ventilation mécaniques
(PAVM) survenant aprés 48h d’intubation et les pneumonies acquises a 1’hopital (PAH) survenant
apres au moins 48h d’hospitalisation (54).

En France, les pneumonies nosocomiales sont au 3°™ rang des infections nosocomiales
(15,6 %) avec pour principaux germes le Staphylococcus aureus (14,7 %) et P. aeruginosa (13,9 %)
(3). La pneumopathie est 1’infection la plus fréquente en réanimation (2). P. aeruginosa est la
principale bactérie responsable de PAVM (20 %) (2). Les PAVM sont la premicre cause de mortalité
associée a une infection nosocomiale dans les services de réanimations et également associées a un

surcoft (55).

2. Anatomie pulmonaire

La surface des poumons est composée principalement de 2 types de cellules, les pneumocytes
de type I et II. Les pneumocytes de type I couvrent 90 % de la surface alvéolaire pulmonaire mais
représentent 8 % des cellules totales du tissu pulmonaire. Leur rdle principal est I’échange gazeux
entre les alvéoles et la circulation sanguine. Les pneumocytes de type Il représentent 7 % de la surface
pulmonaire, mais constituent 16 % des cellules du tissu pulmonaire. Elles vont produire, sécréter et
recycler le surfactant pulmonaire, essentiel au maintien de la surface respiratoire nécessaire pour

fonctionner normalement (56).
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3. Physiopathologie

Une pneumopathie correspond a une infection des voies respiratoires basses. La
contamination se fait majoritairement par inhalation de la flore endogéne. La contamination est
associée a d’autres facteurs, tel qu'une immunodépression locale, un fort inoculum bactérien ou une
souche virulente (57).

Dans les conditions physiologiques, il existe plusieurs mécanismes de protection des voies
respiratoires basses (Figure 16). Tout d’abord la présence des barri¢res anatomiques avec la glotte et
le larynx, limite 1’accés aux voies basses. Ensuite ’arbre muco-ciliaire recouvert de sécrétions
trachéo-bronchiques (mucus) et les réflexes de toux constituent des facteurs mécaniques
d’élimination. Ces mécanismes non spécifiques sont efficaces contre les particules les plus

volumineuses (>5 um).
Figure 16 — Mécanisme de défense immunitaire des voies aériennes(1)
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Au niveau pulmonaire, la présence du systéme immunitaire a médiation innée, humorale et
cellulaire compléte les facteurs mécaniques (57). Les pneumocytes de type I et II sont recouverts d’un
surfactant. Dans le surfactant pulmonaire, le SP-A et le SP-D opsonisent les bactéries (58). La
synthése d’IgA au niveau des bronches empéche 1’adhésion des micro-organismes. Les IgG
permettent de les agglutiner et de les osponiser au niveau des alvéoles pulmonaires. Les macrophages
vont ainsi pouvoir phagocyter les micro-organismes présents dans les alvéoles pulmonaires. La

présence de bactéries génére une réaction inflammatoire (IL-8) et induit un afflux de polynucléaires
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neutrophiles. Ils vont phagocyter et lyser les bactéries par production d’especes réactives de
I’oxygene et d’azote, et libérer des a-défensines, lactoferrines et du lysozyme (1).

Lorsque le patient est intubé, ’efficacité de ces mécanismes naturels est altérée. L intubation
ne permet pas aux barrieres physiques de jouer leur role et d’autant plus lorsque le patient est allongé.
La pose du tube endotrachéal provoque souvent une breche de 1’épithélium (59). Le matériel nécessite
la pose d’un ballonnet qui va altérer 1’équilibre de la flore et favoriser I’accumulation de bactéries
(dont P. aeruginosa) (57). Ces bactéries peuvent contaminer les voies respiratoires basses par fuite
autour du ballonnet et ainsi contaminer les poumons. La contamination de 1’arbre trachéo-bronchique

précede souvent 1’infection pulmonaire (57).
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4.  Infection pulmonaire par P. aeruginosa

L’incidence des infections a P. aeruginosa est lie a la fragilité de 1’état de santé des patients,

a la présence, dans les services, d’un taux élevé de portage de souches souvent multi-résistantes et a

I’utilisation préalable d’antibiotiques a large spectre (60).

Le bacille pyocyanique va adhérer a I’épithélium alvéolaire principalement par les pili de type

IV (8). Il lyse le surfactant et les cellules grace a ses facteurs de virulence. Une fois a ’intérieur des

pneumocytes de type II, la bactérie est protégée par la phagocytose et peut ainsi proliférer (61). Les

pneumocytes de type I lysés sont remplacés par des pneumocytes de type II (8). L’activation du QS

va perturber la réponse du systéme immunitaire inné et acquis. Les effets cytotoxiques associés aux

facteurs de virulence vont permettre 1’infection pulmonaire (Figure 17) (8).

Figure 17 — Infection pulmonaire par Pseudomonas aeruginosa (8)
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5. Diagnostic

D'apres les recommandations formalisées d’experts (RFE) de 2017 publiées par la Société
francaise d’anesthésie et de réanimation (SFAR) et la Société¢ de réanimation de langue francaise
(SRLF), le diagnostic combine des éléments radiologiques, cliniques et microbiologiques (62).
Signes radiologiques :

- Aumoins 2 clichés radiologiques avec 1’apparition d’un foyer de pneumonie,

- EnI’absence d’antécédent de cardiopathie ou maladie pulmonaire sous-jacente, une seule

radiologie suffit.

Signes cliniques généraux (au moins 1) :
- Fiévre >38,3°C sans autre cause,

- Leucocytose, soit <4 000/mm?, soit >12 000/mm?>.

Signes cliniques pulmonaires (au moins 2) :
- Sécrétions purulentes,
- Toux ou dyspnée,

- Désaturation ou besoin accru en oxygene ou nécessité d’assistance ventilatoire.

Confirmation microbiologique d’un pathogene en fonction du prélévement :
- Examen cytobactériologique des crachats (ECBC) : seuil >10” UFC/mL,
- Aspiration endotrachéale : seuil >10° UFC/mL,
- Lavage broncho-alvéolaire (LBA) : seuil >10* UFC/mL,

- Prélévement distal protégé par brossage bronchique : >10° UFC/mL.

En pratique, elle est fortement suspectée suite a I’apparition ou a I’aggravation d’un infiltrat
objectivé radiologiquement avec cliniquement des signes tels que la fievre, les sécrétions trachéales

purulentes ou I’altération de I’oxygénation.

Dans les pneumonies nosocomiales, les germes mis en cause varient en fonction du délai de
survenue de D’infection. Si l’infection est précoce (2 a 4 premiers jours d'hospitalisation) les
principaux germes sont le S. aureus, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella
catharralis (63). Si I’infection est tardive (apres 5 jours), les micro-organismes les plus fréquemment

rencontrés sont S. aureus (14,7 %) et P. aeruginosa (13,9 %). Elles sont plurimicrobiennes dans
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23,3 % des cas (3). Pour les PAVM développées dans les services de réanimation, le P. aeruginosa

est le principal pathogeéne retrouvé (20 %) (2) .

6.  Traitement antibiotique des PAVM

a) Traitement antibiotique d’une PAVM

L’antibiothérapie doit étre initiée dés que le diagnostic est posé, sans attendre le résultat
microbiologique. Une antibiothérapie adaptée des l'initiation, diminue le risque de mortalité (57). Le
choix de l'antibiothérapie dépend du délai de survenue, des facteurs de risque de bactéries multi-
résistantes et des facteurs de risque reconnus pour développer une pneumonie a P. aeruginosa
(Tableau 2).

Dans une pneumonie précoce, sans facteur de risque de bactéries multi-résistantes, ni de choc
septique, une monothérapie peut étre instaurée en probabiliste. En pratique, 1'amoxicilline-acide
clavulanique ou les C3G comme le céfotaxime sont utilisées.

Dans les autres cas, une bithérapie est recommandée avec une B-lactamine a large spectre et

un aminoside.

Les facteurs de risque d’infections 8 BGN non fermentant sont une antibiothérapie dans les
90 jours précédant I’épisode de pneumonie, une hospitalisation de plus de 5 jours précédant I’épisode
de pneumonie, un recours a une séance d’épuration extra-rénale lors du diagnostic de pneumonie, un
choc septique et un syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA).

Les facteurs de risque de développer une pneumonie a P. aeruginosa sont la BPCO, la DDB

et la mucoviscidose (62).
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Cadre nosologique

- Pneumonie précoce
(<Sjours)
En D’absence de choc

septique ou de facteur de

risque de BMR

- Pneumonie précoce
(<5jours)

Avec choc septique en
absence de facteur de
risque de BMR

- Pneumonie  tardive
(>5jours) ou facteur de
risque de BGN non
fermentant

Facteur de risque de

SARM

Classes
thérapeutiques

B-lactamine

B-lactamine

J’_

Aminoside®
Ou

Fluoroquinolones

B-lactamine

+

Aminosides®
Ou

Fluoroquinolones

Molécule anti-SARM

Molécules

- Amoxicilline/acide
clavulanique

-C3G

- Si allergie B-lactamine :
lévofloxacine

- Amoxicilline/acide
clavulanique

-C3G

Gentamicine

Ofloxacine

- Si allergie B-lactamine :

lévofloxacine + aminoside

Ceftazidime
Ou céfépime

Ou Pipéracilline-tazobactam

ou si connu a BLSE®
Imipénéme-cilastatine
Méropéneme

Amikacine?

Ciprofloxacine

- Si allergie p-lactamine :

aztréonam + clindamycine

Vancomycine
Ou

Linézolide

Posologies®

346g/

346g/j

3a6g)

346g)

8mg/kg/j

200mg x2/j

500mg x2/j

6 g/j
4a6¢/]
16 g/j

3¢fj
3a6¢g/
30 mg/kg/

400 mg x3/j

3a46g

600mg x 3 a 4/j

15 mg/kg puis 30

40 mg/kg/j

600 mg x 2/j

a

Tableau 2 — Pneumonies associées aux soins de réanimation (2017- SFAR)/ Protocole de soin n°4

suggeré par les experts : schémas thérapeutiques (AVIS D’EXPERTS) (62)

BMR : bactérie multi-résistante ; Facteur de risque de SARM : prévalence locale de SARM élevée,

colonisation récente du patient a SARM, lésion cutanée chronique, dialyse chronique.
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@ Posologies données a titre indicatif pour un patient avec fonction rénale normale et poids standard

b Privilégier l'usage des aminosides par rapport aux fluoroquinolones pour limiter |’émergence de

BMR
¢ Selon les criteres de la RFE « réduire ['utilisation des antibiotiques en réanimation »

d Utiliser en priorité I’amikacine par rapport a la gentamicine en raison de son activité sur les BGN

non-fermentants.

b) Traitement d’'une PAVM a P. aeruginosa

La prise en charge probabiliste d’'une PAVM a P. aeruginosa est la bithérapie. L’intérét de la
bithérapie est d’augmenter la probabilité d’étre actif sur le germe (Figure 18). En effet, dans la
littérature il est montré qu’une monothérapie efficace fait aussi bien que la bithérapie (64) (Figure
19).Cependant, la prise en charge par un traitement adapté au moment du diagnostic est cruciale. La
bithérapie permet ainsi d’optimiser la prise en charge. Une fois I’antibiogramme réalisé, une
monothérapie adaptée peut étre mise en place. La durée totale de traitement par un antibiotique
efficace doit étre de 8 jours, en dehors de cas particuliers (immunodépression, empyeme, pneumonie
nécrosante ou abcédée) (62). Complément Annexe 1 — Antibiothérapie d’une infection a

Pseudomonas aeruginosa / HAS 04/06/2019.

NoJtotal oo, (%) receiviag:
Microorgarisn OR 9% N r
Combizalon B Laxtaen

Non-ESBIL. E. coly 2427248 (W) 24542489 (') 0602-1.7) 13
ESBL E. colt 2128 (75) 6122 (51) 29(1.07-82) 02
Non-ESBL K pecamoniae 6203 (Us) 93420 (M) 4 (0.7-177) 12
ESBL K pwessconar IR0 () 63 () 2(1.24.2) LM
£ oo baler 10 (100) IR (98) |
Salmonella spp. 1313 (100) 108,10 (9%9) 1
AmpC arganiess THN2 (95) 258536 (™) 5.1 (1820 LN
P aenopmoss 1337143 (93) L319(63) TR(35-16) O]
Other nonformenters 2451 (47) SX105 (51) 0.9(0.4-158) L7
Miscellancous 1818 (100) 105114 (92) 14

Figure 18 — Probabilité d’efficacité du traitement antibiotique en fonction du germe (65)
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Figure 19 — Courbe de survie en fonction du traitement par monothérapie, bithérapie

antibiothérapie inadaptée (64)
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II.Objectifs de 1’étude

D'apres des travaux préliminaires, des populations mixtes de P. aeruginosa (isolats déficients
ou non en QS et/ou isolats résistants ou non a certains antibiotiques) peuvent étre retrouvées dans des
LBA au cours de PAVM. Pourtant, faute de données scientifiques suffisantes, les recommandations
portant sur la prise en charge et le diagnostic de ces infections, n'inteégrent pas la possibilité que des
sous-populations bactériennes aux comportements différents, puissent coexister dans ce contexte.
Ainsi, I’objectif de ce travail est d'explorer la variabilité génétique intra-population chez des souches

de P. aeruginosa isolées de pneumopathies chez des patients de réanimation.

Nous allons comparer dans un premier temps 1’adéquation entre le phénotype rendu au service
clinique et ’ensemble des phénotypes observés de la population présente dans le prélévement avec
ces conséquences potentielles. Ensuite, nous allons approfondir cette hétérogénéité en réalisant un
séquencage haut-débit (Whole-Genome Sequencing) sur l'intégralité des génomes de plusieurs isolats
issus de mémes LBA. Notre travail a ainsi pour objectifs d'avoir une idée de la micro-hétérogénéité
de ces populations, d'explorer les processus évolutifs rencontrés dans ce contexte (variations dans des
genes de résistance aux antibiotiques, génes de régulation) et de rechercher une dynamique de

convergence entre différentes populations.
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III. Matériels et méthodes

A. Souches bactériennes étudiées

1. Sélection des LBA (souche de P. aeruginosa)

Nous avons sélectionné pour cette étude 14 LBA positifs a P. aeruginosa. Les 14 LBA ont
¢été réalisés durant I'année 2018, chez 9 patients (A a I) hospitalisés en Réanimation, présentant des
signes cliniques de pneumopathie nécessitant une ventilation mécanique.

Un LBA a été réalisé au cours d'une PAVM précoce (<4 jours de ventilation mécanique) chez
un patient, et 13 LBA au cours d'une pneumopathie tardive (> 4 jours de ventilation mécanique) chez
9 patients.

A noter que les patients B, C, H et I ont présenté une pneumopathie récidivante a P.

aeruginosa. Nous avons analysé différents LBA provenant de ces 4 patients.

2. Dépistage phénotypique a partir des cultures de LBA

Pour chaque LBA, un dépistage phénotypique a été réalisé a partir de 30 colonies isolées en
culture, afin de rechercher une hétérogénéité de comportement au sein de la population. Pour ce
dépistage, lorsque la culture de LBA était composée de colonies d'aspects différents (colonies +
pigmentées, reflet métallique ou non, aspect muqueux ou non...), il était choisi un panel de 30 colonies

représentant les différents morphotypes observés.

Au cours de ce dépistage, nous avons recherché pour les 30 isolats de chaque LBA :

1. des différences de sensibilité a la ceftazidime, I’imipénéme et la ciprofloxacine. Pour cela,
nous avons réalisé des cultures sur géloses Mueller-Hinton imprégnées de ceftazidime a la
concentration de 8 mg/L, d'imipénéme a la concentration de 8 mg/L ou de ciprofloxacine a la
concentration de 0,5 mg/L (concentrations critiques définies dans le EUCAST/CASFM-
2017). L’absence de pousse était interprétée comme une sensibilité de la bactérie a

l'antibiotique contenu dans la gélose.
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2. une différence de production d'enzymes (€lastase et protéases) régulée par le QS, afin de

rechercher la présence d'isolats, déficients ou non, en QS au sein des populations.

3. Sélection des isolats pour le séquengage de génome entier

Pour notre étude génomique, nous avons choisi chez les 9 patients retenus pour notre étude, 5
colonies issues d'un méme LBA. Les 5 isolats ont été choisi pour faire en sorte de représenter la

diversité mise en évidence a partir du dépistage phénotypique (Tableau 3).

Pour les 4 patients ayant présenté des pneumopathies récidivantes, des isolats supplémentaires

issus d'autres LBA, ont été ajoutés a notre analyse, a titre de comparaison.

Par ailleurs, nous avons vérifié que chaque patient était infecté par une seule souche, en

comparant les différents isolats par MultiLocus Sequence Typing (MLST).

Au total, 58 génomes entiers de 58 isolats ont été séquencés.

Tableau 3 — Isolats séquencés

ISOLAT DE
PATIENT IPP LBA ISOLATS COMPLEMENTAIRES
REFERENCE
A 026018781 6 6-1 6-6 6-12 6-18 6-24
B 011043129 | 3et7? 3-1 7-1 7-7 7-12 7-18 7-25
10, 16
10-1 10-6 10-12 10-18 10-24 16-1 16-6 16-12 16-18 16-24 41-1
et4l
19 19-1 19-2 19-6 19-7 19-18
24 24-1 24-6 24-12 24-18 24-24
F 005085543 38 38-1 38-6 38-12 38-18 38-24
G 011295755 39 39-1 39-6  39-12 39-18 39-24
S5let
H 026665574 51-1 51-6 51-12 51-18 51-24 52-1 52-2 52-5 52-20 52-25
52
22 et
1004171730 22-1 25-1 25-2 25-3 25-6  25-15
25
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B. M¢éthodes

1.  Réalisation d’antibiogrammes

Un antibiogramme automatis¢ par méthode VITEK 2®, plus ou moins complété par des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) (technique E-test ou en milieu liquide (UMIC)) sur avis

biologique, a été réalis¢ a partir d'une colonie pour chaque LBA, au moment du diagnostic.

Nous avons complété ces résultats en réalisant des antibiogrammes sur les colonies
sélectionnées pour notre étude génomique, lorsque notre dépistage phénotypique a mis en évidence
des différences de résistance a au moins l'un des 3 antibiotiques testés (ceftazidime, imipénéme ou

ciprofloxacine).

Les techniques utilisées pour ces résultats complémentaires, étaient les suivantes :
e Antibiogrammes automatisés par méthode VITEK 2® ,
e CMI par bandelettes E-test sur gélose Mueller-Hinton pour la témocilline, l'association

ceftazidime/avibactam, l'association ceftolozane-tazobactam et la fosfomycine.

Pour considérer une variation des CMI entre 2 isolats, il fallait au moins un écart de 2 dilutions

entre les CMI.

2. Séquencage a haut-débit et mise en évidence des mutations

génétiques

L'ADN des bactéries a été extrait a I'aide du kit QIAamp DNA mini kit® (Qiagen), a partir de
cultures sur milieu gélosé.

Les librairies ont été préparées a partir de 1 pg d'extrait d'ADN, a I'aide du kit QIAseq FX
DNA Library Kit® (Qiagen). Elles ont ensuite été quantifiées, regroupées, puis séquencées sur les
appareils Hiseq® et MiSeq® (Illumina), au niveau de la plateforme GenoBiRD de 1'IRS1 a Nantes.

L'analyse bio-informatique et la génomique comparative des données de séquengage ont été
réalisées a l'aide des outils développés par nos partenaires bio-informaticiens (Dr AUBRY et Dr
SASSI, plateforme GEH, Rennes), permettant de recueillir directement a partir des données brutes,

une liste de mutations différenciant les isolats de chaque population (LBA).

51



La souche de référence PAO1 a été utilisée comme référence pour 1'assemblage des génomes.
Pour chaque patient, un isolat issu du LBA le plus précoce en cas de LBA multiples, a été choisi

comme référence pour la comparaison.

3. Analyse de l'effet des mutations génétiques

Nous avons utilisé le logiciel SNAP2 (https://rostlab.org/services/snap/) pour prédire 1’effet

des mutations non synonymes mises en ¢vidence.
Pour chaque protéine et mutation étudices, la séquence peptidique de l'isolat de référence était
téléchargée dans le logiciel, qui fournissait en retour une prédiction d'effet pour chaque substitution

en acide aminé possible sur toute la longueur de la protéine (Figure 20).

Figure 20 — Illustration du logiciel SNAP?

SNAP?

Predicting functional effects of sequence variants

CS<EHOINTRC T IOMOOOZD>

export Heatmap export Zoom
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IV. Résultats

A. Caractéristiques des patients

Les 9 patients étaient agés de 35 a 78 ans (58,2 ans en moyenne). Il y avait 7 hommes et 2

femmes.

Cela correspondait a 14 LBA positifs a P. aeruginosa, dont 2 ayant une co-infection a
Klebsiella sp. (Tableau 4).Sur I’ensemble des LBA, 12 comportaient une numération bactérienne
> 10* UFC/mL. Dans les 2 cas de co-infection, P. aeruginosa a été considéré par le service clinique

comme le seul pathogene a cibler par l'antibiothérapie.
Les patients ont tous été sous ventilation mécanique sauf dans le cas du LBA n°41 du patient

C. Ce patient a été trachéotomisé, avec pose de canule par la suite. La durée d’intubation avant

infection était de 4 a 36 jours, avec une moyenne de 17,9 jours avant infection.
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Tableau 4 — Description épidémiologique

Patient  Sexe Age Date Motif Début de la Durée Antibiothérapie Date du Isolat Germen°1 Germe n°2
IPP (ans) d’entrée en d’hospitalisation ventilation  d’intubation dans les 15 LBA
réanimation mécanique avant jours avant
infection
Patient A M 35 19/01/2018 AVP 19/01/2018 9 jours Amoxicilline-  28/01/2018 6 P. -
026018781 acide clav aeruginosa
Patient B M 72 26/12/2017 SDRA et choc 29/12/2017 21 jours - 19/01/2018 3 P. K. pneumoniae
011043129 septique aeruginosa
26/12/2017 29/12/2017 35 jours - 02/02/2018 7 P. -
aeruginosa
M 59  02/02/2018 SDRA sur 02/02/2018 5 jours Ceftriaxone 07/02/2018 10 P. -
syndrome aeruginosa
02/02/2018 coronarien aigu  02/02/2018 30 jours - 04/03/2018 16 P. -
aeruginosa
02/07/2018 Trachéotomie - Méropéneme  17/07/2018 41 P. -
puis aeruginosa
ceftolozane-
tazobactam
F 38 08/02/2018 Céphalées 09/02/2018 32 jours Méropénéme  13/03/2018 19 P. -
brutales avec aeruginosa
hémiplégie
gauche
M 44  20/03/2018 SDRA, sur 20/03/2018 13jours  Clindamycine + 01/04/2018 24 P. -
pneumopathie céfotaxime puis aeruginosa
post-grippale pipéracilline-
tazobactam
Patient F F 69 07/06/2018 SDRA sur PFLA 08/06/2018 8 jours Amoxicilline- 16/06/2018 38 P. -
005085543 droite acide clav puis aeruginosa
spiramycine et
ceftriaxone
Patient G M 78  27/06/2018 Choc 26/06/2018 5 jours - 01/07/2018 39 P. -
011295755 hémorragique aeruginosa
post-
néphrectomie
totale droite
Patient H M 68  16/10/2018  Coma sur IMV 16/10/2018 4 jours Amoxicilline + 20/10/2018 51 P. K. oxytoca
026665574 poly- acide clav aeruginosa
médicamenteuse
16/10/2018 16/10/2018 15 jours - 31/10/2018 52 P. -
aeruginosa
Patient | M 65 25/02/2018  Dyspnée aigué 27/02/2018 21 jours Céfazoline 20/03/2018 22 P. -
04171730 de repos sur aeruginosa
décompensation
25/02/2018 BPCO 27/02/2018 36 jours - 04/04/2018 25 P. -
aeruginosa

[PP : identifiant permanent du patient ; AVP : accident de la voie publique ; SDRA : syndrome de

détresse respiratoire aigu,; PFLA : Pneumopathie franche lobaire aigué; IMV : Intoxication

médicamenteuse volontaire ; acide clav : acide clavulanique
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Les antibiotiques utilisés pour le traitement de la pneumopathie étaient principalement la
ceftazidime (43 %), le céfépime (14 %), le méropéneéme (14 %) et la colistine (7 %). La durée totale
de traitement était en moyenne de 9,4 jours, avec un minimum de 1 jour et un maximum de 18 jours
(Tableau 5).

Cing patients ont recu préalablement (dans les 15 jours précédant le LBA) une antibiothérapie
par amoxicilline * acide clavulanique, céfazoline, céfotaxime, ceftriaxone ou clindamycine, ayant pu

favoriser l'infection a P. aeruginosa.
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Tableau 5 — Prise en charge antibiotique a partir des résultats cliniques

Isolat (date de

Patient prélevement du seuil — Date d'u debut du Antibiothérapie ) M r,ng/,l' I?uree Evolution
IPP LBA) (log 10) traitement (interprétation) (jours)
- - 19/01/2019 Amoxicilline- R* 7 .
Patient A acide clav
peooterEt 6 4 28/01/2018 Ceftazidi 4(S 7 F bl
(28/01/18) > /01/ eftazidime (S) avorable
Patient B 3 9 19/01/2018 Imipénéme 2(S) 3 N
011043129 (19/01/18) 22/01/2018 Ceftazidime 4(S) 4
02/02/2018 Ciprofloxacine <0,25 (S) 7
7 02/02/2018 Amikacine 4(S) 2
(02/02/18) >4 02/02/2018 Imipénéme 2(5) 2 Favorable
04/02/2018 Méropéneme 2(S) 8
- - 02/02/2018 Ceftriaxone R* 5 -
07/02/2018 Pipé-tazo 16 (S) 2
10 L
(07/02/18) >4 09/02/2018 Ceftazidime 4(S) 2 Favorable
11/02/2018 Méropéneme 0,5 (S) 14
16 A 04/03/2018 Céfépime 2(S) 14 Eavorable
(04/03/18) 04/03/2018 Amikacine <2(S) 3
Méropéneme 8 (R)** 1
- 16/07/2018 Colistine 1 (S)** 1 -
Daptomycine R* 1
17/07/2018 Méropéneme 8 (R) 2
41 Colistine IV
(17/07/18) >4 17/07/2018 L 1(5) 9 Favorable
Colistine aérosols
- - 25/02/2018 Méropéneme <0,25 (S)** 14 Favorable
19 >4 13/03/2018 Ceftazidime 4(S) 10 Favorable
(13/03/18) 13/03/2018 Amikacine <2 (S) 2
19/03/2018 Clindamycine R* 2
- - 19/03/2018 Céfotaxime R* 4 -
23/03/2018 Pipé-tazo 8 (S)** 7
24 -
(01/04/18) 3 01/04/2018 Ceftazidime 2 (S) 7 Favorable
Patient F Amoxicilline- "
005085543 04/06/2018 acide clav R 2 i
05/06/2018 Spiramycine R* 14 Favorable
07/06/2018 Ceftriaxone R* 7 Favorable
38 "
(16/06/18) 2 16/06/2018 Non traité - - Favorable
Patient G 39
011295755 (01/07/18) >4 01/07/2018 Céfépime <1(S) 7 Favorable
Patient H Amoxicilline- "
026665574 - - 16/10/2018 acide clav. R 2 Favorable
51 20/10/2018 Pipé-tazo 8(9) 2
(20/10/18) >4 22/10/2018 Ceftazidime 4(5) 5 Favorable
52 31/10/2018 Imipéneéme 2(9) 2
(31/10/18) >4 02/11/2018 Ceftazidime 4(5) 14 FARIELLA
Patient | - - 10/03/2018 Céfazoline R* 21 -
04171730 22 A
(20/03/18) >4 20/03/2018 Pipé-tazo NR 2 Favorable
25 I P
(04/04/18) 4 04/04/2018 Imipénéme 2(S) 1 Déces

*Résistance naturelle ;

NR : Non rendu ; acide clav : acide clavulanique ; pipé-tazo : pipéracilline-tazobactam

**Phénotype rendu pour la souche clinique par le laboratoire en routine ;
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B. Sensibilité aux antibiotiques

1. Résultats rendus par le laboratoire en routine a partir d’une colonie

Les résultats des antibiogrammes réalis€s par le laboratoire a partir des 14 LBA sélectionnés
pour notre €tude, ont été présentés dans le Tableau 6.

Au total, parmi les 14 souches étudiées en routine, 2 étaient de type « sauvage ».

Huit présentaient un phénotype de résistance de type efflux MexAB-OprM avec une résistance
aux carboxypénicillines + inhibiteur de f-lactamase et aztréonam, sans autre résistance associce.

Deux souches étaient résistantes a toutes les pénicillines (uréidopénicillines avec ou sans
inhibiteur de B-lactamase) avec une sensibilité conservée pour les céphalosporines et carbapénémes.

Deux souches étaient résistantes a la ceftazidime et au céfépime, associées a des résistances

aux carboxy- et urédiopénicillines.

Seule 1'une des 14 souches était résistante a 1'imipéneéme. Concernant la ciprofloxacine, 12
souches étaient sensibles, une de sensibilité intermédiaire et une résistante, avec pour les 2, une

résistance a la l1évofloxacine.
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Tableau 6 — Antibiogramme des isolats cliniques

. CMI - VITEK 2 ®/ E-test / UMIC
Patient [solat

TIC TCC PIL PTZ CAZ FEP IPM MER TMN GMN AKN CIP LEV CZA C/T TEM COL

A 6 - 32 32 8 8 4 8 2 1 <1 8 16 0,5 2
RO (S 5 6 6 (5 6 6 ® 0O 6 0
B 3- 32 16 8 8 4 2 2 0,5 <1 <1 <2 0,25 0,5
R (6 & & 6 6 6 6 & 6 (6
7. >64 >64 >64 >64 >32 >32 2 2 <1 <1 4 <025 32 >1024 1
R R ® R R ®R 6 6 6 & 6 6  ®& R (S
C 10- 32 32 8 16 4 <1 2 05 <l <1 <2 025 1
RO (S ) & (6 () 6 6 & 6 (S
16 - 64 64 16 8 4 2 2 1 <1 <1 <1 0,25 1
RO(R (S ) 6 (6 () 6 6 6 6 (5
41 - >64 >64 >32 32 >8 8 <1 8 16 <0,25 2 >256 >256 1
R R R R R OR S R O G O R R (S
D 19 - 32 <4 <4 4 <1 1 <025 «1 <1 <2 0,25 1
R 6O 6 & 6 B B 6 (S O
E 24 - 16 16 8 8 2 <1 1 0,5 <1 <1 <2 <0,25 <0,5
S ) © 6 6 © 6 & O © s O
F 38. 32 64 16 8 2 2 1 <1 <1 <2 <025 05
R R 6 6 6 6 & & 6 (S
G 39 - 16 8 8 8 2 <1 1 <025 <1 <1 <2 <0,25 <0,5
6 ) 6 6 © 6 & & O © s O
H 51 - 64 16 8 4 2 2 <0,25 <1 <1 <2 <0,25 1
SR BB S s ) (s (s
52 - 64 16 8 4 2 2 0,25 <1 <1 <2 <0,25 1
G RO NG IR EENC RO B C RO RO B O B O IO
27 . >64 >64 64 15 3 2 2 <1 <1 < 2 4 0,5
R ® R 6 6 G 6 O © e R R O
25 >64 >64 32 .- 2 2 a1 a4 <2 1 4

R R ® 6 6 © © © © 6 0O ®

TIC : Ticarcilline ; TCC : Ticarcilline-acide clavulanique ; PIL : Pipéracilline ; PTZ ; Pipéracilline-
tazobactam ; CAZ : Ceftazidime ; CEF : Céfépime ; IMP : Imipéneme ; MER : Méropéneme ; TMN :
Tobramycine; GMN : Gentamicine;, AKN : Amikacine; CIP: Ciprofloxacine,;, LEV :
Lévofloxacine ; CZA : Ceftazidime-avibactam ; C/T : Ceftolozane-tazobactam ; TEM : Témocilline ;
COL : colistine
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2. Résultats des tests phénotypiques

Le résultat du dépistage phénotypique réalisé a partir des 14 groupes de 30 colonies est
présenté dans le Tableau 7. Il a été mis en évidence que 6 patients (B, C, D, F, H et I) présentaient
des populations hétérogenes. L hétérogénéité de résistance aux antibiotiques concernait les patients
C, D et F. Il a ét¢ constaté qu'une déficience en QS était présente pour 6 patients. L hétérogénéité de

déficience en QS a été retrouvé chez 4 patients (B, F, H et I).

Le test de dépistage de résistance aux antibiotiques a permis de confirmer les résultats rendus
en routine dans 10 LBA (71 %), sans différence de résistance entre les isolats. Des variations de

résistance entre colonies ont été observées dans 4 LBA (29 %) pour les patients C, D et F.

Les isolats 16, 41, et 38 possédaient a la fois, une hétérogénéité de résistances aux

antibiotiques et une déficience en QS, partielle ou totale.

Pour les 5 patients avec un seul LBA, il a été constaté une hétérogénéité de la résistance a la
ceftazidime pour les patients D et F. Pour le patient D, 8 isolats sur les 30 (27 %) étaient résistants et
3 isolats (10 %) pour le patient F. Pour ces 2 patients, cette diversité de phénotypes de résistance aux
antibiotiques ¢était présente alors qu’ils n’avaient pas d’antériorité d’infection a P. aeruginosa.

Quand il y a eu des LBA itératifs, il a été mis en évidence une hétérogénéité de résistance chez
la moitié des patients (B et C). Des différences de résistance pour I’imipénéme concernaient 2 LBA
du patient C. Pour le LBA n°16, 21 isolats (70 %) étaient résistants, tandis que dans le LBA n°41, 14

isolats (46 %) étaient résistants a I’imipénéme.

Pour la ciprofloxacine, le test de dépistage n'a pas mis en évidence de variations.

La recherche de déficience en QS par les tests d’élastase et de protéase a permis de détecter
une déficience en QS au sein de 8 populations chez 6 patients. Les isolats 10, 16, 41 et 39 sont

totalement déficients en QS. Les isolats 7, 38, 52 et 25 présentaient une sous-population déficiente

en QS.
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Sensibilité aux
. Durée d'intubation antibiotiques Nombre d'isolats
Patients (jours) (Nombre d'isolats S/R) QS+/Qs-
CAZ IPM P

Patient A 6- 9 30/0  30/0  30/0 30/0
Patient B 21 30/0 30/0 30/0 30/0
35 0/30  30/0  30/0 22/8

10- 5 30/0  30/0  30/0 0/30

16- 30 30/0  9/21  30/0 0/30

41- Trachéotomisé 0/30 16/14 30/0 0/30

19- 32 22/8  30/0  30/0 30/0

Patient E 13 30/0  30/0  30/0 30/0
Patient F 8 27/3  30/0  30/0 7/23
Patient G 5 30/0  30/0  30/0 0/30
Patient H 4 30/0  30/0  30/0 30/0
15 30/0  30/0  30/0 21/9

Patient | 21 30/0 30/0 30/0 30/0
36 30/0  30/0  30/0 7/23

Tableau 7 — Résultats des tests de dépistage pour détecter I'hétérogenéité de population

S : sensible ; R : résistant ; QS+ : Quorum sensing intact ; QS- : Déficience en Quorum Sensing

3. Antibiogrammes complémentaires a partir des populations

L'hétérogénéité de population a été explorée de facon plus approfondie par la réalisation

d’antibiogrammes a partir d'isolats d’intérét (Tableau 8).

Pour les patients avec un seul LBA, des antibiogrammes complémentaires ont été réalisés pour
les patients D et F. Les isolats des populations 19 (patient D) et 38 (patient F) présentaient des
variations de CMI a la pipéracilline-tazobactam (de 8 mg/L ou 16 mg/L respectivement, a >64 mg/L).
Il a aussi été observé des variations de CMI pour la ceftazidime (de 4 mg/L (sensible) a >32 mg/L
(résistant)) et pour le céfépime (de 2 mg/L (sensible) a >32 mg/L (résistant)). Il n’y avait pas de

variation pour les carbapénémes, ni pour les quinolones et la tobramycine.
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Tableau 8 — Antibiogrammes complémentaires

Patient Isolat  PTZ CAZ FEP C/T IPM MER ATM CIP TMN
4(S) 2(9) <0,25 (S)
Patient B 3-1 S S S
7-1  >64(R) 64 (R) 64(R)  6(R) 2(9) 16 (R)  >32(R) <0,25(S) <1(S)
7-7  >64(R)  16(R) 16(R)  0,75(S) 2(S) 4(1) 16 (R)  <0,25(S) <1(S)
7-12 >64(R) 32(R) 16(R)  1,5(S)  2(S) 1(S) >32 (R)  <0,25(S) <1(S)
7-25 >64(R) >32(R) >32(R) 2(S) 4(1) >32(R)  <0,25(S) <1(S)
32(R)  4(S) 2(9) 0,75(S) 2(S) 1(S) 16 (R)  <0,25(S) <1(S)
16(S)  4(S) 2(S) 0,75(S) 2(S) 05(S) 16(R)  <0,25(S) <1(S)
32(R)  4(S) 2(9) 0,75(S) 1(S) 05(5)  8(l) <0,25(S) <1(S)
32(R)  4(S) 2(S) 2(S) 05(5)  4() <0,25(S) <1(S)
32(R)  4(S) 4(S) >8(R)  8(l) 16 (R)  <0,25(S) <1(S)
64(R)  4(S) 2(S) >8(R)  8(l) 16 (R)  <0,25(S) <1(S)
32(R)  4(S) 2(S) >8(R)  8(l) 16 (R)  <0,25(S) <1(S)
<4(S)  4(S) 2(S) 0,75(S) 2(S) 05(S) 16(R)  05(S)  <1(S)
>64 (R) >32(R) 8(S) 2(S) 4(1) 16 (R)  <0,25(S) <1(S)
>64 (R) >32(R) 8(S) 2(S) 4(1) 16 (R)  <0,25(S) <1(S)
>64 (R) >32(R) 8(S) 1(S) 4(1) 16 (R)  <0,25(S) <1(S)
8(S) 4(S) 2(S) 2(S) <0,25(S) 4 () <0,25(S) <1(S)
>64 (R) >32(R) >32(R) 2(S) 1(S) >32(S)  <0,25(S) <1(S)
R S S
S S S
Patient F 16 (S) 4 (S) 2(S) 2(S) 1(S) 16 (R) <0,25(S) <1(S)
>64 (R) >32(R) >32(S) 2(S) 1(S) >32(R)  <0,25(S) <1(S)
R S S
39-1  8(S) 2 (S) 1(S) 1(S) <0,25 (S) <0,25(S) <1(S)
PatientH  57.7  g(s) 4 (S) 2(S) 2(S) <0,25 (S) 0,25(S) <1(S)
52-1  8(S) 4(S) 2(S) 2(S) <0,25 (S) <0,25(S) <1(S)
Patientl  22.7 32(R)  8(S) 8(S) 2(S) 4 (1) >32(R)  1() <1(S)
25-1 64(R)  4(S) 8(S) 2(S) 4() >32(R)  1() <1(S)
252 64(R)  4(S) 8(S) 2(9) 4(1) >32(R)  1() <1(S)
253 64(R)  4(S) 8(S) 2(S) 4(1) >32(R)  1() <1(S)
25-6 64(R)  4(S) 8 (S) 2(9) 4(1) 32(R)  1(l) <1(S)
25-15 64(R)  4(S) 8(S) 2(9) 4(1) >32(R)  1(l) <1(S)

R : résistant ; I : Intermédiaire ; S : sensible ; CAZ/IMP/CIP : molécules utilisées pour le dépistage
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Concernant les patients qui avaient au moins 2 LBA itératifs :
e il a été constaté 1’acquisition de résistances avec des variations de CMI entre 2
prélevements, chez les patients B et C,
e iln’yapaseud’évolution de I’antibiogramme entre le premier et le second LBA chez

les patients H et I.

D’apres le dépistage, les isolats 7 du patient B présentaient des différences de CMI. Les CMI
aux différentes molécules testées ont toutes augmenté par rapport au précédent LBA, sauf pour
I’imipénéme. Les plus grandes variations concernaient la ceftazidime (16 mg/L a 64 mg/L), le
céfépime (16 mg/L a 64mg/L), le méropénéme (1 mg/L a 16 mg/L) et I’association ceftolozane-

tazobactam (0.75 mg/L a 6 mg/L).

Pour le patient C, les différents antibiogrammes obtenus a partir des isolats n°10 ne
présentaient pas d’hétérogénéité de résistance pour les molécules complémentaires, a I’exception de
I’aztréonam.

Le dépistage des isolats 16 mettait en évidence une hétérogénéité de résistance pour
I’imipéneme. Ces isolats avaient des CMI variables pour I’imipéneéme (2 mg/L (S) a >8 mg/L (R)) et
pour le méropénéme (0,5 mg/L (S) a 8 mg/L (I)). L’ensemble des isolats n°16 étaient résistants a
I’aztréonam, ce qui n’était pas le cas des isolats 10. Les isolats 16-1, 16-12 et 16-18 étaient résistants
a la pipéracilline-tazobactam alors que I’isolat 16-24 <¢tait sensible a toutes les molécules
complémentaires (sauf ’aztréonam). De maniére étonnante, les isolats 16 présentaient des CMI plus
¢levées a I’'imipéneme que les isolats 41.

Les isolats du LBA 41 étaient résistants a toutes les pénicillines avec des CMI qui étaient
augmentées par rapport aux isolats 16. Les CMI a la ceftazidime étaient élevées (>32 mg/L) alors que
pour les isolats 16, elles étaient sensibles (4 mg/L). D’un autre co6té, la CMI de la souche clinique a
I’imipénéme (>8 mg/L) était supérieure a celles retrouvées dans les antibiogrammes complémentaires
(2 mg/L) pour les isolats 41. Cette observation était en accord avec 1’hétérogénéité trouvée lors du

dépistage de I’isolat.
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4. Adéquation des antibiothérapies administrées

Concernant la prise en charge initiale, 7 patients ont eu une antibiothérapie dans les 15 jours

précédant la pneumopathie. Elle n’était pas active sur P. aeruginosa dans 5 cas sur 7 (70 %).

a) Traitement probabiliste

Au moment ou le prélévement respiratoire a été réalis€¢ pour une suspicion clinico-
radiologique de PAVM, une antibiothérapie probabiliste a plus large spectre a été¢ mise en place dans
13 cas sur 14. Le traitement probabiliste était une monothérapie dans 9 cas et une bithérapie dans 4
cas.

La bithérapie comprenant un B-lactame s’associait & un aminoside dans 2 cas, a une
fluoroquinolone dans 1 cas et a la colistine dans le dernier cas. L'association colistine et méropéneme
¢tait utilisée dans un contexte de PAVM récidivante a P. aeruginosa multi-résistant, ce qui a permis
de conserver une efficacité antibactérienne malgré la résistance au méropéneéme. Pour le patient F,
I’absence d’élargissement du spectre antibiotique <dtait liée a Dattente de documentation

microbiologique avant I’adaptation.

A partir des antibiogrammes qui ont été réalisés en routine, le traitement probabiliste était
efficace pour tous les patients avec une infection avérée (> 10* UFC/mL), sauf pour le LBA n°22.

Etonnamment dans le cas du LBA n°22, la sensibilité a la pipéracilline-tazobactam n’a pas été rendue.

La réalisation d’antibiogrammes complémentaires montrait que la pipéracilline-tazobactam et
la ceftazidime n’étaient pas efficaces sur I’ensemble de la population de P. aeruginosa,
respectivement pour les LBA n°10 et n°19. Dans le cas du LBA n°10, il n’y avait pas de discordance
de CMI > 2 dilutions (16 mg/L a 32 mg/L), alors que c¢’était le cas pour le LBA n°19 (2 mg/L a
>32 mg/L).
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b) Traitement documenté

b)i. Analyse sur la base des résultats fournis en routine par le laboratoire

A partir des résultats d'antibiogrammes fournis par le laboratoire, les traitements antibiotiques
ont été adaptés dans 5 cas sur 13 (LBA n°3, n°7, n°10, n°51 et n°52) correspondant a 4 patients (B,
C, H). Une désescalade de I’antibiothérapie a été effectuée dans 4 cas, avec un changement pour de
la ceftazidime dans 3 cas, et I’arrét de 'antibiothérapie dans 1 cas. L’arrét des antibiotiques ¢tait
justifié par la régression des symptdmes sous une antibiothérapie probabiliste non active (LBA n°22)

(Tableau 5).

Dans les 12 cas ou P. aeruginosa était considéré comme pathogene, il a été¢ majoritairement
traité¢ par monothérapie (11 cas). Il y a eu 1 cas de bithérapie correspondant au LBA n°7. La prise en
charge antibiotique ¢tait en accord avec les recommandations, avec 10 cas de monothérapie par 3-
lactames. Une souche était résistante a I’ensemble des -lactames y compris les nouvelles associations

de céphalosporines avec inhibiteurs justifiant sa prise en charge par colistine.

Dans le cadre des 4 cas de PAVM récidivantes, pour 3 des cas (LBA n°3, n°10 et n°51), la
premiere PAVM ¢était prise en charge par une antibiothérapie efficace en accord avec les résultats du
laboratoire. En moyenne, le délai de survenue de la seconde PAVM était de 6 jours apres ’arrét des

antibiotiques.

b) ii. Analyse sur la base des résultats complémentaires obtenus apres étude des populations

A la suite de ’analyse des antibiogrammes pour les différents isolats, il a pu étre constaté des
discordances de CMI avec celles rendues par le laboratoire en routine. Ces discordances auraient pu

entrainer une modification du traitement antibiotique.

Chez le patient B, le dépistage n’a pas mis en évidence d’hétérogénéité a 1I’imipéneme.
Pourtant il a été constaté des variations de CMI chez les isolats 7 pour le méropéneme allant de 1 mg/L
a 16 mg/L. Le méropénéme a été instauré apres réception de I’antibiogramme réalisé en routine avec

une CMI a 2 mg/L.
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Les CMI complémentaires réalisées pour les isolats 10 du patient C étaient proches/identiques
a celles rendues par le laboratoire en routine. Les isolats des LBA n°16 et n°41 ont présenté une
hétérogénéité de résistance a I’imipénéme, avec respectivement, 70 % et 46 % des colonies
résistantes. Cependant la population de P. aeruginosa du LBA n°16 a été traité par céfépime. Les
isolats 16 n’ont pas présenté de CMI différentes pour le céfépime sur les antibiogrammes
complémentaires. Pour les isolats 41, traités par méropénéme et colistine, la CMI au méropéneme

¢tait plus €levée sur I’antibiogramme en routine, on ne constatait donc pas de discordance.

Le patient D a été pris en charge par ceftazidime durant 10 jours avec une évolution favorable,
mais d'apres 1'analyse de 30 isolats, 27 % étaient résistants a la ceftazidime. La CMI a la ceftazidime
pour I’isolat 19-2 était >32 mg/L (résistant) alors que la CMI de la souche clinique était de 4 mg/L

(sensible).

Chez le patient F, la souche clinique était sensible a la ceftazidime (16 mg/L), mais 3 isolats
sur 30 étaient pourtant résistants a la ceftazidime d’apres le dépistage de la population. La CMI a la
ceftazidime était >32 mg/L pour I’isolat 38-6. Cependant, il n’a pas été traité car la numération

bactérienne était inférieure au seuil de significativité (10> UFC/mL).
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C. Analyse génomique des populations

L'analyse par s€quencage haut débit des génomes entiers de plusieurs isolats issus de mémes
LBA, a montré que tous les patients inclus dans notre étude étaient infectés par un seul clone, y
compris dans le cadre des PAVM récidivantes. Il n’y a pas eu de transmission croisée d'un clone
circulant entre différents patients. Notre technique ne nous a pas permis d'étudier le matériel génétique
plasmidique éventuellement porté par les isolats séquencés, et donc de rechercher une éventuelle
transmission de plasmide.

Notre analyse génomique a permis de montrer que 2 des 9 patients étaient infectés par une
population homogene de P. aeruginosa (patients A et E, a J9 et J13 de la ventilation mécanique,
respectivement). Chez chacun de ces patients, les isolats analysés présentaient des génomes
identiques. De fagon concordante, chez chacun des 2 patients, les isolats présentaient les mémes

profils de résistance.

Chez les 7 autres patients, nous avons pu mettre en évidence des différences génétiques entre
les isolats étudiés (Tableau 9) :
« 3 patients (D, F et G) avec un LBA réalisé respectivement a J31, J5 et J§8 de la ventilation
mécanique,
. 4 patients (B, C, H et I) avec des LBA itératifs. Chez ces patients, les populations hétérogenes
¢taient mises en évidence a J35, J5, J15 et J36 de la ventilation mécanique, respectivement,
« Pour 6 patients sur 7, il y a une exposition préalable aux B-lactames avant 1’apparition des

mutations.
Au total, I'analyse comparative des 58 génomes a permis d'identifier 22 genes mutés dans au

moins l'une des populations étudiées. Nous avons répertorié 79 mutations chez 36 isolats, allant de 0

a 4 mutations/isolat et une moyenne de 2,2 mutations/isolat (Tableau 9).
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Tableau 9 — Synthese des mutations

o~

\O
. Mutation Patient B Patient C Patient D Patient F Patient G Patient H Patient |
Mutation . Effet Accu-
Gene nudléotidique d'acide prédit Score ray|3 7 7 7 7 7|10 10 10 10 10 16 16 16 16 16 41|19 19 19 19 19|38 38 38 38 38|39 39 39 39 39|51 51 51 51 51 52 52 52 52 52|22 25 25 25 25 25
aminé 1 1 7 12 18 251 6 12 18 24 1 6 12 18 24 1|1 2 6 7 18|1 6 12 18 24|1 6 12 18 24|1 6 12 18 24 1 2 5 20 25|1 1 2 3 6 15
Remodellage de la parois bactérienne et biosynthése
ampC 548G>A G183D  effect I 85%
302T>G V101G  effect 46 71% l
ampD 490C>T R164C  effect 49 71%
p 501T>G D167E  effect 85% . .
506G>A G169D  effect 85% . .
1070_1074delCCGCG ~ R360fs  effect - ER
dacB
1151T>A 1384Q  effect 47 71% I
ftsl 179C>A ABOE  effect 85% .
mpl 337G>T G113C  effect 80% .
mupP_1 146_147delGC A52fs effect -
murB 704G>A G235D  effect 91%
pglF 1222delG A408fs  effect - .
Transport des acides aminés
aroP_1 367C>T P123S  effect = 14 59% .
livH_1 28C>A Q10K  effect = 23  63% .
352delG D118fs effect -
oprD_3 984C>A Y328*  effect - .
1197C>A Y399*  effect - .
Régulation transcriptionnelle
cheA 1 1213G>T VAOSF  effect 75% .
218A5G D73G  effect 95% B
224C>G T75R  effect 85% .
533C>T T1781  effect 80% l
lasR
562T>C C188R  effect 30 66% [ |
628T>A F2101  effect 40 71% .
640A>G N214D  effect 29 63% .
707T>C 1236P effect [JNGON 80% || B
n-transport
frze 2308T>G *770G  effect - .
e 753C>A Tyr251*  effect - .
1
p 955A>C T319P  effect 85% .l.
Autres
anmK 550G $1846 neural 39 66% I
espE_3 1163C>A A388D neutral 92 97% . l
a 7C>, D neutral - 7%
bG_13 617C>A A206 I 92 97%
feaR 147G>T EA9D  neutral -74 87% . .
ftsL 176A>G D59G  neutral -13  57% l
mitB_2 149A>C K50T  neutral -67 82%
orf19-1 52G>A V18l  neutral -60 78% .l.




Ces geénes mutés pouvaient étre répartis en 5 sous-catégories en fonction de leur effet décrit
dans la littérature. Sur les 22 génes mutés :
e & possedent un réle dans le remodelage du peptidoglycane,
e 3 possedent un réle dans le transport des acides-aminés,
e 2 possedent un réle dans la régulation transcriptionnelle,
e 2 possedent un réle dans le systeme des pili,

e 7 ont un réle non décrit chez P. aeruginosa.

A la suite de I’analyse génomique, différents types de mutations ont été mis en évidence. De
larges insertions ont ¢t identifiées dans le géne /asR. Les mutations observées dans le géne oprD
¢taient toutes des mutations non-sens entrainant l'apparition d'un codon STOP. Les
insertions/délétions et mutations non-sens responsables de la production de protéines tronquées ont
¢té considérées comme ayant un effet majeur sur les protéines correspondantes. Pour les autres
mutations (faux-sens), I'outil bio-informatique SNAP2 a permis de déterminer leur impact sous forme

d'un score (0-100 %).

Apres utilisation de SNAP2, 15 génes mutés ont eu des mutations significatives. Ces 15 genes
concernaient 36 isolats. Pour ces 36 isolats, il y avait un total de 61 mutations ce qui faisait 2,2
mutations/isolat, en moyenne.

Parmi les 15 genes, 4 génes étaient mutés chez au moins 2 patients.

I1s correspondaient au gene /asR muté chez 6 patients (28 isolats), ampD muté chez 4 patients
(7 1solats), dacB muté chez 2 patients (4 isolats), et pi/Q muté chez 2 patients (3 isolats).

Les mutations identifi¢es dans ces 4 genes, correspondaient a 70 % des mutations

« significatives ».

Les mutations significatives potentiellement impliquées dans le développement de résistances
aux antibiotiques concernaient 7 genes (ampC, ampD, dacB, mpl, mupP, ftsl et oprD). Les 6 premiers

genes s’impliquaient dans le recyclage du peptidoglycane. Le dernier concernait la porine D2.

Tout d’abord pour ampC, la seule mutation mise en évidence concernait 1’isolat 41-1. Nous
avons retrouvé chez cet isolat 9 mutations différentes au total dont ampD et fisl. 11 présentait une
résistance a toutes les pénicillines, les céphalosporines et 1’aztréonam. Il était sensible aux
carbapénemes alors que la souche clinique était résistante aux carbapénémes. L’ effet de ces mutations

¢tait difficile a interpréter.
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Pour les mutants ampD, les isolats 19-2, 19-7 présentaient des mutations isolées.
Comparativement a 1’isolat 19-1 qui était sans mutation et sensible a toutes les molécules sauf
I’aztréonam, les CMI mesurées pour les isolats 19-2 et 19-7 étaient plus élevées pour les pénicillines,
les céphalosporines et I’aztréonam, sans affecter les carbapénemes.

Les isolats 7-1 et 7-25 présentaient également des mutations isolées d’ampD. Leurs CMI a la
ceftazidime et au céfépime étaient plus €levées que pour les isolats 7-7 et 7-12 qui présentaient des
mutations dans d’autres génes impliqués dans le recyclage du peptidoglycane.

Les isolats 38-6 et 38-12, du patient F, présentaient une mutation ampD associée a une
mutation dacB. En présence de ces 2 mutations, il a été constaté que la CMI aux uréidopénicillines,
a la ceftazidime, au céfépime et a I’aztréonam étaient tres élevées pour 1’isolat 38-6. Alors que pour
I’isolat 38-1 qui ne présentait pas de mutation ampD, ni dacB, il a été mis en évidence des CMI
interprétées comme sensibles.

Le dernier mutant ampD correspondait a I’isolat 41-1. Cet isolat présentait des CMI élevées
pour la pipéracilline-tazobactam, la ceftazidime et I’aztréonam. Il montrait des CMI sensibles pour

les carbapénémes et une CMI a la limite du cut-off de sensibilité pour le céfépime.

Des mutations dacB ont été détectées chez les isolats 7-12, 7-18, 38-6 et 38-12. Les isolats 7-
12 et 7-18 ne présentaient pas d’autres mutations dans des génes impliqués dans le recyclage du
peptidoglycane. L’isolat 7-12 avait des CMI a 32 mg/L pour la ceftazidime, 16 mg/L pour le
céfépime, >32 mg/L pour I’aztréonam et 1,5 mg/L pour le ceftolozane-tazobactam.

Les mutants 38-6 et 38-12 étaient également mutés ampD. L’isolat 38-6 montrait des CMI

¢levées pour tous les B-lactames excepté les carbapénemes.

Il a été détecté un seul mutant mpl, qui correspondait a I’isolat 7-7. Il n’était pas associé a
d’autres mutations sur des genes du recyclage. Ces CMI ont ét€¢ mesurées pour la ceftazidime a
16 mg/L, le céfépime a 16 mg/L, I’aztréonam a 16 mg/L et le ceftolozane-tazobactam a 0,75 mg/L.

Ces mutations ont conféré une résistance a un niveau proche de 1’isolat 7-12 muté dacB.

Pour les 3 mutants mupP, les isolats 10-18, 10-24 et 16-12 présentaient une résistance a la

pipéracilline-tazobactam comparable.

Le mutant fts/ concernait encore I’isolat 41-1 qui a déja été mentionné précédemment.
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Nous avons détecté 3 types de mutation dans le géne oprD chez 4 isolats (D118fs, Y328* et
Y399%*) du patient C. Dans tous les cas, elles entrainaient la syntheése d’une protéine tronquée. Les
isolats 16-1 et 16-18 (mutés Y328%*) présentaient des mutations supplémentaires différentes de I’isolat
16-12 (muté D118fs). Pour autant, toutes les CMI étaient élevées pour les carbapénemes (imipéneme
et méropéneme) avec une sensibilité conservée pour les céphalosporines. Concernant I’isolat 41-1
(muté Y399%), il était de sensibilité intermédiaire au méropéneme et sensible a I'imipénéme malgré

la mutation détectée dans le gene oprD.

Concernant le géne /asR du QS de P. aeruginosa, 3 LBA contenaient des isolats avec une
large délétion de plus de 20 paires de bases dans ce gene, ce qui a été considéré comme ayant un effet
majeur sur la molécule transcrite. Cette large délétion représentait 50 % des mutations de LasR. Les

autres mutations LasR étaient spécifiques des isolats.
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V.Discussion

P. aeruginosa est I'une des bactéries la plus fréquemment mise en cause dans les PAVM, avec
une mortalit¢ importante, méme lorsque le traitement antibiotique est adéquat (66). Une
antibiothérapie initiale inadaptée et/ou une multirésistance fréquente chez cette espece augmentent le
risque de mortalité (67). Le diagnostic de ces infections et 1'adaptation de I'antibiothérapie reposent
sur des recommandations européenne (68) et frangaise (62). Du fait du manque d’études, il n’y a pas
de recherche particuliere de sous-populations bactériennes aux comportement différents lors du
diagnostic.

Dans notre étude, nous avons étudi¢ 1’hétérogénéité de populations de P. aeruginosa
responsables d’infections aigués de type PAVM chez des patients hospitalisés en réanimation, a l'aide

de tests phénotypiques dans un premier temps, puis par séquencage haut-débit d'isolats sélectionnés.

Nous avons sélectionné des colonies de morphotypes différents. Cette approche avait pour
objectif de mettre en évidence des sous-populations de P. aeruginosa présentes dans les prélévements
respiratoires. La présence d’hétérogénéité de population a été retrouvé dans les 2/3 des LBA. Une
déficience en QS a été observée chez 6 patients et elle était hétérogene chez 66 % d'entre-eux. Deux
patients présentaient une hétérogénéité de résistance aux antibiotiques et une déficience en QS,

partielle ou totale.

Le laboratoire de bactériologie du CHU de Nantes suit les recommandations officielles éditées
par le CA-SFM/EUCAST. La réalisation des CMI au laboratoire par la méthode semi-automatisée en
milieu liquide (Vitek 2 ®) et la méthode de gradient de concentration (E-test ®) sont des techniques
validées par rapport a la technique de référence de microdilution en milieu liquide. Elles nécessitent
une concentration bactérienne calibrée a 0,50 unités MacFarland issue de colonies qui ont poussé sur
un milieu non sélectif. En pratique, pour obtenir la suspension bactérienne de 0,50 unités MacFarland,
il est utilisé seulement quelques colonies, voir une seule. Pour étudier la présence d’hétérogénéité de
résistance du P. aeruginosa, nous avons tout d’abord réalisé un test de dépistage. En reprenant les 30
mémes colonies par LBA, nous avons testé leur sensibilité a la ceftazidime, a I’imipénéme et a la
ciprofloxacine. Nous avons pu observer une hétérogénéité de la résistance chez 4 populations (29 %),

parmi les 14 sélectionnées pour notre étude.
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Au total, grace au dépistage chez plus de 1/3 des patients, une hétérogénéité de population a
¢té mise en évidence. Cette hétérogénéité de résistance aux antibiotiques était plus ou moins marquée,
variant de 10 a 70 % de la population. Elle touchait les f-lactames qui sont des molécules de choix
utilisées dans le traitement du P. aeruginosa. Cette hétérogénéité de résistance était surtout retrouvée
quand les patients avaient été préalablement traités par B-lactames dans les jours précédents. Du fait
de I’hétérogénéité, une situation aurait pu mettre en doute I’efficacité du traitement choisi sur la base
de I'antibiogramme réalisé€ a partir d'une seule colonie (LBA n°19). Malgré ’utilisation de la méthode
officielle, il n’a pas été détecté de résistance a la ceftazidime. Ces résultats suggerent qu’il semblerait
intéressant de prendre plusieurs colonies pour obtenir I’antibiogramme le plus proche de I’ensemble
de la population bactérienne. Malgré cela, la surveillance clinique du patient reste primordiale pour

optimiser sa prise en charge qui peut nécessiter des examens biologiques complémentaires.

Les résistances phénotypiques ont été confirmées par la mise en évidence de mutations dans
des geénes impliqués dans la résistance aux antibiotiques. Ces génes mutés étaient impliqués soit dans
la dérépression d’AmpC, soit dans la perte de la porine OprD ou dans la régulation du QS.

La dérépression d’AmpC est étroitement liée au recyclage du peptidoglycane chez
Pseudomonas aeruginosa. Dans notre étude, il a été¢ mis en évidence des protéines mutées (AmpC,
AmpD, DacB, Ftsl, Mpl, MupP et AnmK) qui sont impliquées dans le recyclage du peptidoglycane
(60).

La production constitutive d’AmpC a d’abord été décrite chez Enterobacter cloacae et
Citrobacter freundii. Un systéme similaire a ensuite été décrit chez P. aeruginosa avec des mutations
inactivatrices d’AmpD responsables de I’hyperproduction d’AmpC (69). Cette inactivation s'est
avérée assez courante parmi les souches cliniques de P. aeruginosa et elle entraine une altération du
recyclage du peptidoglycane comparable au phénomene d’induction par la présence d’antibiotiques.
Les 2 phénomenes saturent AmpD et aboutissent a la surproduction d’ AmpC.

Pour autant, les mutations mises en évidence dans le géne ampD par Taimour Yousef Langaee
et al. dans une étude publiée en 2000, n’expliquaient pas tout. Ils soupgonnaient la présence de
mutations dans des génes aux fonctions inconnues a 1’époque (69).

Par la suite, il a été décrit différents génes ampD (70). Trois enzymes de type AmpD ont été
caractérisées : AmpD, AmpDh2 et AmpDh3. Dans 1'étude de Juan et al, 4 phénotypes de résistance
ont été décrits ou ampD était principalement responsable de I"hyperpression d’ampC, puis ampDh3

et enfin ampDh?2 (70). Ces résultats vont dans le sens que toutes les mutations d’ampD n’entrainent
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pas les mémes niveaux de dérépression d’ampC. Cependant, ces observations n’ont pas été faites a
partir de souches cliniques (29).

Pour nos souches cliniques, il y a eu apparition de populations mutantes ampD chez plus de
40 % des patients. Pour les isolats avec une mutation d’ampD isolée, il a été constaté des CMI pour
les pénicillines et les céphalosporines €levées (>32 mg/L). Il n’y a pas de mise en évidence de

mutations pour AmpDh?2 et AmpDh3.

Dans notre étude le géne dacB, codant pour une PLP4, était détecté muté chez 2 patients. Chez
le patient B, I’isolat 3-1 ne présentait pas de mutations. Cet isolat était sensible a toutes les molécules
du dépistage. Lorsque cette souche a été responsable d’une seconde PAVM (LBA n°7), il a été
objectivé des mutations. L’isolat 7-12 présentait une mutation de dacB sans autre mutation impliquant
le recyclage du peptidoglycane. Pour cet isolat, on a constaté des CMI ¢élevées, comparables (sauf
pour le céfépime) a I’isolat 7-1 qui est muté ampD. 1l semblerait ici que la mutation dacB entraine
une augmentation des CMI comparable a celle lice a la mutation ampD. Les autres isolats mutés dacB
(38-6 et 38-12) présentaient également une mutation ampD. D’apres la littérature, des mutations dans
ce gene ont été décrites comme responsables de I’hyperproduction d’AmpC (30,71). Ainsi, dans
I’étude de Gabriel Cabot et al. en 2018 (72), a partir de la souche de référence PAO1, ce lien fort entre
les PLP4 et AmpC a été constaté. Les auteurs ont comparé PAO1 sauvage a 2 souches dérivées
mutées, soit dans le géne ampC, soit dans le géne ampG, avec aussi un phénotype « sauvage » de
résistance aux antibiotiques. Apres exposition in vitro a de la ceftazidime, ils ont comparé 1’évolution
de leurs phénotypes de résistance et les divers mécanismes acquis. Les mutations les plus souvent
observées chez PAOI1 touchaient dacB +/- ampD ou mpl. Dans ces conditions, 1’expression d’AmpC
¢tait multipliée par 3905 en moyenne. Il n’a pas été retrouvé de mutations dans les génes impliqués
dans la régulation d’AmpC ou AmpG. A noter, I’augmentation des CMI pour ’imipénéme et le

méropéneme pour ces souches qui sont devenues résistantes.

Pour confirmer I’importance des mutations dacB dans la résistance aux B-lactames, Joseph F.
Cavallari et al.,(71) ont comparé les profils de résistance de 5 souches mutées dans 5 genes différents
(s/tB1, mltB, slt, mitF et dacB). Parmi ces 5 cibles, 4 étaient des transglycosylases lytiques (LT) (s/¢tB1,
mlitB, slt et mitF). Les auteurs ont montré que les mutants dacB, sltB1 et mitB, étaient plus résistants
que les autres aux [-lactames. Cependant, en I'absence d’antibiotiques inducteurs d’AmpC,
I’expression de cette céphalosporinase était augmentée uniquement chez la souche mutante dacB et

pas pour les souches LT mutées.
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Ainsi, l'inactivation de la PLP4 provoquerait une réponse trés marquée et complexe
aboutissant a la surproduction d'AmpC et donc a la résistance aux B-lactamines. Ce phénomene serait
1ié a I’activation spécifique du systeme de régulation a 2 composants CreBC (connu sous le nom de
BIrAB chez Aeromonas spp.). L activation de CreBC entraine une surexpression de CreD. Cette
surexpression a été clairement mise en lien avec la surproduction d’AmpC mais par un mécanisme

encore inconnu (73).

Figure 21- Régulation d'AmpC par le systeme CreBC (73)
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Laura Zamorano et al. en 2010 (74), ont étudié¢ l'expression d'AmpC chez 10 souches
différentes (1 PAO1, 1 PA14 et 8 souches cliniques sensibles a la ceftazidime, non mutées dans dacB
et ampD) avant et apres inactivation de ces 2 génes. L expression d’ampC était multipliée par 106 en
moyenne chez les mutants dacB, et par 67 en moyenne pour les mutants AmpD, sans différence
significative entre les 2 génes. Les auteurs ont aussi constaté que les CMI des pénicillines et des
céphalosporines étaient plus élevées chez les mutants dacB que chez les mutants ampD.
Contrairement a la mutation dacB, la mutation ampD ne modifiait pas I’expression de CreD ce qui,

pour les auteurs, expliquait la différence de CMI pour les B-lactames.

Le géne fisI (aussi appelé pbpB) code pour la PLP3 (ou ftsI). La PLP3 est une PLP-HPM, avec
une activité transpeptidase principalement. Cette activité semble nécessaire pour la croissance de P.
aeruginosa. Dans des conditions de laboratoire, une premiere étude des PLP-FPM (75), a partir de
mutants déficients en PLP4, PLP5 ou PLP7 (simple, double ou triple mutants), n’a pas mis en
¢vidence de perturbations de la vitesse de croissance chez ces souches. Une seconde étude qui s’est
intéressée aux PLP-HPM (76), a mis en évidence que seule la mutation des PLP3 avait un impact sur

la croissance bactérienne in vitro, alors que les mutants simples PLP1a, PLP1b ou PLP2 n'étaient pas
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impactés. Du fait de leur importance pour la croissance in vitro, les mutations inactivatrices de fis/ ne
semblent pas étre un avantage pour la bactérie. En revanche, les mutations non-synonymes, entrainant
un changement d'acide aminé, semblent étre lides a la résistance aux B-lactames. Leur fréquence est

pour I’instant mal déterminée.

Cette PLP est la cible de nombreux B-lactames, comme 1’aztréonam (77), la ceftazidime, le
ceftolozane (78), le céfépime et les carbapénemes (76). Généralement la résistance a 1’aztréonam est
associée a un mécanisme d’efflux MexAB-OprM (47). Dans une étude récente ou les auteurs se sont
intéressés a I’acquisition de résistance a I’aztréonam, il a été¢ décrit 19 mutations récurrentes en lien
avec cette résistance (77). Ces mutations touchaient principalement des régulateurs ayant un effet
inhibiteur sur la pompe d’efflux MexAB-OprM (mexR et nalD), mais aussi les PLP3, correspondant
a la principale cible de 1’aztréonam (79). Parmi les 100 isolats de 1'étude, 28 étaient mutés fis/, avec
principalement des mutations faux-sens. Les mutations se localisaient au niveau du site d’action des
B-lactames (77). Des résultats similaires ont aussi été décrits chez Escherichia coli (80). Ils ont aussi
confirmé, pour P. aeruginosa, que 1’acquisition de résistance a I’aztréonam impacte la vitesse de
croissance des colonies in vitro. Par ailleurs, dans le modeéle de sélection de souches résistantes a
I’aztréonam, les auteurs ont aussi constaté que les génes mexR et nalD étaient responsables d’une
augmentation de la virulence des souches (77). L’hypothése que les mutations de PLP3 soient un
mécanisme pourvoyeur de résistance chez P. aeruginosa a aussi été mise en évidence chez des isolats
issus de portage chronique chez des patients atteints de mucoviscidose (52). Dans ce contexte, des
mutations non-synonymes ont été décrites au niveau du domaine de I’activité transpeptidase et mises

en lien avec la résistance aux B-lactames.

Dans I'étude de Jorth et al (77), les polymorphismes dans le gene fis/ étaient essentiellement
détectés chez les patients exposés aux B-lactames. L’augmentation des CMI était strictement liée aux
polymorphismes de pbpB, puisque aucun autre mécanisme de résistance n'était mis en évidence
(hyperproduction d'AmpC, BLSE et/ou hyper-expression de mexA). Ce mécanisme de résistance
touche a priori aussi le ceftolozane, d’aprés une étude de 2017 réalisée en Espagne (81). Les auteurs
de cette ¢tude ont constaté qu’en I’absence d’hyperproduction d’AmpC ou en 1’absence de BLSE, la
CMI au ceftolozane-tazobactam était augmentée a 8§ mg/L et serait en lien avec une mutation
retrouvée au niveau du site de liaison aux PB-lactames dans la protéine Ftsl. Dans notre étude, la
mutation non synonyme identifiée chez un isolat (41-1) du patient C, était associée a de nombreuses
autres mutations dans les genes ampC, ampD et lasR, ce qui ne nous a pas permis d'estimer son impact

sur la résistance. Cependant, la mutation identifiée dans notre étude n'était pas située au niveau du
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site d’action de la protéine et n'avait donc probablement pas le méme impact que celle décrite en

2017.

Le géne mpl (murein peptide ligase) code pour une enzyme qui intervient dans le recyclage
du peptidoglycane. L’enzyme Mpl permet principalement de lier 'UDP-MurNAc avec un tripeptide
pour former de I'UDP-MurNAc-tripeptide. Elle prend aussi en charge les tétra- et pentapeptides. Ce
métabolite va activer AmpR et donc inhiber ampC (82). L impact de mutations mp!/ a été étudié par
I’équipe de Yuko Tsutsumi et al., en 2013 (83) chez PAOL. Ils ont mis en évidence que l'inactivation
de mpl était responsable d’une augmentation de I’expression d’ampC, par I'intermédiaire d’AmpR,
ce qui a eu pour conséquence I’augmentation des CMI aux B-lactames. Dans 2 études récentes (84,85)
¢tudiant les mutations génétiques survenant chez P. aeruginosa au cours d’infections aigués, des
souches mutantes mpl ont été identifiées. Elles semblaient, dans certains cas, étre responsables de
I’augmentation des CMI pour la pipéracilline-tazobactam et la ceftazidime. Dans notre étude, seul
I’isolat 7-7 est muté mpl. 1l présentait des CMI résistantes a la ceftazidime (16 mg/L) et au céfépime
(16 mg/L) ce qui n’était pas le cas de I’isolat 3-1. Cependant les isolats 7-1, 7-25 mutés ampD et
I’isolat 7-12 muté dacB avaient des CMI plus élevées pour la ceftazidime et le céfépime. Méme si
cette mutation semble étre responsable d’une augmentation des CMI vis-a-vis des céphalosporines,

cette mutation aurait moins d’impact que les mutations de dacB et d’ampD.

La voie de signalisation MurU, décrite en 2014, est composée par les enzymes AnmK, AmgK
et MurU. Elle sert de raccourci et limite la syntheése de novo d'UDP-MurNAc (86). En 2017, il a été
découvert I’intervention de I’enzyme MurNAc-6P phosphatase (MupP) dans cette voie (87). MupP
est une phosphatase dont le role est de convertir le MurNAc-6P en MurNAc. D’apres les expériences
de Fumeaux et al., des mutations inactivatrices de la voie de signalisation MurU entrainent une
augmentation d’AmpC en lien avec I’activité d’AmpR. Les auteurs ont avancé 1’hypothése que
lorsque la voie de signalisation MurU était mutée, cela induisait une diminution d'UDP-MurNAc-P5.
La balance entre UDP-MurNAc-P5 et anhydro-MurNAc va étre déplacée, induisant une activation
d’AmpR responsable de 1’hyper-expression d’AmpC. Dans leur étude, ils n’ont pas approfondi les
liens avec la résistance vis-a-vis des B-lactames. Dans notre étude, les seuls isolats (10-18 et 10-24)
mutés mupP ne présentaient pas d’augmentation de CMI aux B-lactames. Il semblerait intéressant de

voir ’impact réel des mutants mupP sur les CMI des B-lactames.

76



L’exploration de ces différents mécanismes a surtout pris de I’ampleur durant ces 15 dernicres
années et encore plus avec le séquencage haut-débit. Mieux les comprendre pourrait permettre
d'identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Les mutations impliquées apparaissent sous pression
de sélection des antibiotiques. Dans notre étude, la principale classe d’antibiotique utilisée pour la
prise en charge des PAVM était les B-lactames. Il semble donc logique, que 'on ait retrouvé

essentiellement des mutations qui octroyaient des résistances aux B-lactames.

Pour limiter I’apparition des résistances aux B-lactames, 2 stratégies ont été proposées par les
sociétés savantes. La premicre consiste a traiter les patients par bithérapie, stratégie souvent
privilégiée. Cependant, 1’association synergique de B-lactames avec un aminoside ne permet pas
toujours de prévenir 1I’émergence de résistance (47). La combinaison imipéneme-lévofloxacine
semble prévenir I’émergence de résistance, mais elle nécessite d’étre confirmée (47).

La seconde stratégie repose sur les notions de pharmacocinétique/pharmacodynamique
(PK/PD). Cette approche est souvent moins réalisée en pratique clinique mais elle est décrite dans la
littérature. Les [P-lactames sont des molécules bactéricides, avec un effet temps dépendant.
L’efficacité de ’antibiothérapie par B-lactames dépend de I’inoculum bactérien et du temps que
I’antibiotique libre passe au lieu de ’infection au-dessus de la CMI (88). Des études cliniques
rétrospectives suggerent qu’il faudrait une concentration au minimum 4 fois supérieure a la CMI entre
2 injections pour prévenir I’émergence de mutants résistants. Dans le cas d’'une PAVM, I’'inoculum
peut étre élevé (environ 108 UFC/mL) et ’apparition de résistance se fait dés que la concentration
sanguine résiduelle est inférieure a 4 fois la CMI de la souche (89). Le traitement clinique par
antibiotique a pour objectif la guérison clinique. Ce n’est pas le méme objectif que la prévention
d’apparition de mutants résistants. Pour prévenir 1’émergence de mutants, il faut une concentration
sanguine supérieure a la CMI du pathogeéne au moins 45 % du temps entre 2 injections ou une
concentration résiduelle 12 fois supérieure a la CMI (89). La posologie d’antibiotique pour éviter
I’émergence de résistance aux [P-lactames est plus importante que celle nécessaire a 1’efficacité
thérapeutique (89). Dans I’étude de Robert et al., 60,4 % des patients en soins intensifs étaient 100 %
du temps entre 2 injections avec une concentration résiduelle supérieure a la CMI de la souche (88).
Les conditions PK/PD sont plus altérées pour les patients en soins intensifs, avec un volume de
distribution augmenté, une concentration d’albumine diminuée et un débit de filtration glomérulaire
augmenté (88). Ainsi, les doses habituelles ne sont pas suffisantes pour ce type de patients et il est
nécessaire d’augmenter les posologies pour empécher 1’émergence de résistances y compris aux [3-
lactames (88). Dans une étude sur les carbapénemes (90), il a été mis en évidence que les CMI des

BGN étaient plus élevées pour les patients en soins intensifs que pour les autres. Pour eux, du fait des
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variations PK/PD des patients en soins intensifs et de 1’augmentation des CMI des pathogenes, il
serait plus difficile d’obtenir les conditions nécessaires pour traiter les patients et empécher
I’émergence de résistances aux antibiotiques. En effet, la description récente de souches de P.
aeruginosa résistantes a de nouvelles molécules telles que le ceftolozane-tazobactam ou le
ceftazidime-avibactam (91) laisse supposer qu’une optimisation des parametres PK/PD semblerait
étre une alternative thérapeutique intéressante. Cela ayant pour objectif de limiter 1’utilisation précoce

de nouvelles molécules qui conduirait indéniablement a I’émergence de résistances.

La pression de sélection liée aux conditions de ’infection et a I'utilisation d’antibiotiques
entraine la sélection de mutations. Cela ameéne logiquement a la survie de populations résistantes aux
antibiotiques utilisés. On constate aussi que d’autres protéines bactériennes sans lien avec la
résistance peuvent étre mutées et en I’occurrence la voie de signalisation Lasl/R. Elle participe a la
régulation du QS avec 2 autres voies, RhIR et PQS. La voie Lasl/R est la voie principale de régulation
des différentes protéines de virulence telles que LasA, LasB, I’ExoA, la pyocyanine et les
exopolysaccharidiques (92).

Dans notre étude, parmi les 7 patients présentant des isolats mutés, 6 étaient infectés par des
mutants LasR. L’étude de Persyn et al., a permis de montrer que ce phénomene était aussi courant en
contexte aigu. Pour ce travail de These, des populations déficientes en QS ont été délibérément
choisies pour faire l'analyse génomique, d'ou la prévalence élevée de mutants LasR. Les travaux
antérieurs du laboratoire montrent cependant qu'environ la moitié des LBA positifs a P. aeruginosa,
collectés chez des patients présentant une pneumonie aigué, contiennent des isolats déficients en QS.
Ces mutations semblent contre-intuitives, puisqu'elles entraineraient une diminution de la virulence

des souches in vitro (35,36).

Cependant, lorsque 1’on regarde les mutations des souches issues de patients porteurs
chroniques de P. aeruginosa, essentiellement chez les patients atteints de mucoviscidose, des mutants
lasR sont souvent retrouvés (93,94). Ces derniers sont é¢galement décrits dans un contexte de PAVM
(95). Les 2 principales hypotheses expliquant la présence de ces mutants /asR sont que toutes les
mutations n’inactivent pas LasR et que le QS s’est réorganis¢ (96). D'autres voies du QS (RhIR ou
PQS) régulant les mémes geénes que la voie Lasl/R, peuvent étre hyperexprimées lorsque cette voie
LasI/R est inactive. (96). Ces mécanismes de régulation complexes font I'objet de beaucoup de
travaux de recherche, et mériteront d'€tre encore mieux compris, du fait de leur importance dans les

pneumopathies.
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V1. Conclusion

P. aeruginosa est 1'un des pathogenes le plus fréquemment retrouvé dans les PAVM chez des
patients hospitalisés dans les services de réanimations. Ces PAVM sont généralement d’acquisitions
tardives (>5 jours) et nécessitent une prise en charge par antibiothérapie a large spectre, au moins en
probabiliste. La présence d’un ou plusieurs facteurs de risque d’infection a BGN non fermentant
nécessite la prise en charge par bithérapie pour optimiser la prise en charge thérapeutique. Le
diagnostic d'une PAVM a P. aeruginosa doit étre suspectée notamment chez les patients atteints
d’une pathologie pulmonaire chronique de type BPCO, DDB ou mucoviscidose. Une fois le germe
documenté, une monothérapie adaptée a la méme efficacité clinique qu’une bithérapie adaptée.
L’allongement de la durée du traitement antibiotique au-dela de 7 jours n’est pas recommandé en
dehors de certaines situations. Les traitements recommandés concernent principalement les -

lactames associés a un aminoside.

Nous avons décidé d’explorer la diversité génomique du P. aeruginosa dans un contexte aigu,
a ce jour peu décrit dans la littérature, alors qu’il est relativement bien développé dans le contexte de
la mucoviscidose.

Dans notre étude, les 2/3 des patients présentaient des souches mutées dans le géne /asR. C'est
l'un des 3 composants majeurs du QS et le plus important lors de la phase d’invasion du P. aeruginosa.
Ces mutations semblaient contre-intuitives car elles sont habituellement associées a une diminution
de virulence. Pour autant, au vue de la fréquence de ces mutations et des données de la littérature, il
parait pertinent d’explorer ces mutations et I’impact qu’elles ont sur le QS et la pathogénicité du P.

aeruginosa. Ce sera le cadre d’un prochain travail.

Il a aussi été¢ mis en évidence que plus de 40 % des LBA sélectionnés contenaient une
population de P. aeruginosa avec une hétérogénéité de résistance aux principaux antibiotiques
habituellement prescrits dans ce contexte.

Du fait de I’hétérogénéité de résistance, il a parfois été¢ rendu en routine un antibiogramme
avec des CMI plus basses que celles mesurées pour certains isolats présents dans le prélévement.
Dans notre étude, le traitement antibiotique par bithérapie ou monothérapie a toujours permis de
satisfaire la réussite clinique que cela soit en probabiliste ou aprés documentation. De ce fait,
I’expérience de la prise en charge de PAVM et I’ajustement du traitement en fonction de I’état du

patient est essentiel.
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Les mutations mises en évidence permettent I’acquisition de résistances aux molécules
principalement utilisées, c'est a dire aux B-lactames. Ce qui ressort de cette étude est la dérégulation
de mécanismes de résistance intrinseques de P. aeruginosa (1a céphalosporinase AmpC et les porines
OprD). La dérépression d’AmpC est étroitement liée au recyclage du peptidoglycane. En effet, la
perte d’activité¢ de certaines enzymes dans le recyclage du peptidoglycane a été identifiée chez
différentes souches en lien avec une augmentation des CMI. Les génes les plus pertinents ici et les
mieux décrits dans la littérature sont ampD, dacB, mpl et fisl. La perte de la porine OprD, a la suite
d’une mutation d’oprD, est aussi retrouvée avec pour conséquence I’augmentation des CMI aux

carbapénémes.

Ce travail montre que des populations hétérogénes de P. aeruginosa peuvent exister en
contexte aigu. Nos résultats ont montré I’apparition précoce de mutations génétiques hétérogeénes. La
chronicisation de I’infection serait le résultat d’une probable sélection au sein de ces mutations qui
résulterait de la meilleure balance colt/efficacité pour la survie bactérienne. Il serait intéressant de
réaliser ce travail sur une plus large cohorte de souches responsables de PAVM pour ainsi déterminer
si I’apparition de certaines mutations est en lien avec la durée de la ventilation mécanique. Il pourrait
étre pertinent d’étudier I’impact des mutations sur le colit en énergie pour le P. aeruginosa qui est un
facteur de sélection, en plus de I’acquisition de résistances aux antibiotiques. Le contexte de PAVM

récidivantes semblerait étre approprié¢ pour observer la sélection de mutants résistants.
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VIII. Annexes

A. Annexe 1 — Antibiothérapie d’une infection a

Pseudomonas aeruginosa / HAS 04/06/2019

1. Antibiothérapie avant réception de I’antibiogramme

Le choix de la B-lactamine dépend des données d’épidémiologie locale, des données
microbiologiques disponibles chez le patient et des antibiothérapies déja recues par celui-ci (grade
C).Il est recommandé¢ de choisir un antibiotique n’ayant pas été prescrit dans le mois précédent et
d’éviter les carbapéneémes si d’autres molécules sont possibles (grade C).

Les carbapénémes ne sont pas recommandés en probabiliste chez un patient traité par un
carbapéneme (y compris I’ertapénéme) dans le mois précédent (grade C).

Il est recommandé de débuter une bithérapie (avec un aminoside, amikacine ou tobramycine)
jusqu’a réception de I’antibiogramme en cas d’infection a P. aeruginosa avec signes de gravité (grade
B).

Les associations ceftazidime-avibactam et ceftolozane-tazobactam ne sont pas recommandées

en traitement probabiliste (AE).

2. Antibiothérapie apres réception de I’antibiogramme

Il est recommandé¢ de mettre en place une désescalade de 1’antibiothérapie pour le traitement

des infections a P. aeruginosa en épargnant les carbapénémes (AE).

a) Mono ou bithérapie

Une fois ’antibiogramme disponible, une bithérapie active sur P. aeruginosan’est pas
recommandée (grade B).

Certaines situations cliniques ou microbiologiques (évolution défavorable, profil de résistance
particulier) ainsi que le type d’infection (infection non ou insuffisamment drainée, matériel étranger)

peuvent conduire a discuter la poursuite d’une bithérapie (AE).
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b) Modalités d’administration des antibiotiques

En cas d’infection a P. aeruginosa avec signes de gravité traitée par une B-lactamine, il est
recommandé¢ d’optimiser 1’antibiothérapie (grade A) par :

e [’utilisation de posologies élevées (grade B) ;

e [’administration par voie intraveineuse prolongée ou continue? apres dose de charge pour les
molécules suivantes : pipéracilline-tazobactam, céfépime, ceftazidime, méropénéme (grade
A);

e [’ajustement posologique en fonction des résultats des dosages plasmatiques (mesure de la
résiduelle si perfusion prolongée, ou a I’équilibre si perfusion continue) et de la CMI estimée
ou mesurée (grade B).

¢) Durée d’antibiothérapie totale

En cas d’infection a P. aeruginosa, il est recommandé de suivre les durées de traitement
habituellement préconisées (grade B). Raccourcir la durée de traitement au maximum est une des
mesures de bon usage des antibiotiques (AE).

d) Associations ceftazidime-avibactam et ceftolozane-tazobactam

Il est recommandé de ne pas utiliser 1’association ceftazidime/avibactam, une des rares
molécules actuelles actives sur certaines entérobactéries productrices de carbapénémases, pour le
traitement des infections a P. aeruginosa (AE).

En I’absence de donnée écologique comparative et compte tenu de la nécessité de préserver
son efficacité, il est recommandé de ne pas utiliser le ceftolozane-tazobactam dans une stratégie
d’épargne des carbapénemes. Son utilisation peut étre envisagée apres avis spécialisé en
antibiothérapie, sur des souches avec un profil de résistance particulier (souches sensibles uniquement
aux carbapénemes et au ceftolozane-tazobactam) (AE).

e) Choix du carbapénéme en ’absence d’alternative

Les données de la littérature ne permettent pas de recommander préférentiellement le
méropéneme ou I’'imipénéme en termes d’efficacité (grade C).

Le méropéneme peut étre administré avec une posologie élevée et en perfusion prolongée avec

une bonne tolérance. Son utilisation doit &tre préférée dans les infections nécessitant des posologies
¢levées ou chez des patients a risque de toxicité neurologique (grade C).
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ampD, dacB, fitsI et mpl entrainant la dérépression d’AmpC, la céphalosporinase
naturelle de P. aeruginosa. De plus, différentes mutations ont été détectées dans le
gene oprD, entrainant trés certainement une perte de la porine OprD.
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