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A. GENERALITES SUR

ACHROMOBACTER (Alcaligenes)
XYLOSOXYDANS

L Données taxonomiques — Rappels historiques

Les genres Alcaligenes et Achromobacter ont souvent été, par le passé, composés de
multitudes de bactéries pour la plupart mal caractérisées. Les raisons en étaient d’une part une
description peu discriminante des genres et d’autre part une inactivité de ces bactéries a la plupart

des tests biochimiques usuels.

1.2 Le genre Alcaligenes

Petruschky, en 1896, donne le nom de Bacillus faecalis alcaligenes a un bacille non sporulé
d’origine intestinale, n’acidifiant pas les sucres et ne produisant pas de réaction alcaline avec le lait.
La bactérie est renommée Bacillus alcaligenes par Migula en 1900, puis Alcaligenes faecalis par
Castellani et Chalmers en 1919, ces derniers créant ainsi le genre Alcaligenes (Castellani et
Chalmers, 1920).

Ce genre est alors classé dans la famille des Bacillaceae, tribu des Ebertheae et regroupe des
bacilles a Gram négatif, mobiles (grace a une ciliature péritriche) ou immobiles, produisant une
réaction alcaline avec le lait, n’utilisant pas les carbohydrates, ne produisant pas
d’acétylméthylcarbinol, étant généralement isolés du tube digestif des vertébrés, et pouvant donner

des colonies pigmentées (Hendrie, 74)
L’espéce type est Alcaligenes faecalis.

La définition du genre Alcaligenes est adoptée sans modification, par la classification américaine
(Bergey, 1923) et la classification francaise (Prévot, 1948). Toutefois, dans la classification
américaine, ce genre est le premier de la famille des Achromobacteriaceae, alors que dans la
classification francaise, il est le quatrieme genre de la tribu des Salmonelleae, troisiéme tribu de la

famille des Enterobacteriaceae. (Brisou, 1953).

13



Hugh et Leifson, en 1953 (Hugh et Leifson, 1953), Leifson, en 1960 (Leifson,flagellation, Academic
Press, 1960), distinguent parmi les bacilles inactifs sur les hydrates de carbones trois types
morphologiques : péritriches, lophotriches, monotriches, qu’ils proposent de classer respectivement
dans les genres Alcaligenes, Lophomonas ou Pseudomonas. Et ceci, bien que plusieurs publications
incitent a considérer avec prudence les arguments taxinomiques fondés sur la disposition polaire ou

péritriche de 1’appareil locomoteur (Thibault, 1961)

Hugh et Leifson décrivent en 1954 I’espéce Alcaligenes denitrificans, qui se distingue
d’Alcaligenes faecalis par sa capacité a réduire les nitrates jusqu’au stade gaz nitreux et a croitre en
anaérobiose par respiration des nitrates ou des nitrites (utilisés comme accepteur final d’électrons)

(Leifson et hugh, 1954).

I.1. Le genre Achromobacter

Le genre Achromobacter (Achromus: sans coloration ; Bacteria: baton) est décrit par
Bergey en 1923 et apparait dans la premicre édition du Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology (Bergey, 1923). Il regroupe alors des « batonnets asporulés non pigmentés sur gélose
ou gélatine, mobiles par cils péritriches ou immobiles, Gram négatifs, vivant dans les eaux et les

sols. »

I1 constitue le deuxiéme genre de la famille des Achromobacteriaceae (le premier étant Alcaligenes)
et il comprend 12 espéces dont la clef repose sur la mobilité, I’attaque de la gélatine, la réduction de

nitrates et 1’action sur le lait.
L’espéce type est Achromobacter liquefaciens.

En France, le genre Achromobacter a la méme définition que celle du Bergey’s Manual et
appartient au genre I de la tribu des Achromobactereae, famille des Pseudomonadaceae (Magrou et
Prévot, 1948).

En 1971, puis 1974, Yabuuchi et Ohyama décrivent les caractéristiques d’un bacille Gram négatif

isolé de pus d’otite et crée 1’espéce Achromobacter xylosoxydans, qu’ils proposent comme espéce

type du genre Achromobacter en 1981. L’uniformité de la morphologie flagellaire, des réactions
biochimiques, de la composition cellulaire en lipides et acides gras, et du coefficient GC pour-cent
de 55 souches isolées chez des patients permet d’établir I’homogénéité de 1’espéce (Yabuuchi,

1974).
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L’absence de souche disponible d’Achromobacter liquefaciens, souche type du genre, rend

impossible la comparaison avec Achromobacter xylosoxidans.

1.3 Evolution des deux genres

Certains auteurs vont tenter de regrouper les especes des deux genres, estimant qu’aucun critére
sérieux ne permet de les différentier.

Ainsi, en 1953 puis 1954, Brisou et Prévot, considérant que les espéces réunies dans le genre
Achromobacter forment un ensemble beaucoup trop hétérogeéne, révisent leur taxonomie,
notamment en incorporant les espéces réunies sous le terme Alcaligenes dans le genre
Achromobacter, et en réduisant les quelque 130 espéces décrites dans la littérature a 51 espeéces et
variétés (Brisou et Prévot, 1953).

P. Thibault, dans un article consacré¢ a Alcaligenes faecalis, trouve tout a fait séduisante la
proposition de Brisou et Prévot de supprimer le genre Alcaligenes et de regrouper dans le genre
Achromobacter ses différentes especes (P. Thibault, 1961).

En 1974, Hendrie et coll. proposent une révision des genres Alcaligenes et Achromobacter. Ils
soulignent les insuffisances dans les descriptions des deux genres, dont les plus récentes datent
respectivement de 1923 et 1957. Les seules différences résident en effet dans 1’origine des isolats :
I’environnement extérieur pour Achromobacter et le tube digestif pour Alcaligenes. L’absence de
fermentation, qui est un critére important de différenciation des espéces du genre Alcaligenes dans
les éditions successives du Bergey’s Manual of determinative Bacteriology, n’a jamais été précisée
pour le genre Achromobacter. D’autre part, s’il existe une souche de référence pour le genre
Alcaligenes, il n’existe pas de culture d’Achromobacter liquefaciens (Hendrie, 1974).

A partir de ces données, et apres 1’¢tude de 270 souches classées antérieurement dans les deux
genres, Hendrie et coll. proposent de regrouper dans le genre Alcaligenes les souches bactériennes
répondant a la définition suivante : bacilles a Gram négatif, mobile par ciliature péritriche, a
métabolisme respiratoire, aérobie stricte, oxydase positive, le GC % allant de 58 a 70 mol %
(Hendrie, 1974).

D’autre part, considérant qu’il n’existe aucun critére sérieux permettant de différencier les deux
genres, les auteurs proposent de considérer le genre Achromobacter comme nomen dubium, et donc
de rejeter ce nom de genre ; le genre Achromobacter disparait de la 8™ édition du Manual of

Determinative Bacteriology (Holding, 1974) et plus d’une centaine d’espéces sont transférées dans

d’autres genres bactériens.
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En 1981, Yabuuchi réintroduit I’espéce Achromobacter xylosoxidans qu’il considére comme
I’espéce type du genre (Yabuuchi and Yano, 1981). Cependant, il demeure absent de la
nomenclature jusqu’a son rattachement au genre Alcaligenes et sa description dans la premiére

édition du Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Kersters, 1984).

Apres différentes études portant sur les espéces marines et dulgaquicoles du genre Alcaligenes,
Kiredjan et Lemelin définissent, en 1981, 4 espéces composant le genre Alcaligenes en se basant sur
des critéres phénotypiques et génotypiques (Kiredjan, 1981) :

& Alcaligenes faecalis (souche type : ATCC 8750), espéce type du genre

& Alcaligenes xylosoxidans (souche type : ATCC 27061)

& Alcaligenes denitrificans (souche type : ATCC 15173), ne différe d’ A. xylosoxidans

que par son absence d’acidification du D-glucose et du D-xylose
& Alcaligenes piechaudii (souche holotype : CIP 6075), nouvelle espéce n’assimilant

aucun hydrate de carbone

En 1986, De Ley et coll. propose une nouvelle famille : Alcaligenaceae, regroupant des cocco-
bacilles a Gram négatif, mobiles par une ciliature péritriche ou non mobile, aérobie strict, certaines
souches pouvant respirer les nitrates ou les nitrites, dont la température optimale de croissance est
comprise entre 30 et 37 °C. Les colonies sont généralement non pigmentées, la plupart des souches
sont catalase et oxydase positive, une réaction alcaline est observée avec le lait, la gélatine n’est pas
hydrolysée, les carbohydrates ne sont généralement pas utilisé€s, a I’exception de quelques souches
utilisant comme source de carbone le D-glucose et/ou le D-xylose. Le genre type est Alcaligenes
Castellani et Chalmers 1919 (De Ley, 1986).

C’est aussi en 1986 que Kiredjian considérant que 1’épithéte « xylosoxidans» a la priorité, rend
illégitime 1’épithéte « denitrificans ». Les deux sous-espéces suivantes sont proposées : Alcaligenes

xylosoxidans subsp. xylosoxidans et Alacaligenes xylosoxidans subsp. denitrificans.

Enfin, en 1998, en se basant sur la séquence de I’ARNr 16S, Yabuuchi réintroduit le genre
Achromobacter, avec les deux sous-espéces, Achromobacter xylosoxidans subsp. Xxylosoxidans
(souche type : ATCC 27061) et Achromobacter xylosoxidans subsp. denitrificans (souche type :
ATCC 15173).
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A, apiosopidans ATCCE2E) (AFS1 1021}
A, rpiosoeidons ALQGES (AF4110749)
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re

Achromobacter et especes associées (Liu, 2002)



Genre Achromobacter
1923
A. liquefaciens

Genre Alcaligenes
1920
A. faecalis

A. xylosoxidans Q ) A. denitrificans

Genre Alcaligenes

1984

Ssubsp. denitrificans subsp. xylosoxidans

Especes authentiques
Alcaligenes faecalis
Alcaligenes denitrificans

Achromobacter
xylosoxidans

Alcaligenes
faecalis

Fig. 2: Evolution schématique de quelques espéces des genres Achromobacter et Alcaligenes
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1. Habitat — Epidémiologie — Pouvoir pathogéne d’Achromobacter xylosoxidans

1.1 Habitat — Epidémiologie

Achromobacter xylosoxidans présente une répartition écologique semblable aux bactéries du
genre Pseudomonas. C’est une bactérie ubiquitaire trés répandue dans la nature (eau, sol). Elle est
aussi présente dans 1’environnement hydrique hospitalier et contamine différents types de matériaux
médico-chirurgicaux comme les humidificateurs, les respirateurs, des solutés variés comme les
savons et les antiseptiques.

C’est une bactérie qui peut coloniser la peau et les muqueuses des cavités naturelles de I’homme et
étre isolée de la flore normale du tractus intestinal ; un portage cutané a été mis en évidence
(Larson, 1981). Elle peut ainsi étre transmise au cours des soins aux patients et &tre a 1’origine
d’infections, chez des sujets dont les défenses immunitaires sont diminuées par une affection sous-
jacente : ce sont des pathogeénes opportunistes. Un portage cutané a été¢ mis en évidence.
De nombreux articles relatent I’isolement de la bactérie dans différentes sources de 1’environnement
hospitalier hydrique :
e ¢équipements respiratoires (humidificateurs, nébulisateurs) (Hugh, 1967 ; Moffret, 1967)
o différents types de solutions : - eau distillée, eau désionisée (Moffret, 1967)
- solutés de perfusion (Grabowitz, 1998)
- antiseptiques (Vu-Thien, 1998 ; Reverdy, 1984 ; Holmes,
1977)

De véritables épidémies ont été décrites au sein de services hospitaliers, liées a la

contamination de matériels médicaux. Le tableau I récapitule les principales épidémies dues a A.

xylosoxidans.
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o Nombre de Prélévements o
Contexte clinique . . Origine de la souche Référence
patients positifs
15 . . Mc Gucking,

Soins intensifs de oL o
aspirations Humidificateurs,

pneumopathie trachéales nébulisateurs Cheron, 1984

s
Service pédiatrique sane. plaics Solution de Vu-Thien,
des Brulés &P chlorhexidine 1998

Tableau | : Epidémies a Achromobacter xylosoxidans dans des services hospitaliers
(/ = non communiqué)
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Achromobacter xylosoxidans est, parmi les bactéries des genres Achromobacter et
Alcaligenes, I’espece la plus fréquemment rencontrée en clinique. L’explication mise en avant est
qu’elle est sélectionnée en raison de sa résistance aux antibiotiques, notamment aux aminosides,
aux quinolones, et a la plupart des B-lactamines. Achromobacter xylosoxidans est, de plus, résistant
aux antiseptiques tels que les ammonium quaternaires et la chlorexhidine (Reverdy, 1984, Shigeta,

1978), largement employés a I’hopital.

II.2  Pouvoir pathogéne

L’augmentation des cas d’immunosuppression, tant pathologiques que thérapeutiques,
favorise la colonisation puis I’infection par Achromobacter xylosoxidans et le nombre croissant de
cas rapportés d’infections et d’isolements cliniques témoigne du role de la bactérie en tant que
pathogeéne opportuniste.

Dans tous les cas rapportés, les infections surviennent dans un terrain clinique particulier (sujet
immunodéprimé ou fragilisé par une maladie sous-jacente).

La souche de référence décrite par Yabuuchi en 1974 est isolée d’écoulement d’oreille chez des
patients atteints d’otites chroniques (Yabuuchi, 1974).

Les infections décrites par la suite sont variées et le plus souvent nosocomiales. On n’observe pas

de spécificité clinique, c’est-a-dire que les signes liés a une infection par A. xylosoxidans ne

different pas de ceux liés aux autres bacilles a Gram négatif.

Les tableaux Ila, IIb, Ilc, IId, répertorient les différentes infections décrites dans la
littérature, en fonction :
- du terrain particulier dans lequel se trouvait le patient,
- état clinique du patient
- des prélevements ou le germe a été retrouve,
- des traitements antibiotiques

- du devenir apres traitement antibiotique
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Terrain - s . Traitement .y
Contexte clinique Clinique Prélevements positifs Devenir du patient Reéferences

Tobramycine +

Cancer métastatique du sein Cellulite franche Collectloq profonde | cotrimoxazole Spear, 1988

gauche Eau de boisson

Décédée

Cancers / sang / Legrand, 1992

Hémopathies malignes bactériémie sang / Hernandez, 1998

Adénocarcinome de la prostate Infection urinaire Urine Cart)c.emcll.hne |gra-Siegman, 1980
Amélioration

Car01n0me métastatique du poumon ‘ Cllndamyglne |gra-Siegman, 1980

et du foie Toux productive Expectorations Gentamycine

Tabac, alcool P Décédée

Cancer hématologique Bactériémic Sang / Martino, 1996

Tumeur solide

Maladie de Hodgking Méningite LCR Mgtr9n}dazole Ferroir, 1991
Imipéneme

Leucémie myéloide chronique / / Décédé Mandell, 1987

Tableau lla: Infectionsa Achromobacter xylosoxidans. (/ = noncommuniqué)
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Terrain
Contexte clinique

Clinique

Prélevements positifs

Traitement

Devenir du patient

Références

Déficit en IgM Toux productive Sang Carbemm}hne :
Valvulotomie mitrale Dyspnées expectoration Kanamycine Dworjack, 1977
YSP P Amélioration
Insuffisance rénale Cotrimoxazole
. e Douleurs abdominales Liquide péritonéal Intrapéritonéal Morisson, 1986
Dialyse péritonéale e .
Amélioration
Insuffisance rénale el e . Pipéracilline +
) Péritonite associée a une dialyse o e -
terminale éritoncale Liquide péritonéal tazocilline Tang, 2001
Dialyse péritonéale p Amélioration
Dialyse péritonéale P(’ar}tom,te associée & une dialyse Liquide péritonéal / El-Shahawy, 1998
péritonéale
Diabete Péritonite associée a une dialyse N e, Carbénicilline Igra-Siegman, 1980
. e s e Liquide péritonéal e
Dialyse péritonéale péritonéale Amélioration
Imipéneme
Maladie car(haquej . Fistule duodéale Sang Tobramyqne Dupon, 1993
Transplantation hépatique Vancomycine
Amélioration

Tableau | Ib : Infections a Achromobacter xylosoxidans (/ = noncommuniqué)
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Terrain

Clinique

Préevements

Traitement

Références

Contexte clinique positifs Devenir du patient
San Ceftazidime
HIV Fievre 8 Amikacine Cieslak, 1993
cathéter g )
Amélioration
Imipénéme
Syndrome d’hyper [gM Nausée, diarrhée, distension abdominale Sang Tobramycine Weitkamp, 2000
Amélioration
Pneumonectomie pour
aspergillose pulmonaire Abces sous cutané / / Mizunoe, 1998
nécrosante 1 an auparavant
Nouveau-né (2 jours) M¢ningite ga(rjllg{ Pipéracilline Bruel, 1997

Traitement local

Igra-Segman, 1980

Diabéte Otite externe bilatérale Ecoulement d’oreille | | , i
(néosporine)
Sang Traitement
Prothése valvulaire Abcés Tractus sinusal Décéde Mandell, 1987
suprasternal

Tableau Ilc: Infections a Achromobacter xylosoxidans. (/ = noncommuniqué)
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Terrain Clinique Prélevements Traitement R&férences
Contexte clinique g positifs Devenir du patient

Ticarcilline + ac. clav.

Porteur de lentilles Kératite Cornée Bactrim Lin, 1998
Amélioration
Imipénéme

Nouveau-né Méningite LCR Cotrimoxazole Pan, 1996
Amélioration

. . LCR (mére avant Ticarcilline + ac. clav .
Nouveau- né (transmission e .
Meéningite accouchement) Gentamycine Hearn, 1990
foeto-maternelle) . - .
LCR (nouveau-né) | Déces du nouveau-né
Nouveau-né Méningite LCR / Ben Salem, 1999

Solution d’éosine

Femme enceinte

Douleurs gorge

gorge

Pas d’antibiothérapie

Igra-Segman, 1980

Amélioration
Blessure au niveau de la Nafcillin
poitrine par coup de feu M¢éningite LCR Cotrimoxazole D’ Amato, 1988
Amélioration
. . Traitement
Tuberculose Respiratoire Pus, sang Décédé Mandell, 1987
Lupus érythémateux Arthrite Sang / San Miguel, 1991

disséminé

Tableau | Id : Infections a Achromobacter xylosoxidans. (/ = noncommuniqué)
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Outre les affections sous-jacentes citées dans le tableau II, la mucoviscidose
constitue depuis quelques années un terrain de prédilection pour la colonisation et les
infections broncho-pulmonaires a A. xylosoxidans. Le premier article faisant référence a un
patient atteint de mucoviscidose date de 1987 (Arroyo, 1987). Ce paragraphe sera

développé ultérieurement dans un chapitre consacré a A. Xylosoxidans et mucoviscidose.
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II.  Caracteres bactériologiques

1. Morphologie

A. xylosoxidans est bacille & Gram négatif (0,5-1 um) ne formant pas de spore ni de
capsule. Des formes filamenteuses peuvent étre observées a partir de cultures agées.
L’examen microscopique d’une culture en milieu liquide montre des bacilles trés mobiles.
La bactérie possede des flagelles de type péritriche (mis en évidence par la coloration de

cils au vert de Malachite).

Fig. 3: A. xylosoxidans. Coloration de Gram. (d’ aprés Gestin, Atlas de bactériologie,
1991)
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Fig. 4a: vue de A. xylosoxidans en microscopie éectronique a balayage (gr oss. x
15 000)
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Fig. 4b : vue de A. xylosoxidans (en division) en microscopie électronique a balayage
(gross. x 35 000)
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2. Caractéres culturaux

A. xylosoxidans se cultive facilement sur milieux usuels, la température optimale
étant comprise entre 30 et 37°C, mais la bactérie pousse a 41°C. La culture n’est abondante
sur gélose ordinaire qu’apres 48 heures d’incubation sous une atmosphére aérobie. Les
colonies sont de petite taille et non pigmentées. Sur milieu cepacia, les colonies sont
violettes, proche de celles de Burkholderia cepacia. Sous agitation, la culture en milieu
liquide (BCC, MH) est abondante en 24 heures. En absence d’agitation un voile est
observé en surface (zone d’aérobiose).

Saiman et coll. utilisent, pour confirmer 1’identification de 106 souches d’ A. xylosoxidans,
un milieu sélectif nommé oxydative-fermentative polymixin B-bacitracin-lactose

(OFPBL), qu’ils incubent a 35°C pendant 18 a 24 heures (Saiman, 2001).
3. Identification

L’identification du germe en routine s’effectue a partir de I’aspect de la colonie, la
bactérie a la coloration de Gram, les caracteres biochimiques et le phénotype de résistance
aux antibiotiques (voir chapitre « sensibilité et résistance aux antibiotiques »).
Achromobacter xylosoxidans est une bactérie oxydase positive, catalase positive, les autres
caracteéres biochimiques étant généralement étudiés a partir de galerie API 20 NE, ou ID 32

GN.

M¢étabolisme respiratoire : Le bacille est aérobie strict. A. Xylosoxidans posséde une nitrite

et une nitrate réductase, ce qui lui permet de respirer en anaérobiose.

Métabolisme azoté : A. xylosoxidans se caractérise par un ensemble de caractéres négatifs,

notamment 1’absence d’activité protéolytique (gélatine, caséine), de phénylalanine

désaminase, de tryptophane désaminase, d’arginine dihydrolase, de production d’H,S.

Métabolisme des sucres : A. xylosoxidans est un germe non fermentaire, mais capable

d’acidifier quelques sucres tels que le D-glucose, le D-xylose, le galactose et le mannose.
En revanche, ce pouvoir est nul vis-a-vis du lactose, du saccharose, du fructose, du

maltose, du mannitol ou de 1’arabinose.
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4. Diagnostic différentiel avec les autres bacilles & Gram négatif oxydase positive

Un des premiers caracteéres discriminants vis-a-vis des autres bacilles a Gram
négative oxydase positive est 1’acidification du glucose. Cette derniére permet d’exclure
certaines espéces comme Pseudomonas pseudomallel, Bordetella bronchiseptica et toutes
les especes du genre Alcaligenes, qui n’acidifient pas le glucose.

La mobilité permet d’exclure le genre Flavobactrium, et d’autres caractéres biochimiques
comme I’ADH (arginine deshydrogénase), la LDC (leucine décarboxylase), la

pigmentation, permettent de poser le diagnostic de I’espéce A. xylosoxidans.

Le tableau III répertorie les différentes espéces voisines d’A. xylosoxidans ainsi que les

caracteres permettant de les différencier.
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Oxydase | glucose | xylose | urée | H,S | TDA | mobilite | Croissancea | Autres caracteres
41°C biochimiques
Acromobacter + + + ; , - + + ADH -
xylosoxidans LDC -
Pseudomonas aeruginosa + + + - - - + + ADH +
Burkholderia cepacia i - - - - - u + LDC +
Stenotro_p_homonas + - - + - - + - LDC +
maltophilia
Schewanella + + / - + - + - QD
pigmentation

Comamonas + * / - - - + - ADH -
Pandoraea sp. + / / + - + + - ADH -
Ochrobacterium anthropi + / / + - + + - ADH -
Flavobacterium sp. + \4 / \4 - - - - ADH -
Pseudomongs + - - - - - + - ADH -
pseudomalei

. . ADH —

+ = = + = = + -
Bordetella bronchiseptica TDA +
Alcaligenes faecalis + - - - - - + - ADH -
Tableau |11 : Diagnostic différentiel entre A. xylosoxidans et des especes voisines.

ADH = arginine déshydrogénase ; LDC = leucine décarboxylase ; TDA = tryptophane désaminase ; ODC = ornithine décar bolylase
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IV. Sensibilité et résistance aux antibiotiques

IV.1 Résistances naturelles

A. xylosoxidans est naturellement résistant a de nombreux antibiotiques : les
aminosides, les fluoroquinolones de 1 génération, le chloramphénicol, la rifampicine, la
fosfomycine, les tétracyclines, et a de nombreuses B-lactamines, notamment 1’amoxicilline,
les céphalosporines de 1
I’aztréonam. (Fass, 1996 ; Bizet, 1993 ; Rolston, 1990 ; Mensah, 1989 ; Glupczynski,

1987).

et de deuxiéme génération, le céfotaxime, la ceftriaxone,

Les souches sont sensibles aux pénicillines a large spectre: carboxypénicillines
(ticarcilline) et uréidopénicillines (pipéracilline), a I’imipénéme, au latamoxef, et au
cotrimoxazole (Mensah, 1989 ; Glupczynski, 1987 ; Rolston, 1990). Vis-a-vis de la
ceftazidime, les souches sont sensibles avec des CMI s’échelonnant de 2 a 4 mg/1. De plus,
I’acide clavulanique et le tazobactam potentialisent 1’activité des pénicillines (Mensah,

1990).

IV.2 Résistances aux béta-lactamines

La résistance aux P-lactamines chez A. xylosoxidans est liée a la production de
céphalosporinase de fagon constitutive. En 1982 et 1983, Levesque et coll. décrivent trois
céphalosporinases constitutives, deux d’origine chromosomiques (PI de 7,4 et 9,3) et une
d’origine plasmidique (pl de 8,1). Elles ne sont inhibées ni par 1’acide clavulanique, ni par

la cloxacilline (Levesque, 1982 ; Levesque, 1983).

En 1985, Fujii caractérise une pénicillinase chromosomique chez 11 souches d’A.
denitrificans subsp. xylosoxydans isolées de matériel, (Fujii, 1985) :
e de bas poids moléculaire (18 kd) comparé aux autres pénicillinases (20,6 a 46
kd),
e de point isoélectrique ¢élevé (9,8) comparé a ceux des pénicillinases
plasmidiques,

¢ inhibée par I’acide clavulanique,
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e de faible affinit¢ pour le sulbactam, I’'imipénéme, les céphalosporines 7o.-

méthoxylées ou céphamycines (céfoxitine, céfotétan, latamoxef)

L’¢tude de 41 souches en 1989 et de 56 souches en 1990 a permis a Philippon et Mensah
de décrire deux phénotypes (Mensah, 1989 ; Mensah, 1990) :

a) un phénotype céphalosporinase, sensible aux pénicillines a large spectre :

- Tres résistant au céfuroxime et a la céfoxitine.

- Trées sensible aux pénicillines a large spectre (ticarcilline, pipéracilline)

- Synergie entre ac. clav. et pénicillines amoxicilline et ticacilline), tazobactam et
pipéracilline, ac. clav. et céftazidime.

- Sensible a la ceftazidime, le moxalactam, I’imipénéme.
La haute sensibilit¢ aux pénicillines, la résistance plus élevée au céfuroxime qu’au
céfotaxime, la synergie entre I’amoxicilline et 1’acide clavulanique, et enfin I’inhibition de
la B-lactamase par la cloxacilline suggére que cette céphalosporinase chromosomique est
particuliére et caractéristique du genre.
Cette enzyme pourrait se rapprocher de la céphalosporinase constitutive chromosomique

isolé par 1’équipe de Levesque (Levesque, 1982 ; Levesque, 1983).

b) Un phénotype résistant aux pénicillines

L’¢étude de souches présentant un phénotype résistant aux pénicillines a permis

d’individualiser deux pénicillinases (Philippon, 1990):

e Une enzyme hydrolysant I’oxacilline ou OXA

- Hydrolyse importante de 1’oxacilline
- Inhibée par les ions chlorures Cl- et I’imipénéme.
-P1=7,5-7,7
- les souches sécrétant cette enzyme :
- sont résistantes a la ceftazidime.
- sont moins résistantes aux pénicillines que les souches présentant

la pénicillinase type CARB.
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- présentent une synergie entre 1’ac.clav. et la ticarcilline, la

ceftazidime, entre le tazobactam et la pipéracilline.

o Une enzyme hydolysant la carbénicilline ou CARB

- inhibée par 1’acide clavulanique, mais non par les ions chlorures Cl- ni par I’imipénéme.
-PI=5,7
- présente une hydrolyse élevée de la ticarcilline.
- les souches sécrétant cette enzyme :

- sont hautement résistantes aux pénicillines.

- peuvent présenter une synergie entre 1’ac.clav. et la ticarcilline,
entre le tazobactam et la pipéracilline.

- ne présentent pas de synergie entre I’acide clav. et la ceftazidime.

Exceptés les P-lactamases, les mécanismes de résistance naturelle n’ont pas été
étudiés chez A. xylososxidans, mais on peut supposer qu’interviennent des mécanismes
similaires a ceux rencontrés chez Pseudomonas aeruginosa: imperméabilité, systéme

d’efflux ...
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B. ACHROMOBACTER XYLOSOXIDANS

ET

MUCOVISCIDOSE

I Introduction

La maladie est individualisée et baptisée « Cystic Fibrosis of the Pancreas » en 1938.

La mucoviscidose (ou cystic fibrosis, CF) est la maladie héréditaire 1étale la plus fréquente
dans les populations européennes et nord-américaines. Elle concerne environ une naissance
sur 2500. Cette affection, transmise sur le mode autosomique récessif, pour laquelle aucun
traitement spécifique n’est aujourd’hui disponible, a une évolution lente mais fatale,
consécutive principalement a 1’atteinte pulmonaire. La maladie qui touche différents

organes, est liée a un dysfonctionnement ubiquitaire des transferts de chlorures épithéliaux.

Le gene responsable de la maladie a été identifié¢ en 1989 sur le bras long du chromosome
7. 11 code pour une glycoprotéine membranaire, CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator). Pour 70% des chromosomes mutés, 1’anomalie consiste en une
délétion de la phénylalanine en position 508 (AF508).

Plus de 900 mutations ont été décrites (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr) regroupées en

4 classes selon le type d’altération de la protéine.

3343 cas de malades atteints de mucoviscidose ont été recensés en France en 1’an 2000 par

« Vaincre la mucoviscidose » et plus de 30000 patients sont suivis aux Etats-Unis.

La médiane de survie de ces patients est passée de 14 en 1969 (premier rapport sur la
mortalité des patients atteints de mucoviscidose) a 31 ans en 2000. Les raisons d’un tel
progrés sont multiples : diagnostic plus précoce, meilleur contrdéle de 1’infection
bronchique, amélioration du statut nutritionnel, suivi plus étroit des patients, accréditation
de centre de soins spécifiques, enseignement aupres des praticiens, recherche intensive. La

figure 5 représente 1’évolution des médianes de survie de 1940 a 1999.
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Médiane de survie

Ciprofloxacine
Imipéneme
Aztréonam

Ceftazidime
Ticar.+ac.clav
Pipéraciline

Méropéneme

Ticarcilline
Tobramycine

Carbéniciline [

médiane de survie (années

1940 1950 1960 1970 1980 1990 1995 1999

années

Fig. 5: Médianes de survie des patients atteints de mucoviscidose de 1940 a 1999. L es données proviennent du US CF Foundation
National Patient registry. Ont été ajoutés les années approximatives d’ apparition des antibiotiques introduits dans les soins des patients
mucoviscidosiques (Rajan, 2002).
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II. Aspects microbiologiques de la mucoviscidose

II.1 Généralités

L’augmentation de la viscosit¢ des sécrétions bronchiques diminue la clairance
mucociliaire et favorise la stagnation des microorganismes. Un article publié¢ dans Cell par
I’équipe de Smith explique comment ’activité bactéricide de 1’épithélium pulmonaire
nécessite une concentration faible de NaCl, et donc comment le poumon du
mucoviscidosique est peu apte a se défendre contre 1’invasion par des germes (Smith,
1996).

L’¢évolution de la maladie est alors rythmée par des surinfections bronchiques
successives. Certains patients vont rester peu symptomatiques pendant I’enfance, d’autres
vont développer une atteinte grave avec insuffisance respiratoire avant 1’age adulte. La
sévérité de ces surinfections dépend surtout du microorganisme en cause. D’une manicre
générale, elles sont initialement associées a des germes commensaux comme Haemophilus
influenzae, puis Saphylococcus aureus, mais c¢’est ’infection a Pseudomonas aeruginosa
qui est en grande partie responsable de la dégradation pulmonaire. Cette dernicre est elle-
méme potentialisée par la présence d’autres bactéries telles que Burkholderia cepacia,
Achromobacter xylosoxidans ou Stenotrophomonas maltophilia. Ces surinfections
bronchiques répétées conditionnent le pronostic de la maladie. Elles vont engendrer
progressivement 1’obstruction des petites voies aériennes puis la dilatation des bronches et
finalement I’apparition d’une insuffisance respiratoire chronique. On estime actuellement

qu’elles sont responsables de 90 % des déces des patients.

1.2 Germes impliqués dans les infections broncho-pulmonaires chez les patients

atteints de mucoviscidose
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- I nfections a Haemophilus influenzae

Toutes les souches typables ou non d’Haemophilus influenzae, sont des bactéries
commensales des voies aériennes supérieures. Ces bactéries sont fréquemment retrouvées
chez les jeunes enfants, et semblent disparaitre a un stade tardif de la maladie lorsque les
voies pulmonaires sont colonisées par Pseudomonas aeruginosa. Le pouvoir pathogéne
d’Haemophilus influenzae repose essentiellement sur ses propriétés d’adhérence aux
cellules de I’arbre respiratoire ainsi que sur son activit¢ protéasique vis-a-vis des

immunoglobulines A.

- Infections a Staphylococcus aureus

C’est souvent le premier germe pathogéne retrouvé au niveau des expectorations
bronchiques, et il fut considéré jusqu’en 1950, c'est-a-dire avant I’isolement des premieres
souches de Pseudomonas aeruginosa, comme le principal agent infectieux responsable de
mortalité. Il est capable de synthétiser de nombreux facteurs de virulence. Le traitement
systématique de I’infection a S aureus pose encore de nombreuses questions, car s’il
permet d’éradiquer le germe, on manque de données pour affirmer son rdle bénéfique sur
les fonctions respiratoires et 1’état clinique du patient. A partir de 18-20 ans, la présence de
ce germe non associé a P. aeruginosa, est méme considérée comme étant d’un trés bon
pronostic dans 1’évolution de la maladie (Huang, 1987). Par ailleurs, le traitement
systématique de I’infection a S. aureus favoriserait la colonisation a P. aeruginosa. Une
é¢tude européenne a appréhendé ce risque en suivant pendant 3 ans 639 patients
mucoviscidosiques (Ratjen, 2001).

Les souches retrouvées sont le plus souvent sensibles aux antibiotiques.
9,2 % des patients atteints de mucoviscidose sont colonisés par un SARM (Observatoire
National de la Mucoviscidose ; Institut national des études démographiques : bilan 1999),

probablement acquis a I’hopital.

- Infections a Pseudomonas aeruginosa

Le premier isolement ou primo-infection a P. aeruginosa intervient en moyenne

entre 1’age de 8 et 10 ans, parfois des les premiers mois de vie. 15 a 20 % des enfants de
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moins de 2 ans seraient colonisés et cette fréquence augmente avec 1’age. On estime que 80
a 90 % des patients en phase terminale sont contaminés par le germe (Observatoire
National de la mucoviscidose). Les raisons de la prévalence élevée du portage de cette
bactérie ne sont pas claires. Il n’existe pas de corrélation entre les résultats des
prélévements bactériologiques de 1I’expectoration et 1’évolution clinique : certains patients
colonisés demeurent longtemps asymptomatiques, d’autres présentent une détérioration
progressive des fonctions respiratoires, dont 1’intensité est elle-méme trés variable d’un
sujet a l’autre. Les surinfections bronchiques se différencient du schéma classique
d’infection a P. aeruginosa. De nombreux facteurs, que 1’on ne détaillera pas ici, sont
susceptibles d’expliquer les relations singuliéres entre P. aeruginosa et le patient atteint de
mucoviscidose. Parmi ceux-ci, on citera les facteurs liés a I’hote (protéine CFTR, mucines,
peptides antibactériens) et les facteurs liés au germe (pili, flagelles, protéine de la
membrane externe, exoenzymes, alginate).

Les avis sont partagés parmi les cliniciens sur la nécessité de traiter systématiquement de
fagon agressive les primocolonisations a P. aeruginosa. Pour Hoiby, le traitement des
primocolonisations est facile et nécessaire, car la bactéricidie des bactéries planctoniques
est plus aisée a obtenir que celle des bactéries englobées dans un biofilm, et les
phénomenes inflammatoires qui font suite a la colonisation et a I’infection rendent difficile
I’éradication bactérienne. Il appuie son argumentation sur une étude randomisée menée par
sa propre équipe, publiée en 1991 dans le Lancet, montrant que le passage a I’infection
chronique par le germe est significativement plus faible (14 % contre 58 %) chez les
patients traités par 1’association ciprofloxacine-colistine (Valerius, 1991). Pour Burns,
I’utilisation d’antibiotique en prophylaxie a pour principal écueil la sélection de souches
résistantes. Dans une étude menée par sa propre équipe, 1’utilisation de la tobramycine
inhalée a entrainé, par rapport au placebo, une diminution de 1 a 2 log du nombre de
colonies bactériennes, mais aussi une multiplication par quatre des CMI vis-a-vis de

I’antibiotique (Burns, 1999).

Depuis la derniére décennie, I’émergence de pathogeénes inhabituels, pour la plupart
multirésistants, a profondément compliqué la prise en charge thérapeutique dans la
mucoviscidose : Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia, et Achromobacter
xylosoxidans sont de plus en plus fréquemment isolés dans le tractus respiratoire des

patients mucoviscidosiques avec une prévalence estimée dans la littérature entre 1 et 10 %
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(United States CF Foundation, Annual Data Report, 1998), probablement sous-estimée en

raison de difficultés d’isolement et d’identification de ces germes (fig.6).

- Infections a bactéries du complexe « cepacia »

Depuis les années 1980, on observe une incidence croissante des colonisations
bronchiques a Burkholderia cepacia « sensu lato », chez le patient mucoviscidosique. Ce
sont des agents pathogénes majeurs dans la mucoviscidose. La sévérité des infections dues
a ces bactéries reste variable, allant du simple portage chronique a une pneumonie
nécrosante associée a une bactériémie appelé « syndrome cepacia », entrainant le décés en
quelques semaines ou quelques mois.

9 génomovars ont été décrits, formant le « complexe cepacia » (Tableau V). Les bactéries
du génomovar III ont le plus fort pouvoir de transmission et sont retrouvés le plus

fréquemment chez les patients muviscidosiques.

Génomovars de B. cepacia Especes identifiees
Génomovar | B. cepacia « sensu stricto »
Geénomovar I B. multivorans
Génomovar Il (groupe A, B) En cours de dénomination
Génomovar IV B. stabilis
Génomovar V B. vietnamiensis
Génomovar VI En cours de dénomination
Génomovar VII B. ambifaria
Génomovar VIII B. anthina
Génomovar I1X B. pyrrocinia

Tableau 1V : Nomenclatur e actuelle des différ entes espéeces du « complexe cepacia »
(Husson, 2002)

- Infections a Stenotrophomonas maltophilia et Achromobacter xylosoxidans
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S maltophilia et A. xylosoxidans peuvent coloniser pendant plusieurs mois, voire
plusieurs années, les voies respiratoires des patients atteints de mucoviscidose. Cette
colonisation serait associée a une dégradation progressive des fonctions respiratoires. Elle
reste cependant moins redoutée que la colonisation a B. cepacia, car aucune évolution
fatale ne leur est imputée. Leur présence dans les expectorations des patients atteints de
mucoviscidose s’explique essentiellement par leur résistance a de nombreux antibiotiques,
en particulier aux aminosides (A. xylosoxidans, S. maltophilia) et a 1’imipénéme (S
maltophilia). La multiplication des cures intraveineuses d’antibiotiques ou encore
I’utilisation d’aérosols d’aminosides favoriseraient la prévalence de ces deux especes

bactériennes chez ces patients (Mooney, 2001 ; Denton, 1996).
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Fig. 6 : Prévalence des bactériesinhabituelles retrouvées chez les patients mucoviscidosiques en fonction de |’ age (Beringer, 2000)
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- Autres germes

D’autres bactéries peuvent é&tre retrouvées dans les prélévements broncho-
pulmonaires. Ainsi dans 1’étude de Burns en 1998, concernant 595 patients issus de 69
centres, 11,8 % des prélévements sont positifs a entérobactéries (essenticllement Serratia
marcescens, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii), 3,4 % a

Sreptococcus pneumoniae (Burns, 1998).

II.3  Achromobacter xylosoxidans

Bien qu’ A. xylosoxidans soit un germe qui ne reste que peu isolé en routine, il est
retrouvé de plus en plus fréquemment dans les cultures de crachats de patients atteints de
mucoviscidose (Moissenet, 1997 ; Vu-Thien, 1996).

Le registre de la fondation de la mucoviscidose des Etats-Unis (The United States Cystic
Fibrosis Registry) ne documente aucune culture positive parmi les 11 275 crachats étudiés en
1989, alors qu’en 1996, 1,9 %, en 1997, 2,7 %, et en 1999, 3,8% (701 sur 18 471) des
cultures sont positives.

Aucune donnée officielle ne nous renseigne sur la prévalence en France. A Nantes, 6 % des
adultes atteints de mucoviscidose sont colonisés par A. Xylosoxidans.

Le tableau VI représente les différentes études concernant A. Xylosoxidans chez les patients

atteints de mucoviscidose.

Aucune étude cherchant a identifier la ou les sources d’ A. xylosoxidans chez les
patients atteints de mucoviscidose n’a été publiée. On sait cependant que A. Xylosoxidans peut
coloniser les nébulisateurs et équipements respiratoires (Cheron, 1994 ; Moffret, 1967), qu’il
peut se transmettre de personne a personne (Vu-Thien, 1998), bien que ce ne soit pas la
principale cause de transmission (Moissenet, 1997 ; Peltroche-Llacsahanga, 1998), et qu’il

est retrouvé peu fréquemment dans les domiciles des patients (Mortensen, 1995)
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Références Nombre de Nombre de patients
patients étudiés | colonisés par AXX
(atteints de (% par rapport au
mucoviscidose) nombretotal de
patients)
Dunne, 1995 / 16
Vu-.Thien, 1996 120 8(6,6 %)
Moissonet, 1997
Burns, 1998 595 52 (8.7 %)
Burns, 1999
Krzewinski, 2001 520 92 (17,7 %)
Saiman, 2001 69
Tan, 2002 557 13 (2,3%)
Saiman, 2002 / /

Tableau V : Sériesde patients atteints de mucoviscidose publiées dans|a littérature.
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L’utilisation intensive d’antibiotiques augmente la probabilit¢ de colonisation et
d’infection par les germes opportunistes et naturellement résistants aux antibiotiques, tels que
Senotrophomonas maltophilia, Burkholoderia cepacia et Achromobacter xylosoxidans, ce
qui motive I’argument selon laquelle les traitements antibiotiques doivent &tre instaurés le

plus tard possible.

Une ¢étude publiée en 2000, évaluant le pouvoir pro-inflammatoire du LPS
(lipopolysaccharide) de 9 bacilles a Gram négatif qui colonisent de facon croissante les
patients mucoviscidosiques (A. Xylosoxidans, Burkholderia cepacia, Senotrophomonas
maltophilia, 5 espéces de Ralstonia, Bordetella hinzi), aboutit a la conclusion, qu’excepté
Senotrophomonas maltophilia, toutes les espéces étudiées possédent un pouvoir
proinflammatoire suffisant pour représenter une menace pour les patients atteints de
mucoviscidose (Hutchison, 2000). I1 est pourtant difficile a I’heure actuelle d’apprécier le role
d’ Achromobacter xylosoxidans dans 1’exacerbation des symptomes chez ces patients. Trois
¢tudes suggerent que 1’accroissement des signes pulmonaires est associ¢ au germe (Pan,
2000 ; Moissenet, 1997, Dunne, 1995), cependant une partie des patients compris dans ces
études étaient colonisés avec Pseudomonas aeruginosa. Une étude récente portant sur 11
patients colonisés par A. xylosoxidans parmi 557 atteints de mucoviscidose, conclut qu’une
infection chronique par le germe ne cause pas de détérioration clinique, mais doit étre

interprétée avec précaution (Tan, 2002).

1.4  Traitements

Durant les 10 derni¢res années, 1’émergence de tels pathogénes multirésistants a
compliqué la prise en charge thérapeutique de patients mucoviscidosiques. A I’heure actuelle,
aucun consensus n’a permis d’officialiser un ou des régimes thérapeutiques. Des études in

Vvitro et in vivo ont néanmoins vu le jour récemment.

1. FEtudes in vitro

Dunne et coll, en 1995, effectuent une étude épidémiologique sur 16 patients
mucoviscidosiques colonisés par A. xylosoxidans. Plus de 85% des souches sont sensibles aux

pénicillines a large spectre, a la ceftazidime et au cotrimoxazole ; 75 % sont sensibles a
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I’imipéneme ; 50% sont sensibles a la ciprofloxacine ; 2 souches sont sensibles a 1’amikacine,
a la gentamycine et a la tobramycine. Enfin, une souche est résistante a tous les antibiotiques

testés (Dunne, 1995).

Deux publications de Saiman et coll. en 2001 et 2002, étudient des associations
d’antibiotiques sur AXX :
& Etude de 2001 :

Sur 106 souches isolées de 78 patients, 12 antibiotiques et 8 associations sont testés,
dont les plus actives sont chloramphénicol-minocycline, ciprofloxacine-imipénéme et

ciprofloxacine-méropénéme (Saiman, 2001)

& FEtude de 2002 :

L’azithromycine et la clarithromycine sont testés en association avec d’autres
antibiotiques (tobramycine, ciprofloxacine, trovafloxacine, ticarcilline-acide clavulanique,
ceftazidime, méropénéme, doxycycline, cotrimoxazole), sur 300 espéces multi-résistantes aux
antibiotiques (AXX, Pseudomonas aeruginosa, SM, BC). L’équipe montre une addition et
une modeste synergie envers Pseudomonas aeruginosa, mais pas envers AXX (Saiman, 2002)
L’utilisation des macrolides dans le traitement de patients mucoviscidosiques est prometteur
et s’explique par sa capacité d’inhiber les facteurs de virulence de PA et ses propriétés anti-

inflammatoires (Jaffe, 1998 ; Labro, 1998).
Ces ¢études n’ont pas permis de différencier au sein de la population étudiée, les deux
phénotypes « sensible » et « résistant » mis en évidence par Mensah, Decré et Philippon

(Decré, 1995 ; Decré, 1992 ; Mensah, 1990 ; Philippon, 1990).

2. FEtude in vivo

Les traitements de patients non mucoviscidosiques atteints d une infection a AXX sont
trés variés (cf tableaux 2a-2e). Ils consistent généralement en une pénicilline a large spectre
(carbénicilline, ticarcilline, pipéracilline), une céphalosporine (ceftazidime), le cotrimoxazole
(Bactrim) ou I’imipénéme, associés ou non a un aminoside (gentamycine, kanamycine,

tobramycine).
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Rares sont les études qui discutent des traitements pour éradiquer A. Xxylosoxidans. La
discussion est d’autant plus ardue qu’ A. xylosoxidans est rarement seul en cause dans les
infections broncho-pulmonaires : les traitements sont destinés a éradiquer plusieurs germes.

Ainsi dans son étude concernant 120 enfants, Moissenet se limite a citer I’ensemble des
antibiotiques utilisés pour éradiquer AXX (co-infectée avec Pseudomonas aeruginosa, SM,
BC) : Antibiotiques parentéraux (ticarcilline, pipéracilline, ceftazidime ou imipénéme) ou

oraux (cotirmoxazole ou ciprofloxacine), et aérosols de colistine (Moissenet, 1997).

Les deux principaux écueils d’une antibiothérapie a long terme par voie parentérale ou
par voie inhalée sont d’une part I’induction de résistance aux antibiotiques utilisés comme on
peut le constater chez Pseudomonas aeruginosa, et d’autre part, la sélection de germes
naturellement résistants comme A. Xylosoxidans. Burns et al. étudient chez 520 patients
atteints de mucoviscidose 1’effet de I’administration intermittente de tobramycine sur la flore
bronchique : ils n’observent pas d’augmentation de colonisation par AXX, SM ou BC, mais

une résistance accrue de Pseudomonas aeruginosa a la tobramycine (Burns, 1999).
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A. xylosoxidans est un germe multi résistant aux antibiotiques est connue comme le
montrent les observations cliniques de la littérature. Cependant, peu d’études portent sur la
sensibilité aux antibiotiques de souches d’Achromobacter xylosoxidans isolés de patients
atteints de mucoviscidose (Saiman, 2001 ; Saiman, 2002 ; Burns, 1995).

Aussi, le premier objectif de cette étude est de préciser la sensibilité a différentes classes
d’antibiotiques de 16 souches d’Achromobacter xylosoxidans isolées de patients

mucoviscidosiques a Nantes entre 1998 et 2001.

Par la suite, une étude plus approfondie du comportement de ces souches vis-a-vis des béta-
lactamines permettra une caractérisation les béta-lactamases. Les données de la littérature, en
effet, ont li¢ initialement la résistance d’A. xylosoxidans aux béta-lactamines a la production
de 3 types de céphalosporinases (Levesgue, 1982 ; Levesque, 1983). Des pénicillinases ont
ensuite été décrites (Fujii, 1985 ; Philippon, 1990).

Une association d’antibiotiques semble étre indispensable pour le traitement du germe. Une
pénicillinase inhibée par I’'imipénéme ayant été décrite (Philippon, 1990) et une synergie entre
la pipéracilline et I’imipénéme observée chez certaines de nos souches, nous ont conduit a

comparer 1’association pipéracilline-imipénéme a d’autres associations.
Pour certains malades, enfin, nous avons isolé des souches d’A. xylosoxidans présentant des

antibiotypies différentes. Nous avons mis en ceuvre une ¢étude génomique sur les 2

antibiotypes d’un méme patient afin de savoir s’il s’agissait d’une méme souche.
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Matériel et méthodes

4. Origine des souches

5. FEtudes invitro

5.1
5.2
53
54
5.5

Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé
CMI en milieu gélosé

Etudes d’associations

Electrophorese en isofocalisation

Electrophorese en champ pulsé

6. Etudes in vivo
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1. Origine des souches

16 souches isolées de prélévements cliniques divers chez 11 patients atteints de
mucoviscidose entre 1998 et 2001 a I’hopital Laénnec de Nantes, et une souche de référence
ATCC 27061 ont été retenues pour cette étude (tableau VII).

On a ¢étudié sur chacun des 4 patients RB, LC, JMT et MF, 2 souches isolées de 1 a 4 mois

d’intervalle.

L’identification des souches a été effectuée par 1’étude des caractéres morphologiques,
culturaux et biochimiques, utilisant la galerie API 20 NE. L’attaque du glucose et du xylose

ont été recherchées en milieu de Hugh et Leifson, et I’absence de LDC par un disque Eurobio.

2. Etudesin vitro
2.1 Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé
- Principe :

Cette technique utilisée en routine permet d’apprécier I’activité bactériostatique d’un
antibiotique sur une souche bactérienne. Son principe est bas¢ sur I’utilisation de disques
imprégnés d’antibiotique, a partir desquels diffuse [’antibiotique selon un gradient
logarithmique de concentration décroissante vers la périphérie. Le diametre est reli¢ a la CMI
par une relation du type : diamétre = f (log CMI).

- Protocole:

Pour cette étude nous avons utilisé le panel de 17 antibiotiques sous forme de disque
(Biorad®) :

Béta-lactamines (ticarcilline, ticarcilline + acide clavulanique, pipéracilline, pipéracilline +
tazobactam, céfuroxime, céfotaxime, ceftazidime, céfépime, imipénéme, aztréonam,
témocilline, latamoxef), aminosides (amikacine, tobramycine), ciprofloxacine, colistine,
cotrimoxazole.

Le milieu utilisé est celui de Miiller Hinton (milieu MH). Ce milieu est ensemencé par
inondation avec une suspension bactérienne a 10° CFU/ml. Les disques sont déposés a la

surface de la gélose, et I’ensemble est incubé 24 heures a 37°C.
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Les diametres des zones d’inhibition sont mesurés et interprétés en « sensible »,

« intermédiaire » et « résistant », selon les recommandations du CASFM (comité de la société

francaise de microbiologie).

Patients Annéede | Numérode Date Naturedu
naissance la souche d’isolement prélevement
(mois/année)
! 04700 Pronchicus
RB 1977 ASDI t.q
5 05 / 00 . spiration
ronchique
4 10700 Pronchicus
LC 1975 a
6 05700 Crachat
7 04 /00 Crachat
JMT 1982
8 08 /00 Hémoculture
B
MF 1973 Aspirati
10 08 /01 Spiration
bronchique
IC 1922 11 01798 Crachat
JMC 1966 12 12 /7 98 Crachat
FL 1984 14 10/ 01 Crachat
DR 1980 15 10/ 01 Crachat
RD 1941 16 07701 Aspiration
bronchique
LK 1981 18 14 /701 Crachat
HT 1983 19 04 /01 Crachat
MN 1979 20 04 /98 Aspiration
bronchique
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Tableau VI : Listedes patientsintégrésdans|’ éude. *IC est un patient présentant une
dilatation des bronches et pour qui une forme modérée de mucoviscidose a été suspectée.

D’autre part, pour les souches sensibles, un disque de céfoxitine est dépos€¢ a 3 cm
d’un disque de pipéracilline.
Enfin, le double test de synergie est aussi réalis¢ en disposant en croix 2 2 cm et a 3 cm du
disque d’Augmentin®, celui de la ticarcilline, de la pipéracilline, de la ceftazidime, du

céfotaxime et de I’aztréonam.

2.2 CMI en milieu gélosé
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- Principe :

Le comité francais de la société francaise de microbiologie (CASFM) définit la
concentration minimale inhibitrice (CMI) comme la plus faible concentration d’une gamme
de dilution d’antibiotique selon une progression géométrie de raison deux, qui entraine une
inhibition de toute croissance bactérienne visible.

Elle reste la méthode de référence (Courvalin, 1985).
L’antibiotique est incorporé dans un milieu gélosé a des concentrations décroissantes. Ces
boites sont ensuite ensemencées par les souches bactériennes étudiées. La CMI correspond a

la derniére dilution permettant une croissance bactérienne.

- Protocole :
Les CMI de 7 béta-lactamines (ticarcilline + acide clavulanique, pipéracilline (Dakota®
Pharm) + tazobactam, ceftazidime, imipénéme (MSD), méropénéme) ont ét€¢ mesurées vis-a-
vis des 16 isolats et de la souche ATCC 27061.
Les antibiotiques et inhibiteurs (acide clavulanique et tazobactam) sont utilisés sous forme de
poudre titrée.
La gamme de dilution de chaque antibiotique s’échelonne de 0,125 mg/l a 256 mg/I suivant
une progression géométrique de raison 2.
L’ensemencement s’effectue a 1’aide d’un appareil de Steers qui délivre 1 pul d’une suspension
10" CFU/ml. La lecture est réalisée aprés incubation & 37°C pendant 24 heures.
Les inhibiteurs de B-lactamases sont incorporés dans le milieu de fagon a obtenir une

concentration finale de 2 mg/l pour I’acide clavulanique et 4 mg/1 pour le tazobactam.

2.3 Etudes des associations

2.3.1 Méthodes en milieu gélosé

Les études d’association ont été effectuées sur toutes les souches résistantes a

I’amoxicilline et a la ticarcilline.

- Méthode des disques
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Les interactions pipéracilline - imipénéme et pipéracilline - méropénéme ont été
recherchées par la méthode des disques. deux disques de pipéracilline et de carbapénéme
(imipéneme ou méropéneme) ont été disposés sur une gélose MH a une distance minimale de

2 cm ’un de ’autre.

- Méthode des bandelettes

Nous avons ¢étudié les interactions pipéracilline-imipénéme, pipéracilline-
ciprofloxacine et pipéracilline-amikacine a 1’aide de disques imprégnés d’antibiotiques
disposés en angle droit sur la gélose.

La lecture des interactions a été effectuées aprés 24 heures d’incubation a 37°C.

2.4 Vitesses de bactéricidie

Principe :

Les vitesses de bactéricidie permettent d’apprécier 1’impact bactéricide d’un
antibiotique sur un germe in Vvitro, ainsi que la vitesse a laquelle il agit.
Les vitesses de bactéricidie ont été réalisées par la technique de bactéricidie en milieu liquide

Mueller Hinton (Drugeon, 1990).

Protocole :
4 souches parmi les celles de phénotype résistant : 10, 11, 18, 20 ont été sélectionnées

pour cette étude.

Les antibiotiques testés ont été¢ choisis en fonction de leur activité sur ces souches et des
associations préconisées dans la littérature. Ainsi, nous avons testé la pipéracilline (Dakota®
Pharm) associée a I’imipénéme (MSD), a I’amikacine (Dakota”™ Pharm) et 4 la ciprofloxacine

(Bayer™).
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Les concentrations retenues pour cette ¢tude sont les concentrations maximales obtenues dans
le sérum des malades lors des traitements thérapeutiques. Nous avons étudié la pipéracilline a
256 pg/ml, I'imipéneme a 32 pg/ml, I’amikacine a 40 pg/ml et la ciprofloxacine a 4 pg/ml.
Pour chaque souche, une suspension bactérienne a 10’ UFC/ml dans du bouillon MH a été
mise en présence de chaque concentration d’antibiotique seule ou en association sans oublier
un témoin sans antibiotique. Au temps T = 0, 3, 6 et 24 heures, les bactéries survivantes sont
dénombrée dans chaque tube apres dilution et repiquage sur des géloses MH a 1’aide d’un
ensemenceur a spiral (Spiral System — Interscience R).

Les résultats sont exprimés pour un antibiotique ou une association donné selon une courbe de

type log (CFU/ml) = £ (temps).

2.5 Electr ophor ése en isofocalisation

Principe : L’¢électrofocalisation est une méthode d’analyse et de séparation des
protéines basée sur leur différence de charge électrique nette.

Les protéines sont déposées dans un gel contenant des ampholites. En I’absence de
champ ¢lectrique, le pH a l’intérieur du gel correspond a celui obtenu par le mélange des
ampholites. Lorsque le champ ¢électrique est appliqué, les ampholites migrent rapidement vers
leur point isoélectrique, créant ainsi un gradient de pH continu dans le gel. Les protéines, plus
grosses, vont migrer vers I’anode ou la cathode selon leur charge nette au moment ou s’établit
le gradient de pH. Au fur et a mesure de leur migration, elles vont traverser des zones de pH
modifiant leur charge nette. La migration de la protéine s’arréte a un pH pour lequel la charge

nette de la protéine est nulle ; il s’agit du point isoélectrique ou pHi (Matthew, 1975)

Protocole :

a) Culture bactérienne

Cette étape consiste a obtenir une grande quantité de bactéries en phase de croissance
exponentielle, et par voie de conséquence une production maximale de -lactamase dans le
bouillon de culture. Le bouillon BCC a été utilisé pour cette technique. Une préculture d’une
souche bactérienne de 20ml de BCC, 8 heures a 37°C sous agitation, est réensemencée dans

400 ml de BCC, puis incubée une nuit a 37°C sous agitation.

b) Extraction enzymatique
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Les 400 ml de culture bactérienne sont centrifugés a 4°C pendant 15mn a 8000 tr/mn. Le
surnageant est éliminé et le culot est repris dans 10 ml d’eau distillée et le tout homogénéisé.
Les bactéries sont ensuite lysées par ultrason (Cell Disruptor B-30 SONIFIER®). Aprés
centrifugation a 4°C pendant 15 mn a 10000 tr/mn, le surnageant (contenant les -

lactamases) est récupéré, aliquoté et congelé a -80°C.

c) Isoélectrofocalisation

Les extraits sont mis a migrer dans un gel de polyacrylamide jusqu’a immobilisation des
enzymes.

Trois P-lactamases ont été utilisées comme marqueur, issues de [B-lactamases de point
isoélectrique connu : SHV (P453, pI 7,6), PSE-1 (RPL11, pI 5,7) et TEM-1(R111, pI 5,4).

Les pB-lactamases sont mis en évidence par apposition, sur le gel de polyacrylamide, d’un gel
de révélation renfermant de 1’amidon, une solution iodo-iodurée, de la pénicilline G utilisé
comme substrat. La 3-lactamase coupe le cycle B-lactame en libérant un composé acide qui va
réduire I’iode et décolorer le gel de révélation.

Une décoloration du gel correspond donc a une B-lactamase agissant sur le substrat.
L’absence de bande correspond soit a 1’absence de P-lactamase, soit a 1’absence d’une [3-

lactamase n’agissant pas sur I’antibiotique utilisé comme substrat.

2.6 Electr ophor ése en champ pulsé

Principe:

La méthode conventionnelle d’électrophorése de I’ADN total permet de séparer des
fragments dont la taille varie de 100 a 50 000 paires de bases : elle implique 1’utilisation
d’enzyme a site de coupure fréquents. Cependant la digestion de I’ADN bactérien génére un
trés grand nombre de bandes inférieures a 50 kb qui, associ¢ a la mauvaise résolution du gel,

rend difficile la comparaison d’un grand nombre de souches.
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L’¢lectrophorese en champ pulsé est une technique permettant d’utiliser des gels d’agarose
pour séparer de grands fragments d’ADN. Elle est basée sur [’'utilisation de 2 champs
¢lectriques d’orientations différentes, appliqués de maniere alternative. La différence de
direction des champs permet aux molécules de se réorienter, la vitesse de cette réorientation
étant liée a leur taille.

L’¢lectrophorése en champ pulsé impose une méthode d’extraction de ’ADN évitant les
forces de cisaillement trés importantes de ’extraction en milieu liquide. Afin de conserver
I’ADN intact, I’extraction est effectuée par lyse in Situ des cellules bactériennes dans une
matrice d’agarose a faible point de fusion qui, une fois solidifiée, permet la libre circulation
des différentes solutions de lyse, de lavage et des enzymes de restriction en 10 ou 20. Les
enzymes de restriction sont choisies pour ne couper qu’en 10 ou 20 sites environ, produisant
de longs fragments d’ADN de 20 000 a un million de paires de bases.

L’ensemble des fragments, visualisés aprés coloration du gel par le bromure d’éthydium,

représente une empreinte caractéristique (pulsotype) de la souche analysée.

Procédure:

a) Lyse et extraction del’ ADN

- A partir d’une culture fraiche de 12 heures en BCC.

- La suspension bactérienne est agitée toute une nuit puit ajustée a 0,5 McFd.

- Les cellules sont lavées dans 1ml de tampon TEN (Tris-HClI EDTA NaCl)
autoclavé, et centrifugées a 8000 trs.mn™' pendant 5 mn.

- Les cellules sont remises en suspension dans 300 pl de tampon EC.

- 300 pl de Sea Plaque agarose a 1% en EC sont ajoutés a la suspension bactérienne.

- La suspension est vortexée briévement et rapidement pipetée dans un moule
d’agarose.

- Les plug sont solidifiés 10 mn a température ambiante puis a 4°C.

- Apres solidification, les plug sont placés dans les tubes Falcon coniques vissés de
50 ml contenant 10 ml de tampon EC (+lysozyme) et mis a lyser une heure a 37°C
en agitation douce.

- Le tampon EC est ensuite éliminé et remplacé par 10ml de solution ESP, puis le
tube est incubé une nuit a 55°C en agitation douce.

- Les plug sont lavés en TE 10-1, 2 fois 1 heure a 55°C puis 6 fois a température

ambiante en agitation douce.
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- Les plug sont ensuite transférés dans 10ml de TE 10-1 et stockés a 4°C jusqu’a

I’analyse.

b) Restriction et éectrophor ése

- Les plug sont coupés en fragments 5x5 mm et mis dans 120 pl de tampon
contenant 2,5 pul de I’enzyme (Xba I, Spe I, Nod I) et Sma 1 pour le marqueur de
taille.

- L’ensemble est incubé 5 heures a 37°C.

- Les fragments de plug sont déposés dans des puits d’un gel de Sea Kem a 1 % en
TBE 0,5X. Les puits sont scellés par du Sea plaque agarose 1 % en TBE 0,5X
(tampon Tris-Borate EDTA)

- Les conditions d’¢lectrophorése sont les suivantes :

- Pulse initial 5 s

- Pulse final 40 s

- Temps = 20 heures

- Voltage : 6 V/cm

- Température : 14 °C

- Marqueur de taille: NCTC 8523 (Staphylococcus aureus

méthicilline sensible)

C) Analyse desrésultats

Les photographies de gel ont ét¢ numérisées et analysées a 1’aide du logiciel
GelCompar 4.0 (Applied Maths, Kortrijk, Belgique). Les degrés d’homologie ont été
déterminés par la méthode de Dice et I’agrégation des coefficients de corrélation

effectuée par la méthode UPGMA (Unweighted pair method arithetic average).

3. Méthodein vivo : I’endocar dite expérimentale du lapin

Afin de valider ’interaction pipéracilline-imipénéme, il est intéressant de le vérifier
dans un modele d’infection expérimentale.
Le modele choisi est celui de I’endocardite expérimentale de la valve aortique décrit par
Perlman et Freedman (Perlman, 1971) modifiée par Durack et Beeson (Durack, 1972).

Le mode¢le animal est le lapin (femelle New Zealand de poids moyen 2,4 +/- 0,2 kg)
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er :

1" jour:

- les lapins sont anesthésiés par injection intramusculaire de kétamine
(20mg/kg).

- Une cervicotomie sagittale permet une dissection de I’artére carotide. On
réalise un abord de I’artére carotide (fig 7.a.)

- On introduit un cathéter en polyéthyléne allant jusque dans le ventricule
gauche (fig 7.b)

- Le cathéter est ligaturé avec I’artére carotide de fagon a rester en place
pendant toute la durée de la manipulation (fig. 7.c.)

- Apres suture des plans superficiels, le lapin est reposé dans sa cage

2™ jour :

- 24 heures aprés le cathétérisme, 1ml de suspension bactérienne
10°CFU/ml d’une souche d’A. xylosoxidans est injectée dans la veine marginale externe de
I’oreille. Les végétations provoquées par la mise en place du cathéter sont alors colonisées par

les bactéries.

- Les lapins témoins sont sacrifiés par injection de 2ml de Penthotal
(Abbott™) 50 mg/ml dans la veine marginale de Ioreille.

- Les animaux traités sont randomisés en trois régimes thérapeutiques :

& Pipéracilline 750 mg/kg/j
& Imipéneme 100 mg/kg/j
& Pipéracilline750 mg/kg/j + Imipéneme 100 mg/kg/j

- Ces doses correspondent chez ’homme a 1I’administration de 200 mg/kg/J
pour la pipéracilline, a 30 mg/kg/J pour I’imipéneme.

- La durée du traitement est de 48 heures

- Un cathéter relié¢ a une seringue ¢électrique est mis en place dans une veine

marginale de I’oreille et permet d’administrer ’antibiotique .
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4 jour :
- Les animaux traités sont sacrifiés par injection de 2ml de Penthotal
(Abbott®) 50 mg/ml dans la veine marginale de I’oreille.

- Les végétations intravalvulaires sont prélevées aseptiquement, pesées et
disposées dans un potter. Elles sont alors broyées et homogénéisées a I’aide d’un pilon en
téflon, en présence de 0,5 ml de sérum physiologique. L’homogénat est alors dilué¢ au
1/100°™ et au 1/10.000°™ dans du sérum physiologique. On ensemence 50 pl de chaque
dilution sur des géloses Tryptocase Soja (TS) a I’aide d’un ensemenceur spiral (Interscience™)

- La lecture des milieux de culture est réalisée apres 48 heures d’incubation
a 37°C.

- Le nombre de bactéries survivantes est exprimé en logl0 (UFC/mg de

végétations). La limite de la méthode est de 1 colonie pour 50ul ensemencés.

Analyse statistique :

Une analyse statistique a été réalisée a I’aide d’un logiciel Staview” Software (Abacus
Concepts, Berkeley, CA). Pour chaque souche étudiée, une analyse de variance a été réalisée
pour comparer les effets entre les différents groupes suivis d’un test de Scheffe. Un p< 0,05

est considéré comme significatif.
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Fig 7a : Endocardite expérimentale de la valve aortique chez le lapin. Extraction de la

carotide.

Fig.7b : Endocardite expérimentale de la valve aortique chez le lapin. Le cathéter est introduit
jusqu’au ventricule gauche.
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Fig 7c

re est ligaturée
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A. Etudesin vitro

Les 16 isolats cliniques isolés entre 1998 et 2001 et la souches de référence ATCC
27061 ont fait I’objet d’études in vitro.

l. Caractéres bactériologiques

Les souches d’Axylosoxidans examinées ont présenté des caractéristiques
phénotypiques identiques a celles de la souche ATCC 27061, en particulier les caracteres
suivants : aérobie strict, oxydase +, catalase +, nitrate-réductase +, acidification du glucose et

du xylose.

. Etude dela sensibilité aux antibiotiques

L’¢étude de la sensibilit¢ aux antibiotiques a été effectuée par deux techniques :

antibiogramme par diffusion en milieu gélosé et détermination des CMI en milieu solide.

[1.1. Comportementsdes 16 souchesvis-a-visde 15 B-lactamines par la

technique de diffusion en milieu gélosé

Dans les tableaux VlIlIa et VIIIb sont reportés les diamétres obtenus par la méthode de
diffusion en milieu gélosé pour les 16 isolats cliniques et pour la souche ATCC 27061, ainsi
que les interprétations qui en découlent selon les recommandations de la CASFM.

Les antibiogrammes des souches ATCC 27061, 9 et 10 sont illustrés par les figures 9a, 9b et
9c.

Tous les isolats cliniques et ’ATCC 27061 présentent une résistance élevée a certaines [3-
lactamines (céfuroxime, céfotaxime, céfépime, aztréonam, témocilline, latamoxef).
Le comportement des 16 souches vis-a-vis des 15 B-lactamines a permis de distinguer 2

phénotypes distincts :
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& Un phénotype sensible aux pénicillines.

Ce phénotype concerne 8 souches (4, 6,7, 9, 12, 15, 16, 19) en plus de ’ATCC 27061.

La souche présente une grande sensibilit¢é aux aminopénicillines (22,4+1,8mm), aux
pénicillines a large spectre (ticarcilline (31,6£7mm), pipéracilline (32,1+£5,2mm), a
I’imipéneéme (27+4,3mm) et au méropéneéme (23+3,5mm). La ceftazidime (15,6£5,3mm) est
peu active. La témocilline(10,6+6,7mm), I’aztréonam (6mm)et le latamoxef (6bmm) ne sont

pas actives.

On n’observe pas de synergie entre les pénicillines et les inhibiteurs de B-lactamases :
- 20,4£6,2mm pour [I’amoxicilline contre 22,1£1,9mm pour [’association
amoxicilline-ac.clav.
- 31,6&£7mm pour la ticarcilline contre 29,7+5,5mm pour 1’association ticarcilline-
ac.clav.
- 32,1£52mm pour la pipéracilline contre 31,8+5,7mm pour [’association

pipéracilline-tazobactam

Le double test de synergie ne met pas en évidence de béta-lactamase a spectre élargi.
Enfin, ces souches présentent un antagonisme entre la céfoxitine et la pipéracilline, évoquant

un phénotype de céphalosporinase inductible (fig.8)
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Fig. 8: Test d’antagonisme entrela pipéracilline par la céfoxitine sur la souche6. La
diminution du diamétre de la zone d’inhibition dela pipéracilline au contact dela
céfoxitine est évocatrice d’ une céphalosporinase inductible.

< Un phénotyperésistant aux pénicillines

Ce phénotype concerne 8 souches (1, 2, 8, 10, 11, 14, 18, 20).

Il est caractérisé par la résistance a 1’amoxicilline (6bmm) et I’amoxicilline + ac. clav. (6mm),
a la ticarcilline (7,7 + 3,6 mm), a la pipéracilline.

On n’observe pas de synergie entre les pénicillines a large spectre et les inhibiteurs de [3-
lactamases, mais au contraire, pour certaines souches, une légere baisse du diametre
d’inhibition avec [’association pipéracilline-tazobactam comparée a la pipéracilline seule
(souche 1, 2, 10, 18).

Le diameétre moyen de la ceftazidime est de 6,9 = 2,5 mm

Les diametres de I’'imipénéme (21,5 £ 7,7mm) et du méropénéme (9,1+8,8 mm) sont
diminués par rapport a ceux du phénotype sensible. Cependant la souche 1 présente un

diamétre autour du méropénéme de 31 mm.

Ces antibiogrammes ont permis d’observer, pour les souches 1, 3, 9, 10 et 18, une synergie

entre la pipéracilline et I’imipénéme (voir paragraphe 1V. Associations d’ antibiotiques)
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Tableau VII a: Sensibilité des 16 souches a 21 antibiotiques par la méthode de diffusion en milieu gélose - @ = diamétre de zone d’inhibition en
mm ; S=sensible, | =intermédiaire, R=résistant.
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Tableau VII b : Sensibilité des 16 souches a 21 antibiotiques par la méthode de diffusion en milieu gélosé - @ = diamétre de zone
d’inhibition en mm ; S=sensible, I=intermédiaire, R=résistant.
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Liste des abréviations :
AN = amikacine, ATM = aztréonam, CAZ
ceftazidime, CS = colistine, CTX

céfotaxime, CXM = céfuroxime, FEP
céfépime, FOS = fosfomycine, IPM =
imipénéme, MOX = latamoxef, PIP =

pipéracilline, STX = cotrimoxazole, TCC =

ticarcilline + Ac. clav.,, TEM = témocilline,
T1C = ticarcilline, TM = tobramycine, TZP =

pipéracilline + tazobactam.

Fig. 9a: Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé.
Souche ATCC 27061
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Liste des abréviations :

AN = amikacine, ATM = aztréonam, CAZ =
ceftazidime, CS = colistine, CTX
céfuroxime, FEP

céfotaxime, CXM
céfépime, FOS = fosfomycine, IPM =

imipénéme, MOX = latamoxef, PIP =

pipéracilline, STX = cotrimoxazole, TCC =
ticarcilline + Ac. clav.,, TEM = témocilline,
T1C = ticarcilline, TM = tobramycine, TZP =

pipéracilline + tazobactam
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Fig. 9b : Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé.
Souche n®9
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Liste des abréviations :

AN = amikacine, ATM = aztréonam, CAZ =
ceftazidime, CS = colistine, CTX

céfotaxime, CXM = céfuroxime, FEP
céfépime, FOS = fosfomycine, IPM =
imipénéme, MOX = latamoxef, PIP =

pipéracilline, STX = cotrimoxazole, TCC =

ticarcilline + Ac. clav.,, TEM = témocilline,
T1C = ticarcilline, TM = tobramycine, TZP =

pipéracilline + tazobactam,
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Fig. 9c : Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé.
Souchen®10

I1.2.  Autres antibiotiques (antibiogramme par diffusion en milieu gélosé)

Seules 4 souches (1, 2, 4, 9) sont sensibles amikacine (25,5£2,6mm) ; toutes les
autres sont résistantes a ’amikacine (8,143,8 mm) et a la tobramycine (6mm).
Toutes les souches présentent une résistance a la ciprofloxacine (16,4+4,6mm), une haute
résistance a la fosfomycine (6mm).
La colistine et le cotrimoxazole sont inconstamment sensibles :
- 8 souches sensibles (7, 11, 12, 15, 16, 19, 20) (19+6,2mm) et 8 souches
résistantes (1, 2, 4, 6, 8, 9,10, 14, 18) (9,1+3,0mm) pour la colistine
- 6 souches sensibles (2, 4, 6, 7, 11, 14) (21, 8+6,1lmm) et 10 souches résistantes
(1,8,9,10, 12, 15, 16, 18, 19, 20) (6mm) pour le cotrimoxazole.

[11. Déermination des CMI de 7 B-lactamines vis-a-vis des 16 isolats

Les CMI de 7 B-lactamines : ticarcilline (TIC), ticarcilline + acide clavulanique
(TCC), pipéracilline (PIP), pipéracilline+ taobactam (TZP), cefatzidime (CAZ), imipénéme
(IMP) et méropénéme (MEM) ont permis de confirmer I’existence de 2 phénotypes,

sensible et résistant (tableau IX).

& Phénotype sensible

Les valeurs des CMI pour les 9 souches sensibles et la souche de référence sont comprises
entre 0,125 et 8 mg/l pour la ticarcilline et la pipéracilline. On n’observe pas de synergie
entre les pénicillines et les inhibiteurs des B-lactamases (TCC, TZP).

Les valeurs des CMI pour la ceftazidime sont comprises entre 8 et 256 mg/l: A.
xylosoxidans n’est pas sensible a cet antibiotique.

Toutes les souches appartenant a ce phénotype sont sensibles a I’imipénéme (CMI de 0,125

a 2) et au méropéneme (0,125 a 4).
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& Phénotype résistant

Les valeurs des CMI pour les pénicillines sont significativement plus élevées : 64 a 256
pour la ticarcilline avec et sans acide clavulanique, 16 a 256 pour la pipéracilline avec et
sans tazobactam. On n’observe pas de synergie entre les pénicillines et les inhibiteurs des
B-lactamases (TCC, TZP).

Les valeurs des CMI pour la ceftazidime sont comprises entre 16 et 256 mg/l. Celles pour
I’imipénéme et le méropénéme sont significativement plus élevées : 4 a 32 pour les 2

antibiotiques.
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TIC | TCC PIP TZP | CAZ | IPM | MEM
ATCC
27061 2 2 05 05 8 2 15
4 2 2 <025 | <025 16 2 15
o 6 4 8 <025 | <025 8 1 0,5
z
= 7 16 16 8 8 128 2 4
(D]
5 9 4 2 15 2 > 256 2 < 0,25
]
=]
9
z 12 4 2 1 1 8 1 05
15 05 0,25 0,25 0,25 2 15 <025
16 2 2 05 05 8 2 15
19 1 1 05 05 2 2 05
1 128 128 32 16 > 256 8 0,125
2 >256 | > 256 64 32 > 256 4 16
g 8 | >256 | >056 | >256 | >256 | >256 | 8 > 32
= 10 64 128 128 128 | >256 16 32
S
S 11 > 256 128 64 32 16 8 16
)
=
= 14 | >256 | >256 | 128 128 128 8 32
18 >256 | > 256 128 128 | >256 4 16
20 128 128 >256 | >256 | >256 | >32 > 32

Tableau VIII : Valeursdes CMI (mg/l) de 7 béta-lactamines vis-a-vis des 16
isolats cliniques et de la souche deréférence ATCC 27061
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V. Associationsd’antibiotiques

IV.1 Milieu gélose

M éthode des disques :

Une synergie a été observée certaines souches 1, 2, 9, 10, 14, 18, 20, entre la

pipéracilline et les 2 carbapénémes utilisés : I’imipénéme et le méropénéme (fig. 10a, 10b)

MEM

Fig. 10a: Testsde synergie effectué sur la souche 10 par la méthode des
disques. Association PIP-IPM et PIP-MEM. On observe une nette
augmentation de la zone d’inhibition entreles 2 disques.
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MEM

Fig. 10b : Testsde synergie effectué sur la souche 9 par la méthode des
disques. Association PIP-IPM et PIP-MEM. On observe une nette
augmentation de la zone d’inhibition entreles 2 disques.

M éthode des bandelettes :

Cette méthode a permis de confirmer les résultats obtenues par la méthode des
disques : les souches 1, 2, 9, 10, 14, 18, 20 présentent une synergie pipéracilline-
imipéneme (fig. 11 et 12).

La souche 11, en revanche ne donne pas lieu a une synergie entre la pipéracilline et

I’imipénéme, mais entre la pipéracilline et I’amikacine (Fig. 13).
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Fig. 11 : Méhode des bandelettes effectuée sur la souche 10. L a pipéracilline et
I’imipéneme agissent en synergie.
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Fig. 12 : Méhode des bandelettes effectuée sur la souche 18. L a pipéracilline et
I’imipénéme agissent en synergie.

Fig. 13: Méthode des bandelettes effectuée sur la souche 11.
Lapipéracilline et I'imipénéme agissent de maniéreindifférente, et la
pipéracilline et I'amikacine en synergie.
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V. 2. Vitessesdebactéricidie

L’¢tude des vitesses de bactéricidie effectuées sur 4 souches appartenant au
phénotype « résistant » (10, 11, 18, 20) sont représentés sur les figures 14a, 14b, 14c et
14d.

Une différence d’action entre 2 antibiotiques et/ou associations est considérée comme

significative si elle est supérieure ou égale a 2 log.

Sur les 4 souches, la pipéracilline utilisée seule ne présente aucune activité bactérienne.

La ciprofloxacine et I’amikacine seules ne sont pas non plus actives sur les souches 10, 18,
20.

Amikacine et ciprofloxacine

Sur la souche 11, I’amikacine présente une faible activité bactéricide en 6 heures avec une
diminution du nombre de bactéries de 2 logjo. Mais de 6 a 24 heures, on observe une
recroissance bactérienne. La ciprofloxacine est peu bactéricide en 6 heures avec une
diminution inférieure a 2 logjo. Cette bactéricidie se poursuit avec un abaissement du

compte bactérien de 3 log;o en 24 heures.

Imipénéeme

Sur les souches 10 et 20 (intermédiaire et résistante a 1’imipénéme), 1’activité de cet
antibiotique utilisé seul est faible en 6 heures avec une diminution maximale du nombre de
bactérie de 1 log;o. Mais elle est plus importante en 24 heures avec une diminution de 2 a 3
logo.

Cependant, sur la souche 18, sensible a I’'imipénéme, on note une activité¢ bactéricide plus

intense en 6 heures (diminution de 2 logjpen 6 heures et de 4 log;o en 24 heures).

Associations pipér acilline-cipr ofloxacine et pipéracilline-amikacine

Les associations pipéracilline-ciprofloxacine et pipéracilline-amikacine sont inefficaces sur
les souches 10, 18, 20 qui sont résistantes a ces antibiotiques.

Sur la souche 11, sensible a 1’amikacine, et intermédiaire a la ciprofloxacine, on observe
une bactéricidie en 24 heures pour les associations pipéracilline-amikacine et pipéracilline-

ciprofloxacine avec une diminution d’environ 3 logo.
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Association pipéracilline-imipénéme
L’association pipéracilline-imipéneme est bactéricide en 24 heures sur les 4 souches, mais

ne présente aucune augmentation d’activité par rapport a I’imipénéme seul.

Cinétique de bactéricidie - souche n°10
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Fig. 14a: Vitesse de bactéricidie effectuée sur la souche n°10 comparant I’action la
pipéracilline (P), del’'imipéneme (1), dela ciprofloxacine (C) et deleurs associations (PI,
PC).
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Vitesse de bactéricidie - souche n°18

—e&— Témoin 18

log (CFU/ml

Fig. 14b : Vitesse de bactéricidie effectuée sur la souche n°18 comparant I’ action la
pipéracilline (P), del’imipéneme (1), del’amikacine, dela ciprofloxacine (C) et de leurs
associations (PI, PA, PC). La souche 18 est sensiblea I’imipénéme qui a un effet
bactéricide important sur la souche dés 6 heures.

Vitesse de bactéricidie - souche n°20
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Fig. 14c: Vitesse de bactéricidie effectuée sur la souche n°10 comparant I’action la
pipéracilline (P), del’'imipénéme (1), del’amikacine et dela ciprofloxacine (C) et deleurs
associations (PI, PA, PC).
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Cinétique de bactéricidie n°11
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Fig. 14d : Vitesse de bactéricidie effectuée sur la souche n°11 comparant |’ action la
pipéracilline (P), del’imipéneme (1), del’amikacine et dela ciprofloxacine (C) et deleurs
associations (PI, PA, PC).

La détermination des points isoélectriques a été effectuée sur la souche ATCC et
12 des 16 isolats cliniques : n° 1,2, 4, 6,7, 8,9, 10, 14, 16, 18, 20.
En présence de benzylpénicilline pour substrat, une activité P-lactamase a été mise en
évidence apres migration électrophorétique.
Les B-lactamases présentent des points isoélectriques supérieurs ou égaux a une valeur
située aux environs de 7,5. L’absence de marqueur ayant des Pi supérieur a 7,6 ne permet
pas d’estimer avec précision les Pi de nos souches.
On peut, cependant individualiser 4 types de bandes A, B, C, D, par ordre de PI croissant
(fig. 15) :
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- Bande A située a environ 7,5 retrouvée chez les souches 1, 2, 9, 10, 18, 20
- Bande B située retrouvée chez les souches ATCC, 1, 2,
- Bande C située retrouvée chez les souches ATCC, 16
- Bande D située retrouvée chez 7, 8, 11
Ces bandes donnent lieu a 4 profils électrophorétiques schématisés dans la figure 7. :
-Profil 1: -bandesBetC
- souches ATCC, 16
-Profil 2: -bande A et B
-souches 1, 2,9, 10, 18, 20
- Profil 3: -bande D
- souches 4, 6, 7, 8
- Profil 4: -bande CetD

- souche 11

Aucune bande n’a été révélée pour la souche 14.
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Figue 15 : schéma des différentes bandes ainsi que les profils obtenues par
isoélectrofocalisation sur les 16 souches étudiées.




Fig.16 : Détermination des pointsisoéectriques par isofocalisation

On peut estimer la valeur du PI de la B-lactamase la plus acide (bande A) a environ 7,5.
L’ absence de marqueur ayant un PI situ¢ au-dela de 7,6 ne nous permet pas de déterminer

les valeurs des 3 autres -lactamases.

V. Etude génomique

Le polymorphisme de ’ADN total par électrophorése en champ pulsé permet de
visualiser de grands fragments de I’ADN total d’une souche bactérienne : I’ensemble des
fragments représente une empreinte caractéristique (pulsotype) de la souche analysée.

L’étude génomique a été appliquée aux 16 souches d’A. xylosoxidans.

Parmi les 3 endonucléases testées (Xba I, Spe I, Nod I), seule Xba I a permis d’obtenir une
séparation permettant une analyse comparative des souches. L’enzyme Xba I génére 25 a
35 fragments dont la taille est comprise entre < 50 kb et 500 kb, et a permis de différencier
11 pulsotypes.

Les profils de restriction obtenus (fig. 17 et 18) mettent en évidence 11 pulsotypes
différents parmi les 16 patients.

Chaque patient héberge une souche présentant un profil électrophorétique différent.
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On remarque que les souches 1 et 2 ont le méme profil électrophorétique. Il en va de méme
pour les couples 4 et 6, 7 et 8, 9 et 10.
Il est intéressant de remarquer que les souches 7 et 8, qui présentent un méme pulsotype,

ont des antibiotypies différentes. Il en va de méme pour le couple de souche 9 et 10.
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Fig. 17 : Electrophorése en champ pulsé effectuée chez 14 souches parmi les 16 initiales (les souches 15 et 19 n’ont pas éé manipulées).
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Fig. 18: Dendrogramme effectué sur 13 souches parmisles 16 étudiées en
plusdel’ATCC , apartir des profilsderestriction obtenu apreés action de
I’enzyme Xbal et apresanalyse par lelogiciel GelCompar 4.0 (Applied
Maths, Kortrijk, Belgique).

94



B. Etudesin vivo

L’¢tude in vivo a été effectuée pour la souche

Les tableaux montrent pour chaque groupe thérapeutique le nombre d’animaux
¢tudiés, la valeur moyenne des logl0 UFC/g de végétation et son intervalle de confiance a
95%.
L’efficacité thérapeutique en fonction du groupe expérimentale est représentée sur la figure
19 et le tableau X
La comparaison des groupes entre eux par le test Scheffe montre une différence
significative entre le groupe imipénéme et le groupe témoin, ainsi que le groupe
pipéracilline-imipénéme et le groupe témoin.
On n’observe pas de différence significative entre le groupe témoin et le groupe

pipéracilline.

Groupes expérimentaux Nombre d'animaux . Log10 UFC/g + IC95%

Témoins 5 69+1.1
IPM 5 2,7+ 0,6
PIP 5 6,5+0,6

PIP-IPM 5 3,0+£0,2

Tableau | X : Comparaison de 3 régimesthérapeutiquesin vivo : pipéracilline (PIP),
imipéneme (IPM), association pipéracilline-imipénéme. Souche testée = n°10.
Test de Scheffe aprésanalyse devairance: a: p < 0,05 versustémoins.
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Fig. 19 : Effet dela pipéracilline, I'imipénéme et leur association in vivo sur la souche
10 d’'A. xylosoxidans.
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Achromobacter xylosoxidans est un bacille a Gram négatif, présentant une large
répartition écologique. Sa résistance aux antibiotiques et aux antiseptiques explique sa
présence dans 1’environnement hospitalier, notamment hydrique (liquides divers,
humidificateurs, systémes d’hémodialyses...) et qu’elle puisse étre a I’origine d’infections
nosocomiales sporadiques ou épidémiques liées a I'utilisation de matériel contaminé.

La revue de la littérature consacrée a A. Xylosoxidans indique qu’il est I’agent étiologique
d’infections nosocomiales telles que septicémies, pneumopathies, infections urinaires,
endocardites, otites, péritonites, et suppurations diverses. Ces infections ont lieu
principalement chez des patients dont le systétme immunitaire est déficient, ou ayant une
maladie sous-jacente (cancer, neutropénie, diabéte, séropositif pour le HIV, alcoolisme,

nouveau-n¢) et notamment chez les patients atteints de mucoviscidose.

Durant les dix derniéres années, I’émergence de pathogeénes inhabituels, pour la plupart
multirésistants, a profondément compliqué la prise en charge thérapeutique dans la
mucoviscodose : Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia et A. xylosoxidans
sont de plus en plus fréquemment isolés dans le tractus respiratoire des patients atteints de
mucoviscidose avec une prévalence estimée dans la littérature entre 1 et 10 % (United
States CF Foundation, Annual Data Report, 1998 ; Burns, 1998). A I’hopital de Nantes, 6
% des patients sont colonisés par A. xylosoxidans, en 2002 sur un effectif de 90 patients
adultes. La prévalence rencontrée dans la littérature est probablement sous-estimées en
raison des difficultés d’isolement et d’identification d’A. xylosoxidans.

En effet, si c’est un germe non exigeant, poussant sur de nombreux milieux, les colonies
apparaissent, en 24 heures a 37C° trés fines et transparentes. A. Xylosoxidans croit sur un
milieu cétrimide et a 41°C comme Pseudomonas aeruginosa.Un laboratoire de
bactériologie doit donc étre attentif et incuber les milieux au moins 48-72 heures. A.
xylosoxidans peut donc étre a 1’origine d’erreur d’identification.

Dans une étude de 2001, parmi les 106 souches identifiées A. xylosoxidans, provenant de
78 patients atteints de mucoviscidose, 11% étaient d’autres bacilles a Gram négatif
oxydase positive (9 pseudomonas aeruginosa, 1 Peudomonas sp., 1 Burkholderia cepacia,
1 Senotrophomonas maltophilia) (Saiman, 2001).

Ceci est d’autant plus problématique en ce qui concerne les bactéries du complexe

«cepacia » (Blecker-Shelly, 2000; McMenamin, 2000) qui sont associées a un
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accroissement important de la morbidité et de la mortalité, et qui nécessitent des mesures

drastiques d’isolement du patient et d’éradication du germe.

En ce qui concerne [I’implication d’ A. xylosoxidans en clinique des patients
mucoviscidosiques, les avis divergent : si deux études suggeérent que I’exacerbation des
signes broncho-pulmonaires des patients peut étre imputée a la colonisation par A.
xylosoxidans (Pan, 2000 ; Moissenet, 1997), une étude de 557 patients affirme que I’espéce
n’a pas d’incidence significatives sur I’état des patients (Tan, 2002). Il a ét¢ montré,
toutefois, que I’espéce posséde un pouvoir proinflammatoire pouvant causer une

détérioration clinique (Hutchison, 2000).

Pour pallier ce probléme d’identification et augmenter la spécificité d’identification, Liu et
coll. ont mis au point une PCR de I’ADN ribosomal d’A. xylosoxidans (Liu, 2002). Les
amorces utilisées montrent une excellente sensibilité pour A. Xylosoxidans. 3 autres espéces
du genre Achromobacter (A. ruhlandii, A. piechaudii, A. denitrificans) donnent des
réactions positives. Les espéces phylogénétiquement proches (cf figure 1), comme les
bactéries du complexe « cepacia», celles du genre Bordetella, SM, Pseudomonas
aeruginosa, donnent des réactions négatives.

Peu d’étude sur la sensibilité de A. xylosoxidans sont répertorié dans la littérature,
cependant la multirésistance d’A. xylosoxidans et son comportement particulier vis-a-vis

des antibiotiques sont aussi des parameétres qui doivent alerter le bactériologiste.

Dunne et coll.,, en 1995, a montré dans son étude épidémiologique sur 16 patients
mucoviscidosiques colonisés par A. Xxylosoxidans que plus de 85% des souches sont
sensibles aux pénicillines a large spectre, a la ceftazidime et au cotrimoxazole ; 75 % sont

sensibles a I’'imipéneme ; 50% sont sensibles a la ciprofloxacine (Dunne, 1995).

L’étude de la sensibilité de 16 souches cliniques d’A. xylosoxidans, isolées dans
I’hopital de Nantes entre 1998 et 2001, vis-a-vis de différentes familles d’antibiotiques
confirme en partie les résultats de la littérature, notamment la résistance constante de cette
espéce a la fosfomycine, a la plupart de céphalosporines (Mensah, 1990 ; Rolston, 1990 ;
Mensah, 1989 ; Glupczinsky, 1988).

50% des isolats sont résistants aux pénicillines et plus de la moitié au cotrimoxazole. Bien

que A. xylosoxidans soit connu pour étre résistant aux aminosides, 4 souches de notre
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¢tudes sont sensibles a I’amikacine (souches 1, 2, 4, 9) ; dans 1’é¢tude de Dunne et coll., 2
souches sur les 16 sont sensibles a I’amikacine, la gentamicine et la tobramycine (Dunne,
1995). Par ailleurs, 1’étude, par Mensah et coll., de 41 souches d’A. xylosoxydans a 38
antibiotiques, montre que 100 % des souches sont sensibles au latamoxef, alors qu’aucune
des souches de notre étude y est sensible (Mensah, 1989).

L’étude de I’action des B-lactamines sur les 16 isolats, par antibiogramme en milieu
gélosé et par la mesure des CMI de 7 [-lactamines, a permis de distinguer 2
comportements vis-a-vis des f-lactamines : un phénotype « sensible aux pénicillinesy, et
un phénotype « résistant aux pénicillines ».
Le comportement des souches appartenant au phénotype sensible confirme les études
précédentes (Glupzinsky, 1987 ; Mensah, 1989 ; Mensah, 1990, Rolston, 1990) ; il est
caractérisé par une grande sensibilité a I’amoxicilline, a la ticarcilline et a la pipéracilline,
les valeurs de CMI les plus basses étant obtenues pour la pipéracilline.
Le phénotype résistant est caractérisé par la résistance a I’amoxicilline et aux carboxy- et
uréido-pénicillines. On observe une augmentation des CMI vis-a-vis des carbapénémes

(imipénéme et méropéneéme).

Ces 2 comportements ont ¢été décrits la premicre fois par Mensah et coll. en 1989
(Mensah, 1989) lors d’une étude concernant 41 souches impliquées dans des infections
nosocomiales. Les comportements des souches vis-a-vis des antibiotiques concordent
globalement avec ceux retrouvés dans notre étude. Cependant, on n’observe pas de
synergie entre les pénicillines et les inhibiteurs de B-lactamases alors que les souches dans
I’étude de Mensah présente une synergie nettement significative, et les souches de notre
¢tude ont une résistance plus élevée a la ceftazidime :
< Phénotype sensible: @ = 21,545mm dans |’¢tude de Mensah versus
15,245,9mm dans notre étude
< Phénotype résistant: @ = 18,4+5,8mm dans 1’¢tude de Mensah versus
6,912 ,5mm dans notre étude
Non seulement les souches de notre étude sont plus résistantes a la ceftazidime que dans
I’étude de Mensah, mais le passage du phénotype sensible au phénotype résistant

s’accompagne d’une haute résistance a la ceftazidime.
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Le fait que nos souches soient isolées de patients qui recoivent régulierement des
antibiothérapies anti-pyocyaniques peut expliquer la plus grande résistance a cette

céphalosporine.

La résistance aux béta-lactamines résulte le plus souvent de 1’association de
plusieurs mécanismes qu’il est habituel de classer en 4 catégories : défaut de pénétration
intra-bactérienne de 1’antibiotique, inactivation, efflux de I’antibiotique par des systémes
enzymatiques bactériens et défaut d’affinité de 1’antibiotique pour la cible.
L’imperméabilité joue un role essentiel dans la résistance naturelle d’especes variées. Ainsi
il est probable que la multi-résistance d’A. Xylosoxidans, comme celles des autres bacilles a
Gram négatif aérobie stricts (Pseudomonas, Senotrophomonas, Flavobactérium), soit en
grande partie liée aux propriétés de leur paroi. Différents travaux ont suggéré puis
démontré que la multi-résistance de P. aeruginosa résulte en grande partie de la faible
perméabilité de sa paroi (au moins 100 fois plus faible que celle d’Escherichia coli
(Nikaido, 1991 ; Angus, 1982); des modifications du LPS en seraient en partie
responsables. Il a été, d’autre part, démontré qu’Alcaligenes faecalis (espece voisine d’A.
xylosoxidans) posséde des porines de taille inférieure a celles d’Escherichia coli dont la
conséquence est une diffusion beaucoup plus faible des B-lactamines (Ishii, 1988) ; aucun
travail n’a été rapporté pour 1’espéce A. Xylosoxidans.

D’autre part, une diminution d’affinité des -lactamines pour la PBP-3 a été suggérée pour
expliquer le manque d’activité des B-lactamines envers cette espéce (Glupzinsky, 1987).

En ce qui concerne les B-lactamines, qu’il s’agisse de la résistance naturelle ou de la
résistance acquise, la production d’enzymes inactivatrices (-lactamases) est reconnue
comme le mécanisme le plus répandu chez les bacilles a Gram négatif. De trés nombreuses
B-lactamases ont été identifices ; elles sont trés variées quant a leur support génétique,
chromosomique ou plasmidique, ainsi que par leurs caractéristiques enzymatiques (profil

de substrat et d’inhibition), et génétique (séquence).

L’¢tude des P-lactamases effectuée sur nos isolats se limite a la technique
d’¢lectrophorese par isofocalisation qui permet de séparer les protéines en fonction de leur
point isoélectrique (pI). C’est un parametre relativement spécifique.

On a pu ainsi mettre en évidence 4 bandes (A, B, C, D) correspondant a 4 -lactamases

caractérisées par des pl différents et situés a des valeurs de pH basique. Les valeurs des pl
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sont ¢levées par rapport a celles retrouvées chez les autres bactéries : TEM (= 5,5), SHV (=
7,5), PSE (= 5,7).

Différentes données suggerent que le phénotype sensible pourrait étre li¢ a la production
d’une PB-lactamase de type « céphalosporinase » : (i) la résistance aux céphalosporines
associée a une grande sensibilité¢ aux pénicillines a large spectre, (ii) la céfoxitine induit
une résistance a la pipéracilline, (iii) des bandes de pl basiques sont mises en évidence par
isoélectrofocalisation.

Levesque et coll. ont rapporté la production d’une B-lactamase constitutive de pl 7,4 par
une souche d’A. xylosoxidans (Levesque, 1982).

Nous n’avons pas observé de CARB. Cette [B-lactamase, initialement décrite chez
Pseudomonas aeruginosa et appelée PSE (Pseudomonas Specific Enzyme), est caractérisée
par un pl de I’ordre de 5,7, et par une forte hydrolyse de la carbénicilline.

Decré et coll., caractérise, chez 11 souches d’A. xylosoxidans résistantes aux pénicillines,
une CARB-2 (PSE-1) (Decré, 1995).

Les bandes retrouvées en isoélectrofocalisation a pH basique nous font évoquer des [-
lactamases de type OXA. Ce qui vient appuyer cette hypothése est que la B-lactamase
OXA a été décrit comme pouvant étre inhibée par I’imipénéme (Philippon ; 1990)

D’autres types de B-lactamases ont été décrits chez des souches d’A. xylosoxidans : une
céphalosporinase chromosomique de pl 9,3 inhibé par I’acide clavulanique en présence de
benzylpénicilline a été¢ rapportée par Levesque (Levesque, 1983), et une [B-lactamase
constitutive de pl 9,8 inhibée par 1’acide clavulanique (Fujii, 1985).

En comparant les profils électrophorétiques de deux souches appartenant & un méme
patient : la souche 9 (sensible aux pénicillines) et la souche 10 (résistant aux pénicillines),
on peut se permettre d’imputer la résistance de la souche 10 a une hyperproduction et non a
une acquisition de B-lactamase. En effet, on n’observe pas d’acquisition de nouvelle bande
en isoélectrophorese.

Decré et coll., dans un article concernant la sélection d’une souche résistante, suggerent
fortement le mécanisme d’hyperproduction, en se basant sur les arguments suivants : (i) la
B-lactamase produite est inductible, (ii) un mutant résistant, aisément sélectionné in vitro,
présente des caractéristiques identiques a la souches isolée in vivo, (iii) aucune des souches
n’héberge de plasmide, et enfin (iiii) les profils de restriction de I’ADN total des 2 souches,

sensible et résistante, sont identiques.
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La comparaison de nos résultats avec ceux trouvés dans la littérature concernant les
caractéristiques des -lactamases d’A. xylosoxidans est limitée du fait de la mise en ceuvre
de cette seule technique. D’autres parametres peuvent étre étudiés. Ainsi, la détermination
des profils d’activité enzymatique, par quantification des vitesses d’hydrolyse d’un substrat
donné, permet de définir un type enzymatique (pénicillinase, céphalosporinase,

céfuroximase...). Le test d’induction des B-lactamases peut aussi étre entrepris.

L’¢tude génomique, réalisée par é€lectrophorése en champ pulsé a permis de
comparer les souches. Cette technique, efficace et relativement simple, est souvent
employée dans des investigations épidémiologiques (Lin, 1997 ; Maslow, 1993).

Dans notre étude, on a pu ainsi montrer que chaque patient hébergeait 1 souche distincte.
Et pour un patient donné, les souches d’ A. xylosoxidans retrouvées apres 2 ou 4 mois voire
1 ans plus tard montrait les mémes profils de restriction. Le patient est toujours colonisé ou
infecté par une méme souche.

La possibilité d’une transmission inter-humaine ne semble pas étre un facteur déterminant
dans I’acquisition d’A. xylosoxidans. Perltroche et coll. décrit le cas de 2 fréres atteints de
mucoviscidose et colonisés par la méme souche d’A. xylosoxidans. Ces 2 patients, bien que
soumis au méme environnement familial et bien qu’utilisant les mémes équipements
d’aérosolthérapie, ont été colonisés a A. xylosoxidans, a 3 ans d’écart (Peltroche, 1998). A
Nantes, une étude consacrée a « A. xylosoxidans et mucoviscidose » et concernant 12
patients montre que 2 individus de la méme fratrie ont des dates d’acquisition A.

xylosoxidans espacées de 3 ans (données non publiées).

Les souches 7 et 8 isolées chez le méme patient JMT présentent des profils de restriction
identiques ; il en est de méme pour les souches 9 et 10. Or, les souches 7 et 9 sont des
souches sensibles aux pénicillines et les 8 et 10 sont résistants. On suggére une acquisition
de résistance in vivo.

En 1992, Decré et coll. décrivent chez une femme hospitalisée pour une méningite a A.
xylosoxidans, une souche ayant acquis une résistance aux pénicilline a large spectre 1 mois
aprés un traitement par la pipéracilline 12g/24h et péfloxacine 1,2g/24h (Decré, 1992),
montrant ainsi pour la premiere fois la sélection in vivo d’une souche résistante.

La sélection d’une souche résistante d’A. xylosoxidans semble étre un phénomeéne a
prendre en compte dans la thérapeutique des patients atteints de mucoviscidose et

justifierait donc I’emploi d’une bithérapie.
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D’une manicre générale, I’action synergique entre antibiotique est de plus en plus
recherchée en raison de la grande résistance des nouveaux pathogeénes dans la
mucoviscidose. Les antibiotiques sont testés par paire a des concentrations utilisable en
clinique. Peu d’article étudie I’effet des associations d’antibiotiques sur A. Xylosoxidans
1solé de patients mucoviscidosiques. Deux articles de Saiman et coll. sont consacrées a
I’é¢tude d’association. Dans 'une, une action additive a été noté pour les associations :
chloramphénicol-minocycline, ciprofloxacine-imipénéme et ciprofloxacine-méropéneme,
et dans ’autre, étudiant des associant avec des macrolides, il n’a pas été observés de
synergie.

Dans notre étude une synergie entre la pipéracilline et I’imipénéme a été observée
sur certaines souches (sensibles et résistantes aux pénicillines) par la méthode de
I’antibiogramme. Ces synergies ont été confirmées par la méthode des bandelettes et par la
technique de cinétique de bactéricidie.

L’imipéneéme est 1’antibiotique le plus bactéricide pour 3 souches sur 4 qui résistantes aux
pénicillines. Et ceci, méme chez les souches qui présentent une CMI a I’'imipénéme
supérieure a 32 mg/l. Par contre, 1’association pipéracilline-imipénéme n’apporte aucun
bénéfice a la bactéricidie.

Une souche (la souche 11) présente un profil particulier par rapport aux autres souches, car
I’imipénéme n’agit pas en synergie avec la pipéracilline comme le montrent les méthodes
des disques et les cinétiques de bactéricidie. L’amikacine et le ciprofloxacine agissent plus
efficacement sur la souche. C’est une souche relativement sensible a la ciprofloxacine (0 =

19mm), ce qui explique son action efficace en cinétique de bactéricidie.

Afin de valider ces résultats in vitro, nous avons voulu vérifier 1’action de I’imipénéme in
vivo. Nous avons choisi le modéle expérimental d’endocardite car ¢’est un modéle simple
et reproductible (Cremieux, 1999). 11 s’agit d’un modéle d’infection aigué, a fort inoculum,
permettant une évaluation sur les 48 premiéres heures de traitement.

Les résultats que nous avons obtenus in vivo confirment les données in vitro, a savoir une
efficacité de I’imipénéme sur les deux souches.

Le modele a cependant des limites dans cette étude. C’est tout d’abord un modele
d’infection aigué, alors que la mucoviscidose est une infection chronique ; les bactéries
infectant chroniquement un tissu se trouvent dans un état physiologique différent des

bactéries fraichement inoculées. Les bactéries peuvent se trouvées dans un état quiescent
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qui les rend différemment sensibles vis-a-vis de certains antibiotiques (B-lactamines). On a
pu observé chez certaines souches issues de patients atteints de mucoviscidose, la
formation de mucopolysaccharides (slime). Ces souches muqueuses, a ’instar des souches
mucoides de P. aeruginosa, aboutissent a la formation d’un biofilm au sein méme des
tissus infectés, empéchant la pénétration des antibiotiques.

Par ailleurs, la végétation est un désert immunologique ou les défenses de I’hote
n’interviennent pas, contrairement aux poumons.

Il convient donc, dans une étude ultérieure de tester un modele de pneumopathie (modele

murin, par exemple).

105



CONCLUSION - PERSPECTIVES
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L’étude de la sensibilité aux antibiotiques de 16 souches d’A. xylosoxidans a permis
de vérifier que ce germe est naturellement résistant a de nombreux antibiotiques, et
d’observer deux comportements distincts vis-a-vis des P-lactamines : un phénotype
« sensible » aux pénicillines (amoxicilline, ticarcilline et pipéracilline) et un phénotype
« résistant ».

Des tests in vitro et les données de la littérature nous laissent penser que le phénotype
sensible est du a une céphalosporinase chromosomique inductible.
Le phénotype résistant pourrait étre li¢ a une hyper production de B-lactamase de type

OXA.

Une synergie entre la pipéracilline et les carbapénémes (imipénéme et méropéneme) a été
observée par la technique d’antibiogramme chez certaines souches d’A. xylosoxidans
appartenant aux deux phénotypes.

Une souche a présenté une synergie pipéracilline-amikacine.

Une cinétique de bactéricidie a montré une efficacité de I’imipénéme et une inefficacité de
la pipéracilline chez des souches résistantes en antibiogramme a I’imipénéme; en
revanche, 1’association pipéracilline-imipénéme ne montre aucune synergie.

Ces observations vues en cinétique ont été vérifiées in vivo dans un modele d’endocardite

du lapin.

En terme de perspective, nous suggérons :

< Une étude plus approfondie des [-lactamases (profils d’activité
enzymatique, quantification des vitesses d’hydrolyse, test
d’induction).

& Une recherche d’autres associations, notamment pipéracilline et
d’autres aminosides.

< Une ¢étude plus poussée de I'inhibition de la pipéracilline par
I’imipéneéme (étude de cinétique d’inhibition enzymatique)

& D’explorer un mod¢ele animal plus approprié pour I’infection

broncho-pulmonaire : modele de  pneumopathie = murin
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