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INTRODUCTION

La mucoviscidose ou fibrose kystique du pancréas est une maladie complexe
requérant une prise en charge du patient dans sa globalité. La surinfection
broncho-pulmonaire représente le probléeme majeur auquel sont confrontés les
malades atteints de mucoviscidose. Elle est pratiguement constante au cours de la
mucoviscidose et est caractérisée par des exacerbations aigués intercurrentes
ayant pour conséquence une détérioration des fonctions respiratoires. Cette
surinfection est trés particuliere puisque deux espéeces bactériennes dominent tour
a tour la scene clinique : tout d’abord Staphylococcus aureus (S. aureus) puis, et
surtout, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), responsable en grande partie
de l'aggravation de laffection. Cependant, d’autres espéces bactériennes sont
retrouvées avec une fréquence et une implication clinique variable.

Dans une premiére partie, nous rappellerons quels sont les éléments
physiopathologiques de la maladie et les principales bactéries impliquées dans la
mucoviscidose ainsi que leurs traitements antibiotiques.

Les variants a petites colonies de S. aureus sont impliquées dans la persistance
des infections dues a ce micro-organisme. Depuis 2007, l'utilisation d’'un milieu
sélectif et spécifique est recommandée pour la recherche de ces variants. Ceci m’'a
conduit, dans un premier temps, a évaluer les performances d'une gélose
chromogene, spécifiqgue de S. aureus (ChromID™ S. aureus) pour la détection et
l'isolement des variants a petites colonies de S. aureus.

Puis, jai étudié I'épidémiologie des bactéries isolées chez les patients suivis au
Centre de Ressources et de Compétences de la Mucoviscidose (CRCM) de Nancy.
Le but de ce travail était de comparer la prévalence de la colonisation par les
différentes espéces bactériennes du tractus pulmonaire chez les patients
mucoviscidosiques suivis au CRCM de Nancy en 1997 et 2007. La résistance aux
antibiotiques de S. aureus et P. aeruginosa, qui sont, parmi les principales espéces
isolées, celles pour lesquelles une antibiothérapie codifiée a été définie, a
également été étudiée en 1997 et 2007.
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A. MUCOVISCIDOSE : pathogénie, aspect

bactériologigue et antibiothérapie

1. Mucoviscidose : généralités

1.1 Définition

La mucoviscidose ou fibrose kystique du pancréas est une maladie génétique a
transmission autosomique récessive. Il s’agit de la maladie la plus fréquente dans
la population caucasienne, engendrant une diminution de I'espérance de vie. La
premiere description date de 1936 mais déja au Moyen Age, des cas de mort
prématurée d’enfants dont les méres avaient remarquées le « baiser salé » ont été
rapportés.

La mucoviscidose résulte du dysfonctionnement du géne CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane conductance Regulator), responsable d’anomalies des échanges
ioniques transmembranaires (ions sodium et chlorure). Ceci est a I'origine d’une
modification de la concentration saline de la sueur et de l'apparition de diverses
altérations tissulaires expliquant la survenue de maladie pulmonaire et

pancréatique et d’infertilité masculine.

1.2 Génétigue

Le géne de la mucoviscidose a été découvert en 1989 par Tsui. Il se situe sur le
bras long du chromosome 7 au niveau de la région g 31.2. Il s’étend sur un
territoire génomique d’environ 250 kilobases et contient 27 exons.

Il est transcrit en un acide ribonucléigue messager (ARNm) de 6,5 kilobases et
code une protéine transmembranaire de 1480 acides aminés ; il s’agit d’'un canal
ionigue nommé protéine (ou canal) CFTR, qui appartient a la famille des
transporteurs ABC (ATP Binding Cassette).
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Ce canal est constitué de deux régions transmembranaires hydrophobes (TM)
contenant chacune six hélices o, de deux domaines de liaisons aux nucléotides
(NBD : Nucleotide Binding Domains) contenant des séquences de liaison a
'adénosine triphosphate (ATP) et d’'un domaine régulateur cytoplasmique (R)
contenant de nombreux résidus chargés et la majorité des sites de phosphorylation
(Figure 1) (2, 4).

CFTR Gene

i BiEmuE ‘Il“ll-lllll- Al
5\ . — 3
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N Exon
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\ (Primary Structure) / |

EETETETE | st |
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Glycosylation Cell
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Positioning
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Membrane

7

Cytoplasm

=l Transmembrane Nucleotide :
Segments B o ing Fos MM R-Domain

Figure 1 : Structure du gene et de la protéine CFTR (1).

La principale fonction de la protéine CFTR est le transport des ions chlorures de
lintérieur de la cellule vers la lumiére au travers de la membrane apicale des
cellules épithéliales (Figure 2). Ce canal est retrouvé dans de nombreux organes
ou tissus tels que les glandes sudorales, les glandes salivaires, les voies
aériennes, I'épithélium nasal, les canaux déférents masculins, le foie, I'épithélium
intestinal et le pancréas. Le canal CFTR contrdle donc la composition et le pH du
liquide de surface des voies aériennes (ou Airway Surface Liquid : ASL) et régulé
par une protéine kinase A AMPc (Adénosine Monophosphate cyclique) -
dépendante. La protéine CFRT est également impliguée dans divers processus

intracellulaires comme :

» |a régulation d’autres types de canaux ioniques, comme les canaux ENaC
(Epithelial Sodium Channel).
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= |e trafic et le recyclage des membranes.

» |arégulation du pH des organelles intracellulaires.

» Ja stimulation de I'endocytose et de I'exocytose.

» larégulation de la sécrétion de glycoprotéines et de mucines

= e transport de 'ATP et du gluthation.

» |arégulation de la production de cytokines pro et anti-inflammatoires.

1. transport de l'ion chlorure
par le canal CFTR

2. Transport de I'ATP

3. Régulation du canal ORCC
par le canal CFTR

4. Régulation du canal ENaC
par le canal CFTR

5. Régulation du trafic

cellulaire
6. Régulation du pH des
organelles
7. Régulation du canal ROMK
J ll (7] J \_ par le canal CFTR

' 1
Mb basolatérale l -

Figure 2 : Fonctionnement du canal CFTR (d’apres Schwiebert et coll. 1999).

Depuis lidentification de l'anomalie moléculaire de la maladie, plus de 1600
mutations ont été documentées et répertoriées au sein d'un consortium
international d'étude des mutations du géne CFTR (Cystic Fibrosis Mutation
Database, http : //genet.sickkids.on.ca/cftr) (2). La mutation la plus fréquente est
une délétion de trois nucléotides dans I'exon 10 entrainant I'absence de I'acide
aminé phénylalanine, normalement situé en position 508 sur la protéine CFTR et
ainsi nommeée A F508. Sa fréquence est en moyenne de 70 % mais varie selon les

pays entre 18 % en Tunisie et 90 % au Danemark (3, 4).
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Cette mutation induit un mauvais repliement de la molécule entrainant un défaut de
maturation et de transport (classe Il) mais aussi un temps d’ouverture plus réduit du
canal ionique (classe V) (Figure 3). En France, environ la moitié des malades sont
homozygotes pour cette mutation et les deux tiers ont une hétérozygotie composite
incluant cette mutation (8). L'immense majorité des mutations responsables de la
mucoviscidose sont essentiellement des mutations ponctuelles (2). Bien que la
distribution de ces mutations varie de maniére significative selon la région et/ou le
pays d’origine des patients atteints de mucoviscidose, la tres grande majorité des
mutations, en dehors de la vingtaine de mutations qui ont une fréguence supérieure
a 0,1 %, sont rares, parfois méme rapportées dans une seule famille. Les
premieres études visant a caractériser les conséquences moléculaires et
biochimiques des variations nucléotidiques sur la synthese, la structure et le
fonctionnement de la protéine ont permis d’établir une répartition des mutations en

six classes (2, 7) (Figure 3) :

= Classe | : elle regroupe les mutants affectant la synthese de la protéine
CFTR. Il en résulte une absence de la protéine CFTR au niveau de la

membrane apicale des cellules épithéliales.

= Classe Il : elle concerne les mutations altérant le processus de maturation
et/ou le trafic intracellulaire de la protéine CFTR. Trés peu de protéines
CFTR fonctionnelles parviennent a la membrane apicale. La mutation A
F508 appartient a cette classe et il est intéressant de noter que la protéine

en résultant possede une activité résiduelle.

= Classe lll : les mutants alterent la régulation de I'activité du canal CFTR. I
en résulte une quantité normale de protéine CFTR non fonctionnelle au

niveau de la membrane apicale.

= Classe IV : elle regroupe les mutations altérant la conductance et la
sélectivité ionique du canal CFTR. Il en résulte une quantité normale de
protéine CFTR mutée ayant une activité résiduelle. La mutation A F508

appartient aussi a cette classe.
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» Classe V : les mutants réduisent la quantité de canaux CFTR fonctionnels et
sont appelés « mutants quantitatifs ».

= Classe VI : elle concerne les mutants produisant des protéines CFTR
instables.

Class |:
Mo Synthesis

Figure 3 : Classification des mutations du géne CFTR ().

Les mutations appartenant aux classes I, Il, Il et VI sont dites « séveres » et celles
appartenant aux classes IV et V sont dites « modérées ». Les études de corrélation
entre les génotypes identifiés et les phénotypes observés ont permis de proposer
une deuxiéme classification en fonction du statut pancréatique auquel elles sont
associées. Les mutations identifiées chez les patients présentant une insuffisance
pancréatigue exocrine sont étiquetées comme mutations « séveres »; cela
représente 85 % des patients. Les mutations n’altérant pas la fonction pancréatique
représente 15 % de ces derniers (2).
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De nombreux patients sont hétérozygotes composites c'est a dire qu’ils portent
deux mutations différentes sur les alléles maternels et paternels. Or, les mutations
modeérées ont, au niveau moléculaire, un effet dominant sur les mutations séveres,
ce qui signifie qu’'une mutation de classe IV ou V peut améliorer les conséquences
d’'une mutation sévere.

Enfin, dans certains organes comme le pancréas, le génotype est bien corrélé au
phénotype c'est a dire qu'un génotype modéré s’accompagne rarement
d’insuffisance pancréatique mais dans les poumons la relation génotype -
phénotype est moins nette. Le phénotype respiratoire semble étre modulé en plus

par d’'autres facteurs génétiques non encore identifiés.

1.3 Epidémiologie

D’aprés l'observatoire national de la mucoviscidose (5) et la Caisse Nationale
d’Assurance Maladie des Travailleurs Salariées (CNAMTS) (6), le nombre de
personnes atteintes de mucoviscidose en France est d’environ 5500. Actuellement,
les adultes représentent 40 % des patients, ce qui signifie qu’il ne s’agit plus d'une
maladie exclusivement pédiatrique. La répartition selon le sexe est équilibrée (52 %
d’hommes et 48 % de femmes). En 2004, la prévalence lors des premieres annees
de vie de la mucoviscidose est de 16 pour 100 000 pour croitre a 20 ans a 18 pour
100 000, ce qui reflete les formes plus modérées de la maladie. La prévalence
décroit apres 20 ans en lien direct avec la mortalité prématurée sous le seuil de 5

pour 100 000 apres 35 ans (Graphique 1).
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Graphigue 1 : Prévalence de la mucoviscidose par sexe et par classe d’age en
2004 (6).
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Les taux régionaux de mucoviscidose varient en France : la prévalence régionale la
plus élevée est observée en Bretagne avec 14,3 pour 100 000. Les régions les
moins touchées se situent au niveau de la Méditerranée et de Ille de France
(Figure 4).

Taux pour 100 000

C11.23-670
[C1671-820

[ 5.21- 10,10 U&.-
I 10,11-2022 J @ : ‘

Source : Chamts
Figure 4 : Prévalence de mucoviscidose par département en 2004 (6).

Au cours de I'année 2005, 47 déces sont survenus (taux annuel : 1,1 %) dont I'age
moyen de déces était de 27 ans. Grace aux traitements axés principalement sur la
prise en charge respiratoire, digestive et nutritionnelle, le pronostic des patients
atteints de mucoviscidose a largement été amélioré. Ainsi, pour les enfants
naissant en 2007, I'espérance de vie est de 46 ans alors qu’elle n’était que de 7
ans en 1965 (6).

1.4 Diagnostic de mucoviscidose

Les circonstances du diagnostic de mucoviscidose ont beaucoup changé en France
depuis la généralisation du dépistage en 2002 (circulaire DHOS OPRC/2001 n°
502, 22 octobre 2001). Afin de respecter la Iégislation frangaise concernant les
études geéneétiques, le consentement parental spécifique au génotype CFTR doit

étre recueilli aupres des familles.
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L'étude génétique ne sera effective que pour les nouveaux-nés « suspects », soit
0,5 a 0,6 % des nouveaux-nés (9). Au préalable, une information globale et
suffisamment explicite doit &tre fournie aux parents.

Le dépistage néonatal est réalisé au troisieme jour de vie par préléevement de sang
sur papier buvard (carton de Guthrie) concomitamment aux autres dépistages. Il
repose sur le dosage de la trypsine immunoréactive (TIR). En cas de valeur
supérieure au seuil d’alerte (> a 55 ug/L), le prélevement est adressé au laboratoire
interrégional de biologie moléculaire accrédité pour réaliser I'étude génétique.
Celle-ci porte sur trente mutations (CF Kit® 30) (8, 9). En pratique, cette étude sur
les trente mutations couvre environ 85 a 90 % des alleles mutés chez les patients
(8). L'identification d’'une ou de deux mutations conduit le nhouveau-né et sa famille
au CRCM pour un test de confirmation, le test a la sueur (TS). Les nouveau-nés
sans mutation décelée ou dont I'étude de l'acide désoxyribonucléiqgue (ADN) n'a
pas été réalisée, auront un contréle de la TIR a J 21. Toutefois, l'iléus méconial
reste une circonstance diagnostique classique, survenant avant le résultat du

dépistage (8).

Pour les enfants nés avant 2002, les criteres diagnostiques sont basés sur
l'association de manifestations cliniques évocatrices (Tableau 1) et d'un test
biologique documentant le dysfonctionnement de la protéine CFTR. En pratique, il
s’agit d'un TS positif, éventuellement d’'une anomalie des différences de potentiel

nasal ou de I'identification d’'une double mutation du gene CFTR (8).
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Tableau 1 : Symptdmes respiratoires évocateurs de la mucoviscidose (7).

Symptémes
sino-

respiratoires

a) toux chronique et obstructive

b) obstruction bronchique (wheezing)

c) Colonisation/infection chronique par des pathogénes
typiques de la mucoviscidose

d) anomalies radiologiques persistantes (distension,

chroniques bronchiectasie)
d) polypes nasaux
e) hippocratisme digital
a) intestinales : iléus méconial, syndrome d’obstruction
intestinale distale, prolapsus rectal
b) pancréatiques : diarrhée graisseuse, pancréatites
Anomalies récurrentes
gastro- c) hépatiques : atteinte chronique se manifestant par des

intestinales et

nutritionnelles

signes cliniques ou d’anatomopathologie de cirrhose focale
ou multilobaire

d) nutritionnelles : retard de croissance staturo-pondérale,
hypoprotéinémie avec cedémes, complications secondaires

liées aux carences aux vitamines liposolubles

Autres

a) syndrome de perte de sel : déplétion sodée aigué,
alcalose métabolique chronique

b) anomalies urogénitale masculines responsable
d’azoospermie obstructive (ABCD = absence bilatérale des

canaux déférents)

Le TS reste donc un élément clé du diagnostic de mucoviscidose et reste

indispensable lorsque la génétique ne permet pas d’affirmer le diagnostic. Ce test

est réalisé selon la technique de Gibson et Cooke, méthode de référence, qui se

déroule en trois étapes (7, 10) :

= Stimulation de la sudation : la sueur est obtenue apres iontophorese a

la pilocarpine.
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» Recueil de la sueur: a I'aide d'un papier filtre, d’un tube capillaire ou
d’'un patch. Pour que le test soit fiable, le poids minimal de I'échantillon

recueilli est de 100 mg.

= Dosage des ions chlorures dans la sueur.

Les valeurs de référence, pour les patients d plus de trois mois de la concentration

en ions chlorure dans la sueur sont les suivantes :

= < 40 mmol/L = le test est normal

= entre 40 et 60 mmol/L = le test est douteux. Il faudra répéter le test
et s’aider des arguments cliniques et paracliniques pour affirmer ou

non le diagnostic.

= 60 mmol/L = le test est positif. Il devra étre répété a un moment
différent pour conclure. Il faut noter que la valeur seuil est a 30 mmol/L pour

les enfants de moins de trois mois.

Cette technique a une sensibilité de 98 %, une spécificité de 83 % et une valeur
prédictive positive de 99,5 % (7). Cependant, il existe des faux positifs (15 % des
cas : erreurs technigues, patients déshydratés, ayant un eczéma, un rash) ainsi
gue des faux négatifs (12 % des cas : erreurs techniques, les patients oedémateux

ou traités par minéralocorticoide) (10).

Outre les diagnostics méconnus pendant I'enfance qui sont devenus rares, il existe
d’authentiques révélations tardives de la maladie. Il s’agit classiquement mais non
constamment de formes cliniques moins sevéres. La bronchectasie est la
présentation clinique la plus fréquente a l'age adulte. Ces formes tardives

représentent 15 a 20 % des cas (4).
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Avant la mise en place du dépistage néonatal systématique, 'dge moyen du
diagnostic de mucoviscidose était en moyenne de 30 mois (7). Les premiers
résultats du dépistage néonatal obtenu sur 1 143 248 nouveaux-nes, entre 2002 et
2003, montre que I'age médian a la premiere consultation au CRCM (en dehors
des cas d'iléus méconial) est de 37 jours avec 52 % des enfants qui sont
symptomatiques. Les symptomes sont majoritairement digestifs (32 %) ou staturo-
pondéraux (20 %) ou mixtes (18 %). Seul 30 % ont une composante respiratoire
(9). Enfin, la communauté médicale s’attend a ce que 95 % des malades soient

détectés en période néonatale grace au dépistage (9).

2. Interactions bactéries — tractus respiratoire de I’hOte

2.1. Conditions liées a I'h6te

2.1.1. Facteurs mécanigues : impact du gene CFTR sur

la physiologie des voies aériennes et la

clairance muco-ciliaire

De nombreuses études se sont focalisées sur I'impact du dysfonctionnement du
gene CFTR sur la composition du liquide de surface des voies aériennes (ASL)
dont les modifications observées au cours de la mucoviscidose sont a I'origine de la
cascade physiopathologique conduisant a une progressive dégradation de la

fonction pulmonaire (1).

L’ASL est composé de deux couches situées au dessus de la surface de

I'épithélium respiratoire (1) :

» une couche de mucus : composée de mucine de haut poids moléculaire
dont les propriétés varient en fonction du contenu en eau, de la
concentration en ions et du pH. Les chaines latérales des
oligosaccharides présentes a ce niveau représentent, de par leur grande
diversité, des sites de liaison a une large variété de ligands qui peuvent

étre ensuite éliminés par clairance muco-ciliaire.
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» une couche de liquide périciliaire de faible viscosité qui permet un

battement optimal des cils et une lubrification des mucines.

Chez les individus sains, la faible viscosité de la couche périciliaire permet une

clairance muco-ciliaire efficace (Figure 5).
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Figure 5 : Structure du liguide de surface des voies aériennes (ASL) (1).

Il existe trois hypothéses pour expliquer la différence de propriétés de I'ASL entre

les individus sains et ceux atteints de mucoviscidose (1, 12) :

la premiére hypothése propose un modele ou 'ASL a un volume plus faible
par rapport aux sujets sains mais une composition isotoniqgue comparable a
celle du plasma (Figure 6 Al). En effet, la mesure de la composition ionique
et de 'osmolalité de I'ASL et du plasma chez des souris saines et des souris
atteints de mucoviscidose a montré des résultats comparables (1). Or, dans
cette hypothese, le dysfonctionnement du canal CFTR affecterait d’autres
canaux tels que les canaux sensibles au sodium (ENaC) responsables de la
réabsorption des ions sodium et de l'eau au niveau de [Iépithélium
pulmonaire. Ces canaux ENaCs sont régulés négativement par la protéine
CFTR chez les sujets sains. Ainsi, chez les patients atteints de
mucoviscidose, 'activité de ces canaux ENaCs est augmentée ce qui aboutit
a une réabsorption isotonique en eau et en sels plus importante. Ceci
empéche le bon fonctionnement des cils et donc réduit la clairance muco-

ciliaire (Figure 6 A2).
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la deuxiéeme hypothése propose un modéle ou I'ASL a une concentration en
sels plus élevée que la population saine. Chez les sujets sains, I'épithélium
pulmonaire est perméable a l'eau et régule grace au canal CFTR la
concentration en sel (NaCl) (Figure 6 B1). Or, chez les patients atteints de
mucoviscidose, I'eau reste piégée dans la couche épithéliale et le sel est peu
absorbé augmentant ainsi la concentration en sel, ce qui aboutit a une
déshydratation du mucus et donc a une diminution de la clairance muco-

ciliaire (Figure 6B2).
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Figure 6 : Propriétés du liquide de surface des voies aériennes chez le sujet sain et

chez le patient atteint de mucoviscidose (1).

des preuves scientifiques sont en faveur d’'un réle important des glandes
sous muqueuses dans la physiopathologie de la mucoviscidose. En effet, le
gene CFTR est fortement exprimé dans les cellules épithéliales séreuses
des glandes sous muqueuses par rapport aux autres tissus pulmonaires (1).
Ainsi, la perte de la fonction de la protéine CFTR peut engendrer un
changement de la composition macromoléculaire des sécrétions de ces
glandes ce qui aboutirait & une augmentation de la viscosité, a une
diminution de I'hydratation et donc une diminution de la clairance muco-

ciliaire.
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Bien que ces hypotheses puissent expliquer en partie la précocité et la
persistance des infections endo-bronchiques, il n’est pas certain que la
composition en sel de I’ASL varie le long du tractus respiratoire. Mais, Gibson et
coll. (1) ont mesuré la concentration en NaCl de I'ASL, a I'aide d’'une nouvelle
technique isotopique, chez des sujets sains et des sujets atteints de
mucoviscidose. Ces auteurs ont observés une différence de concentration en
sel entre les sujets sains et ceux atteint de mucoviscidose (50 millimoles versus
100 millimoles respectivement). Par conséquent, la deuxiéme hypothese ne
peut pas étre réfutée et d’autres études de I’ASL sont nécessaires afin de mieux

comprendre l'influence du dysfonctionnement du canal CFTR.

2.1.2. Immunité des patients atteints de mucoviscid ose

L’altération du transport ionique se produit a la naissance. Puis, rapidement, les
voies aériennes des nouveaux nés sont soumises de maniere répétée a de faibles
inoculums bactériens. Ordinairement, les défenses non spécifiques des poumons
telles que les défensines, les lysozymes et le monoxyde d’azote (NO) permettent
d’éliminer la colonisation ou l'infection bactérienne. Or, chez les patients atteints de
mucoviscidose, ces défenses semblent compromises, en particulier la production
de NO (Figure 7) (12).

De plus, il n'existe pas de preuves pour une immunodépression des patients
atteints de mucoviscidose pour expliquer les infections chroniques (1). En effet, ces
patients n’ont pas d’infections plus fréquentes ou plus séveres, en dehors du

tractus respiratoire, que les sujets sains.

2.2. Conditions liées aux bactéries

La composition et les propriétés anormales des seécrétions bronchiques ne
permettent pas a elles seules dexpliquer pourquoi les patients atteints de
mucoviscidose sont colonisés par un nombre limité d’espéce bactérienne, en
particulier S. aureus et P. aeruginosa. Ceci suppose l'existence de facteurs

d’adaptation spécifiques de certaines especes bactériennes.
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2.2.1. Adhérence anormale des bactéries aux cellule s

épithéliales

L'asialoganglioside-1 (asialoGM-1) est un récepteur surexprimé au niveau de la
surface apicale des cellules épithéliales exprimant le mutant CFTR. Haemophilus
influenzae (HI), S. aureus et P. aeruginosa sont capables de se lier a ce récepteur
par leurs adhésines (pilis et flagelles) (1, 12). La liaison au récepteur asialoGM-1
active la transcription de facteurs pro-inflammatoires tels que NF-kB (facteur
nucléaire kappa B) et induit la production de substances chimio-attractantes
sécrétées par les polynucléaires neutrophiles (PNN) telles que l'interleukine-8 (IL-
8).

Il est a noter que la capacité de P. aeruginosa a se lier au récepteur asiologGM-1
est supérieure chez les patients porteurs de la mutation A F508 sur les deux alléles
par rapport aux patients hétérozygotes pour cette mutation. Cependant, certains
auteurs réfutent, en partie, cette hypothése, en particulier pour les souches
mucoides de P. aeruginosa. En effet, ces souches ne peuvent pas utiliser
'asialoGM-1 comme récepteur du fait de la perte de leurs adhésines. Par contre,
celles-ci peuvent se lier a I'héparane sulfate protéoglycane sur la surface
basolatérale des cellules épithéliales qui servirait alors de récepteur chez les
patients infectés chroniquement par des souches mucoides de P. aeruginosa (1)
(Figure 7).

Bacteria trapped in mucus

Abnormal mucus Les mutants CFTR initient
les infections bactériennes
Decreased depth ASL O par la surexpression de
T E;Zl::g:;ogiscens Less NO Killing protéine(:js d’adITélsion au
i ; niveau des cellules
Less water into airway of bacteria o épithéliales comme
; r A ®g I'asialoGM-1 et en diminuant
les défenses de I'hote tel
tasialo GM-1 %' +——— Mutant U(HU() +; ‘ +ENaC que le NO. Ces mutants
CFTR » Less N provoquent également une
déshydratation de I'ASL. La
persistance en est ainsi
{CI* secretion favorisée.

#Na* reabsorption

Figure 7 : Impact des mutants CFTR sur la physiologie de la cellule épithéliale (12).
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Certaines études ont suggéré que la protéine CFTR pouvait servir de récepteur a
P. aeruginosa pour permettre la phagocytose de celui-ci (1). Par conséquent, la
clairance de P. aeruginosa serait diminuée dans la mucoviscidose. Il est a souligner
gue ce serait le lipopolysaccharide (LPS) de P. aeruginosa qui servirait de ligand.
Toutefois, les souches mucoides de P. aeruginosa ne pourraient pas se lier a la
protéine CFTR puisqu’elles ont perdu en partie ou en totalité leur LPS.

Enfin, P. aeruginosa posséde de nombreuse adhésines s’exprimant & la surface
bactérienne. Elles permettent la rétention de P. aeruginosa au niveau des voies
pulmonaires des patients atteints de mucoviscidose, en se liant aux
oligosaccharides des mucines via une protéine FIiD (FIiD : Flagellar Cap Protein D)
et aux cellules épithéliales ce qui stimule la production de cytokines pro-

inflammatoires.

2.2.2. Adaptation bactérienne a I'environnement de s voies

aériennes des patients atteints de mucoviscidose

L’une des particularités de la mucoviscidose est le passage, apres un certain temps
plus ou moins long, a la colonisation ou l'infection chronique. Cette chronicité
concerne surtout P. aeruginosa mais aussi S. aureus. Les causes de ce passage a

la chronicité commencent a étre élucidées et comprises.

S. aureus est capable de modifier son métabolisme afin de pénétrer dans les
cellules et d'y rester en quiescence. Cette capacité lui permet non seulement de
persister dans les voies aériennes et d’engendrer des infections récurrentes mais

aussi d’échapper aux défenses de I'organisme et aux traitements antibiotiques.

Au début de la colonisation ou de l'infection & P. aeruginosa, les souches ont
usuellement un phénotype non mucoide mais, rapidement, certaines souches ont la
capacité de muter. Elles produisent un biofilm qui leur donne un aspect typique, les

souches mucoides.
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Un gradient d’oxygéne entre la lumiere des poumons et I'intérieur du mucus se crée
chez les patients mucoviscidosiques (1, 12). P. aeruginosa répond a cet
environnement hypoxique par une production plus importante de biofilm ce qui
contribue a sa persistance. Bien que le biofilm soit fortement antigénique, les
anticorps ainsi produits demeurent inefficaces mais participent aux dommages
tissulaires locaux par la formation de complexes immuns. P. aeruginosa produit
aussi une enzyme capable de cliver le biofilm afin de permettre sa propagation.
Comme les souches mucoides sont moins virulentes que les souches sauvages, il
semble que le déclin de la fonction respiratoire soit plutdt du a la réponse
inflammatoire et a ses conséquences qu’aux dommages dus a P. aeruginosa. En
effet, la persistance de P. aeruginosa dans les poumons semble altérer les
propriétés du LPS (perte dune partie ou de la totalité des chaines O-
oligosaccharides). Les conséquences de ce changement sont a la fois cliniques
puisque le complément se fixe sur ces chaines O-oligosaccharides et des
conséquences microbiologiques puisque ces souches ont un aspect particulier sur
les milieux de culture (12). De plus, P. aeruginosa posséde des caractéristiques
propres qui lui permettent de persister dans les voies aériennes de patients atteints
de mucoviscidose, d’augmenter la réponse inflammatoire de I'héte et de résister a
'action des peptides antimicrobiens et des antibiotiques, par la production de
nombreux facteurs de virulence et par la capacité a s’organiser a l'intérieur du

biofilm.

Enfin, la réponse immunitaire innée avec la clairance muco-ciliaire sont les
premieres lignes de défense des infections des voies aériennes. De nombreux
peptides et protéines (a et B défensines ...) sécrétés par les cellules pulmonaires
(cellules épithéliales, pneumocytes de type Il ...) ont un pouvoir bactéricide et ont la
capacité de moduler la réponse inflammatoire de I'héte. Il n'existe pas de preuve
d’'un défaut de production de ces peptides et de ces protéines chez les patients
atteints de mucoviscidose, mais, selon la deuxieme hypothese, I'élévation de la

concentration en sel de 'ASL pourrait inactiver ces peptides antimicrobiens.
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2.3. Phénomene inflammatoire

Les enfants atteints de la mucoviscidose développent précocement des infections
bactériennes respiratoires qui induisent une réaction inflammatoire intense. Cette
réponse se traduit initialement par une production de nombreuses cytokines (IL-6 et
IL-8 : interleukines 6 et 8), de facteurs de croissance (« granulocyte macrophage
colony stimulating factor » : GM-CSF), de protéine d'adhésion (« intracellular
adhesion molecule-1 » : IAM-1) par les cellules épithéliales. Ceci induit le
recrutement local de macrophages qui produisent alors leurs propres cytokines
comme [I'IL-8, le «tumor necrosis factor » (TNF-a) et I'lL-18, ce qui accentue la
production de cytokines par les cellules épithéliales. Puis, rapidement, de
nombreux polynucléaires neutrophiles (PNN) sont recrutés grace a I'lL-8. L’IL-8 est
une chémokine puissante qui permet d'attirer les PNN au niveau du foyer
inflammatoire.

L'une des caractéristiques des patients mucoviscidosiques est la présence
persistante des PNN au niveau du tractus respiratoire. Cette persistance est
expliguée, au moins en partie, par la présence en excés au niveau des voies
respiratoires de patients mucoviscidosiques de substances exercant un effet
attractif (IL-8, leucotriene B4) sur les PNN mais également par un exces de
production de GM-CSF et une diminution relative d’interleukine 10 (r6le dans le
déclenchement de I'apoptose des PNN) (12). L’exces de PNN et de leurs produits
de sécrétion, en particulier I'élastase neutrophile, altere la capacité de I'hote a
eliminer linfection bactérienne. En effet, I'élastase neutrophile interagit avec les
cellules épithéliales en promouvant la transcription d’IL-8 et la sécrétion de
macromolécules ce qui favorise I'inflammation et I'obstruction des voies aériennes.
L'élastase neutrophile diminue la phagocytose des PNN (par clivage des
récepteurs CR-1 et CR-3 et de leurs ligands C3b et C3bi) et des macrophages (par
clivage des IgG) (Figure 8) (12). Il a été montré dans une étude cliniqgue que la
concentration en élastase neutrophile dans le lavage broncho-alvéolaire (LBA) de
patients atteints de mucoviscidose était bien plus importante que la normale (1
micromole alors que 10 mole suffit) et était suffisante pour que l'inflammation et
l'infection s’entretiennent mutuellement (12). Il faut également souligner qu’une

petite fraction mais significative d’élastase provient des bactéries.
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Figure 8 : Effets de I'élastase sur les mécanismes de défense de I'h6te et sur

linflammation (12).

La persistance d’'un stimulus bactérien provoque I'excés de PNN. Les nombreuses
protéases sécrétées par les PNN sont capables de digérer les structures protéiques
pulmonaires comme le collagéne et [Iélastine. Or, la quantit¢ normale
d’antiprotéases présentes au niveau du foyer inflammatoire et infectieux est
insuffisante face a la quantité d’enzymes relarguées par les PNN (12). De méme, la
production excessive d’especes oxydantes lors de l'inflammation et/ou d’infection
n'est pas régulée par les défenses anti-oxydantes qui sont réduites dans la

mucoviscidose (12).

Ainsi, les dommages causés par les protéases et les espéces oxydantes sur la
structure protéigue des poumons conduit a la dilatation des bronches et a la
bronchiectasie. A long terme, les conséquences de la bronchiectasie sont
d’augmenter la réponse inflammatoire, de favoriser [I'épaississement des
sécrétions, de permettre la persistance bactérienne, d’augmenter la toux et d’
« engorger » les vaisseaux bronchiaux ce qui peut aboutir a des hémoptysies

massives.
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3. Principales bactéries impliguées dans la

mucoviscidose

3.1 Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae (HI) ou bacille de Pfeiffer est un petit cocco-bacille a Gram

négatif, aérobie et pléomorphe. Il a besoin de facteur de croissance pour se

développer: ce sont les facteurs X (hémine) et V (nicotinamide adénosine

dinucléotide : NAD). Il n’est pas mobile et ne sporule pas. Il peut étre encapsulé ou

non.

L'Homme est le seul hdte connu et les souches non encapsulées font partie de la

flore commensale des voies aériennes supérieures. HI est retrouvé chez 75 % des

jeunes enfants et chez 35 % chez I'adulte. La transmission inter-humaine se fait par

voie aérienne (gouttelettes de Pflligge) ou plus rarement par contact direct.

Les facteurs de virulence de HI sont les suivants :

une capsule polysaccharidique de grande taille inhibant la phagocytose et
caractérisée par I'existence de six sérotypes différents (de a a f) dont le plus
fréequent (associé a 90 % des infections) est le type b contre lequel il existe
un vaccin. Il est a souligner que les anticorps acquis suite a une infection
sont trés protecteurs ce qui expligue que l'infection touche essentiellement
les enfants de trois mois a trois ans. Le pouvoir pathogene de HI dépend de
la présence de la capsule. Si les souches ne sont pas encapsulées, elles ne
provoquent que des atteintes localisées comme des bronchites ou des otites
moyennes alors que si elles sont encapsulées, elles peuvent entrainer des

épiglotites ou des méningites.

le lipide A faisant partie du lipopolysaccharide de surface est responsable

de I'inflammation aigué.

une protéase qui détruit I'extrémité Fc des anticorps.
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HI fait partie avec le S. aureus des premieres especes bactériennes colonisant les
enfants atteints de mucoviscidose (13). La prévalence chez les patients
mucoviscidosiques colonisés ou infectés par HI est d’environ 15 % (14, 15). Les
plus fort taux de colonisation par HI ont été observés chez les enfants de moins de
dix ans (15). Bien que la pathogénicité de HI soit établie, son rbéle délétere sur
I'épithélium bronchique est inférieur a celui de S. aureus et de P. aeruginosa. De
méme, contrairement a S. aureus, P. aeruginosa et au complexe Burkholderia
cepacia (Bcc), il est rarement responsable de colonisation chronique. Enfin, son
éradication est habituellement facile bien que plus de 30 % des souches produisent

une béta—lactamase, les rendant résistantes aux aminopénicillines.

3.2 Staphylococcus aureus

3.2.1. Généralités

Staphylococcus aureus est un cocci a Gram positif, aérobie-anaérobie facultatif. Il
s’agit d’'un pathogene ubiquitaire qui peut survivre dans I'environnement mais dont

le réservoir est principalement humain et animal (animaux a sang chauds).

S. aureus peut étre encapsulé mais la présence d’'une capsule est inconstante. S.
aureus peut également s’entourer d’un biofilm, le « slime », produits lors de

changements environnementaux.
S. aureus peut coloniser les muqueuses et la peau de I'Homme mais également les
fosses nasales qui représentent une niche écologique préférentielle des patients

atteints de mucoviscidose (66 % des patients) (62).

La transmission inter-humaine de S. aureus est soit directe (les mains,

I'éternuement, les effractions cutanées) soit indirecte (draps, matériels meédicaux).
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S. aureus a été le premier pathogene reconnu comme responsable d’infection
broncho-pulmonaire chez les jeunes patients atteints de mucoviscidose. Avant I'ére
des antibiotiques, les infections a S. aureus représentait la premiere cause de
mortalité chez ces patients. Actuellement, c’est le deuxiéme micro-organisme le
plus fréquemment isolé a partir du tractus respiratoire des enfants de moins de dix
ans. La virulence est liée a la fois a sa capacité a adhérer a I'épithélium bronchique
grace a ses adhésines de surface (clumping factor, acide ribitolteichoiques,

protéine A) et a échapper aux défenses de I'organisme.

La prévalence d’isolats chez les sujets mucoviscidosiques varie en fonction des
centres de 28 % a 63,3 % (14, 15, 17). Les plus fort taux de colonisation par S.
aureus ont été observés chez les enfants agés de onze a quinze ans (15). S.
aureus reste sensible a de nombreux antibiotiques. En effet, la prévalence des
souches méticillino-résistantes est peu élevée parmi les sujets mucoviscidosiques.
Elle est de 9,2 % en France (64) et varie entre 6 et 20 % aux Etats-Unis (14).

3.2.2. Variants a petites colonies de S. aureus

Des formes auxotrophes de S. aureus peuvent exister au niveau des bronches des
patients atteints de mucoviscidose et au sein de foyers infectieux osseux. Cette
sous population de S. aureus a été décrite la premiere fois en 1911 par Kolle et
Hetsch (18, 20). Il s’agit des variants a petites colonies de S. aureus ou « S. aureus
Small Colony Variants » (SA SCV). Ceux-ci sont responsables de la persistance de
S. aureus dans I'arbre bronchique et de ce fait de la récurrence des infections dues

a ce micro-organisme (18, 19, 20).

2.1. Caractere auxotrophe

Les SA SCV sont des souches auxotrophes vis-a-vis de facteurs intervenant dans
le transport des électrons de la chaine respiratoire (ménadione, hémine, thiamine) -

mutants dits respiratoires - et/ou de la thymidine - mutants dits métaboliques.
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a) Mutants respiratoires

La ménadione permet la synthése de la ménaquinone en agissant comme un
accepteur d’électron provenant du NAD ou du FAD (flavine adénine dinucléotide).
La thiamine sert a la synthese de la ménadione. L’hémine sert a la synthese des
cytochromes qui joue le réle d’accepteur d’électron de la ménaquinone.

Le caractere auxotrophe des SA SCV vis a vis de ces composés aboutit a une

diminution de la production d’ATP dont les conséquences sont (18, 21, 33, 34) :

= une diminution de la synthése des caroténoides qui a des conséquences

sur I'aspect morphologique des colonies (colonies non pigmentées).

= une croissance plus lente de SA SCV ce qui a des conséquences
microbiologiques (difficulté de détection et d’isolement) et cliniques (moindre

efficacité des béta-lactamines).

= une diminution du gradient électrochimique membranaire qui explique la
résistance des SA SCV aux aminosides dont la diffusion transmembranaire
est dépendante de ce gradient. Hoffman et coll. (23) ont étudié, in vitro,
I'effet de la substance HQNO (4-Hydroxy-2-heptylQuinoline-N-Oxyde) sur
les souches de S. aureus. HQNO est une substance sécrétée par certaine
souche de P. aeruginosa et qui a été retrouvé dans les expectorations de
patients mucoviscidosiques. Elle a pour réle premier d’inhiber la croissance
des bactéries a Gram positif afin de permettre sa dissémination. Or, en
présence d’aminosides, un effet paradoxal de HQNO a été observé. HQNO
protége S. aureus de l'action des aminosides en inhibant les cytochromes
de S. aureus et en favorisant I'apparition des souches de SA SCV (23).
D’apres cette étude, la co-colonisation ou co-infection par S. aureus et P.
aeruginosa représenterait 20 a 25 % des patients.

= une diminution de la synthése des facteurs de virulence (exoprotéines,

alpha toxine).
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b) Mutants métaboligues

Le mécanisme d’adaptation des souches auxotrophes a la thymidine n’est pas
connu mais l'utilisation répétée et au long court du Bactrim® = cotrimoxazole est
suspectée d’induire les souches thymidine dépendante.

Toutefois, les conséquences cliniques et microbiologiques sont les mémes que les

mutants respiratoires.

c) Prévalence des souches auxotrophes chez les pati___ents

mucoviscidosiques

Deux études ont montré que les souches SA SCV sont plus fréquemment
auxotrophes a la thymidine. Dans I'étude de Proctor et coll. (18), 53 % des souches
étaient auxotrophes a la thymidine (n=78) et 32 % de celles-ci étaient a la fois
auxotrophe pour la thymidine et I'hémine. Khal et coll. (24) ont montré que 57,5 %
des SA SCV étaient auxotrophes pour la thymidine (n=212) et que 12,2 % d’entre
elles avaient un double caractére auxotrophe pour la thymidine et 'hnémine. Dans
ces deux études, les souches auxotrophes a la thymidine étaient aussi résistantes
au cotrimoxazole. Il est a souligner que les patients porteurs d’'une souche de SA
SCV auxotrophe a la thymidine avaient été traités au long court par du
cotrimoxazole. Il semble donc que [utilisation prolongé et fréquente de
cotrimoxazole favorise I'apparition des SA SCV (18, 24). Au final, S. aureus semble
capable de diminuer la synthese de protéines non essentielles a sa survie Ce

phénomene est facilement et rapidement réversible (18, 19, 25).

Bésier et coll. (26) ont étudié linfluence de I'dge, des petits poids et du
cotrimoxazole sur I'apparition des souches de SA SCV. Ces auteurs ont montré
gue ces trois variables étaient significativement associées a I'apparition des SA

SCV mais qu’'elles étaient indépendantes.
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Kahl et coll. (24) et Bésier et coll. (26) ont étudié la prévalence des SA SCV chez
des patients mucoviscidosiques. Parmi les patients colonisés par S. aureus de
phénotype normal, 17 a 46,1 % sont également porteurs de SA SCV (24, 26). Par
contre, seulement 2 a 2,7 % des patients sont colonisés ou infectés par SA SCV
(Tableau 2). Cette différence entre les deux études peut s’expliquer par I'utilisation
du cotrimoxazole au long de court plus fréquemment dans I'étude de Khal et coll.

(24) par rapport a I'étude de Bésier et coll. (26).

Tableau 2 : Prévalence des souches de SA SCV (27, 24, 26).

0,
% de patients colonisés/infectés S/((?‘,\d/ecﬁ:z
Nombre les patients
. seul SASCV seul SA
patients
Kahl et coll. (27) 1998 78 67,9 34,6 33,3 NC NC
Kahl et coll. (24) 2003 72 72,2 388 30,5 2,7 46,1
Bésier et coll. (26) 2007 252 48 39,6 7,9 2 17

NC = non communiqué, SA = S. aureus

3.2.2.2. Adhérence aux cellules épithéliales

respiratoires et pouvoir invasif

L'adhérence des SA SCV aux cellules non phagocytaires est une étape préalable
et nécessaire a leur internalisation par ces derniéres. S. aureus posséde de
nombreuses protéines de surface qui lui permettent d’adhérer a la surface des
tissus hétes avec une affinité élevée pour certains composants de la matrice
extracellulaire. Ces protéines sont appelées « Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules » (MSCRAMM) et sont capables de se lier
a la fibronectine, au collagéne, au fibrinogéne et a la vitronectine (28, 29).

La fibronectine semble jouer un réle majeur dans I'adhérence et l'invasion de S.
aureus. En effet, deux MSCRAMMSs ont été identifiées comme étant des protéines
se liant avec une forte affinité a la fibronectine. Ce sont les « Fibronectin-Binding
Protein » de type A et de type B (FnBP A et FnBP B) (28, 29). Ces protéines sont
capables de se lier a plusieurs molécules de fibronectine. Il a également été

démontré que l'internalisation de SA requérait les intégrines a5p1.
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Ces intégrines sont des récepteurs connus pour fixer la fibronectine. Ces dernieres
résident en des points particuliers de la membrane cellulaire, appelées points de
contact focaux qui servent de point dancrage aux filaments d'actine du
cytosquelette. Donc, l'internalisation de S. aureus serait initiée par I'intermédiaire
de la fibronectine qui se lie d'une part aux FNnBP de S. aureus et d’autre part aux
intégrines de la cellule héte. Cependant, bien que [linteraction
fibronectine/FnBP/intégrine soit essentielle a l'internalisation de S. aureus, d’autres
interactions interviennent, avec la protéine de choc thermique 60, la protéine

d’adhérence extracellulaire, le clumping factor.

La particularité de cette sous population de S. aureus est sa capacité a pénétrer
par endocytose dans les cellules non phagocytaires comme les fibroblastes, les
cellules épithéliales, les kératinocytes mais aussi de persister et de se répliquer au
sein de ces cellules (28, 30). Jarry et coll. (30) ont étudié in vitro le trafic cellulaire
de S. aureus dans deux types de cellules épithéliales : CFT-1 (Cystic Fibrosis
Tracheal cell), lignée de cellules épithéliales portant la mutation A F508 qui est la
plus fréquemment retrouvé dans la mucoviscidose et LCFSN (complemented cell
line), lignée de cellules ne portant pas de mutations engendrant la mucoviscidose.
Ces auteurs ont montré que S. aureus est capable d’envahir les cellules CFT-1, de
s’y répliquer et d’en induire I'apoptose. Ces phénomenes ne sont pas observes
avec les cellules LCFSN. Une fois internalisé par endocytose, S. aureus survit dans
les vacuoles d’endocytose dont il inhibe la fusion avec les lysosomes avant de

s’échapper dans le cytosol (30).

Von Eiff et coll. (20) ont montré dans une étude prospective que les souches SA
SCV associées a des souches de S. aureus de phénotype normal pouvaient
persister plusieurs mois avec une médiane de 37 mois (extrémes : 6 a 70 mois) au
niveau des cellules épithéliales. De méme, Kahl et coll. (24) avaient montré que les
souches SA SCV seules pouvaient persister plusieurs mois avec une moyenne a

16,8 mois (extrémes : 3 a 31 mois).
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3.2.2.3. Diminution de I'expression de facteursd e

virulence et survie intracellulaire

S. aureus possede de nombreux facteurs de virulence qui sont essentiellement
régulés par le systeme agr/sarA. Le systéme agr (accessory gene regulator) est un
systeme de gquorum-sensing dépendant d’'une molécule auto-inductible, appelée
PAI (peptide auto-inductible) qui induit I'activation de I'opéron agr a partir d’un seuil
donné (25, 28).

L’activation d’agr aboutit a la surexpression des exoprotéines comme l'a-toxine et a
la diminution de [I'expression des protéines d’adhésion. Le systeme sarA
(staphylococcal accessory regulator A) code une protéine (DNA binding protein
sarA) également importante pour l'activation du locus agr.

Certaines études ont demontré que le systéme agr/sarA était réprimé chez les
mutants HemB (mutant de S. aureus auxotrophe pour ’hémine) ainsi que chez les
souches isolées cliniguement de patients atteints de mucoviscidose (25, 28, 31).
Ainsi, I'expression de certains genes de virulence, en particulier le géne hla qui
code pour I'a-toxine est diminué. Ceci favorise indirectement la survie intracellulaire
des SA SCV en évitant toute agression des cellules hétes dont la durée de vie n’est
pas modifiée (19, 20, 31).

D’autres auteurs ont étudié le role du facteur auxiliaire sigma (sigB) dans la
régulation des genes de S. aureus (25, 29). SigB intervient dans la régulation des
genes codant les protéines d'adhésion et les facteurs de virulence lorsque
'environnement est défavorable. Il a été montré que les souches cliniques
exprimant le facteur sigB avaient une meilleure capacité a pénétrer et a persister
dans les cellules non phagocytaires par rapport aux mutants (25, 29).

Le systeme de régulation sigB/agr/sarA est complexe et nécessite encore des
investigations afin de mieux comprendre le mécanisme de formation des SA SCV.
S. aureus est donc capable de passer d’'un phénotype SCV au phénotype normal.
Les mécanismes ne sont pas encore €élucidés mais il est supposé que S. aureus de
phénotype normal pourrait réactiver les SA SCV restés quiescent dans les cellules
non phagocytaires par la libération de PAI (25).
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Vaudaux et coll. (29) ont étudié I'expression du clumping factor (protéine
d’adhésion de S. aureus) chez des mutants HemB de S. aureus. Ces auteurs ont
montré que les protéines d’adhésion étaient surexprimées chez les SA SCV par
rapport aux souches de phénotype normal de S. aureus et que les facteurs de

virulence étaient réprimés.

Sifri et coll. (32) ont étudié la virulence de mutants HemB (absence d’hémine) ou
menD (absence de ménadione) vis a vis d’'un nématode (Caenorhabditis elegans).
Ces auteurs ont montré que les mutants hemB et menD (mutants de S. aureus
auxotrophe pour la ménadione) étaient moins virulents que leurs souches
parentales dans ce modeéle. Toutefois, d’autres études animales a partir de modéle

animal différent ont montré des résultats controversés (20, 32).

En conclusion, S. aureus est capable de s’adapter a un environnement défavorable
pour échapper aux défenses de l'organisme, a l'action des antibiotiques et pour
permettre sa dissémination. Cette adaptation s’accompagne d'un changement
phénotypique, les variants a petites colonies de S. aureus, qui a des conséquences
cliniques par une éradication plus difficile et microbiologiques par une détection et

un isolement qui posent des problemes méthodologiques (voir partie B).

3.3 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est un bacille a Gram négatif non fermentant, aérobie strict et
également appelé bacille pyocyanique. Ce dernier est mobile grace a un flagelle
monotriche. C’est une bactérie trés répandue dans la nature (air, sols) et les
habitats humides (fleurs, circuit d’eau, lavabo, toilettes ...) et qui peut exister a I'état
de saprophyte chez 'Homme. Il s’agit d’'un pathogéne opportuniste dont la

transmission inter-humaine peut étre directe ou indirecte.

P. aeruginosa possede de nombreux facteurs de virulence (12) :

» |es adhésines (pili de type V).
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I'élastase et la protéase alcaline sont deux enzymes protéolytiques qui
créent des dommages tissulaires en diminuant la phagocytose et en
désorganisant les jonctions inter-cellulaires. De plus, I'élastase de P.
aeruginosa dégrade les immunoglobulines, les facteurs de la coagulation,
les composants du complément, les cytokines et linhibiteur de Il'alpha
protéase tout en stimulant la libération des mucines. C’est une enzyme plus
puissante que I'élastase des PNN. Ainsi, cette enzyme a un role important
dans [l'entretien de [linflammation chez les patients atteints de

mucoviscidose et colonisés ou infectés par P. aeruginosa.

I'exotoxine A provoque une nécrose tissulaire. Elle catalyse le transfert de
I’ADP-ribosyl du NAD" sur le facteur d’élongation 2 qui inactive la synthése

protéique.

I'exotoxine S ou ADP-ribosyl transférase est une enzyme qui interrompt la
transduction des signaux des cellules eucaryotes, stimule la réorganisation
de l'actine, inhibe la régénération tissulaire, sert de puissant mitogéne pour
les lymphocytes T, maintient I'infection a P. aeruginosa en facilitant son

adhérence et est cytotoxique spécialement pour les cellules épithéliales.

la phospholipase C hydrolyse les Iécithines et stimule la libération d’IL-8 par
les monocytes.

des pigments comme la pyocyanine qui se lie au fer, inhibe la croissance

d’autres bactéries et inhibe la clairance muco-ciliaire.

La survenue d’infection a P. aeruginosa dans la mucoviscidose est un tournant

evolutif de la maladie. Elle va impliquer une adaptation thérapeutique de la prise en

charge, le plus précocement possible. En effet, une prise en charge précoce a un

effet positif sur I'évolution clinique, la fonction respiratoire, la densité bactérienne au

niveau du tractus respiratoire, l'intensité de l'inflammation, la qualité de vie, I'état

nutritionnel et enfin la survie (35, 38, 41, 42). La primo-colonisation est possible des

les premiers mois de vie et se produit en moyenne entre huit et dix ans (13, 36).
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Les données épidémiologiques concernant les patients mucoviscidosiques
colonisés/infectés par P. aeruginosa sont maintenant bien établies (Tableaux 3 et
4):

= lincidence augmente progressivement avec I'age des patients.

= |a prévalence globale varie de 48 a 67 % selon les centres

mucoviscidosiques.

= |a prévalence des sujets colonisés/infectés par les souches mucoides varie
de 26 a 35 % (15, 17).

Tableau 3 : Incidence des patients mucoviscidosiques colonisés ou infectés
par P. aeruginosa (35, 36).

2a5ans 26 a 30 ans
Doring et coll. (36)2000 29,8 % 81,3 %

0Oab5ans 25a 34 ans
Mayaud et coll. (35)2007 11 % 74 %

Tableau 4 : Prévalence des patients mucoviscidosiques colonisés ou
infectés par P. aeruginosa (14, 15, 16, 17).

Souches sauvages et
souches mucoides de
P. aeruginosa

Souches mucoides
de P. aeruginosa

Miller et coll. (14)2003 60 % Non communiqué
Lambiase et coll. (16) 2006 67 % Non communiqué
Paschoal et coll. (17) 2007 48 % 35 %
Valenza et coll. (15) 2007 50 % 26 %

Le risque de colonisation pour P. aeruginosa chez ces patients est lieé a des

facteurs reconnus ou suspectés (35) :

» ['hospitalisation et les transmissions croisées.
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» [|'antibiothérapie préalable.

= Jaltération de la muqueuse bronchique et de la clairance muco-ciliaire.

= |es facteurs de virulence de P. aeruginosa.

L’acquisition de P. aeruginosa est presque inéluctable car environ 90 % des
patients qui ont une atteinte pulmonaire sévere ou qui décédent sont colonisés par

P. aeruginosa (13, 37).

Une caractéristique microbiologique de P. aeruginosa dans la mucoviscidose est
l'existence de différents variants phénotypiques provenant du tractus respiratoire
bien que ces patients soient colonisés par peu de génotypes différents.

Lors de la primo-colonisation, les souches sont généralement non mucoides et
sensibles aux antibiotiques. C’'est a cette période qu’'une éradication au moins
transitoire (qQuelques mois a quelques années) peut étre obtenue. Une fois qu’une
colonisation chronique par P. aeruginosa est établie, I'éradication du pathogéne
des voies respiratoires devient illusoire. Cette colonisation chronique se caractérise
par un changement phénotypique de P. aeruginosa. En effet, via des phénoménes
de quorum sensing, P. aeruginosa s’organise en structures complexes évoluant de
simples microcolonies a des macrocolonies au sein d'un biofilm structuré. P.
aeruginosa synthétise une matrice d’exopolysaccharides composée d'alginates,
appelée « slime » (35). Cette synthése est favorisée par certaines mutations du
géne CFTR et a l'osmolalité élevée (13). Ces variants sont appelés « souches
mucoides » et signent I'entrée en phase chroniqgue. Ces souches peuvent
communiquer entre elles et ainsi diminuer I'expression des facteurs de virulence

favorisant de ce fait leur persistance avec I'hote.

Les conséquences du changement phénotypique sont a la fois cliniques et
microbiologiques. Au niveau clinique, ces souches mucoides deviennent
résistantes a la phagocytose et a de nombreux antibiotiques par diminution de la

pénétration et de l'activité bactéricide de ces derniers.
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Au niveau microbiologique, ce changement phénotypique est responsable d'un
changement morphologique sur les cultures. De plus, ces souches ont perdu leur

mobilité et elles sont capables de persister dans un environnement défavorable.

Un autre phénotype a été mis en évidence au sein de souches de P. aeruginosa
isolées a partir d’expectorations de patients atteints de mucoviscidose. Ce sont les
variants a petites colonies de P. aeruginosa (PA SCV). La détection de ces
souches est associée a une altération marquée de la fonction respiratoire et a
I'utilisation par inhalation des antibiotiques (39, 40). Toutes les souches de PA SCV
n’ont pas la méme virulence. Certaines sont capables de synthétiser un biofilm plus
dense et plus stable, d’adhérer plus fortement a I'épithélium bronchique et d’étre
plus cytotoxique que les souches sauvages ou mucoides (39, 40). Ces souches
surexpriment le systéeme de sécrétion de type lll, qui est un facteur de virulence
majeur de P. aeruginosa. Ce systeme de sécrétion permet d’injecter directement
dans le cytosol des cellules hotes des protéines effectrices comme les exotoxines
(40). Ces souches entrainent une mortalité plus importante, dans les conditions
expérimentales ainsi qu’animal, que les souches sauvages ou mucoides. Les
souches PA SCV ont une capacité a coloniser de maniére persistante les voies
aériennes mais présente également une résistance plus importante aux
antibiotiques. Sur le plan du diagnostic bactériologique, leur détection est plus
difficile.

La précocité de la reconnaissance d’'une infection a P. aeruginosa est donc capitale
pour instaurer une antibiothérapie rapide et adaptée, pour éviter ou retarder
l'apparition des souches mucoides et pour permettre une meilleure évolution
clinique et fonctionnelle. Néanmoins, la distinction entre colonisation et infection
n'est pas toujours évidente, c’est pourquoi le consensus européen a défini les
différents stades de colonisation ou infection a P. aeruginosa (Tableau 5). Cette

classification permet de choisir la thérapeutique la plus adaptée.
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Tableau 5 : Définition des différents stades de colonisation/infection par
P. aeruginosa (36).

Présence de PA dans I'arbre bronchique sans signes directs

Primo- (fievre, syndrome inflammatoire) ou indirects (Ac sériques)
colonisation _ _ o _ _
d’infection ou de Iésions tissulaires.

Présence de PA dans I'arbre bronchique pendant au moins 6 mois

Colonisation  aitesté par au moins 3 cultures positives a au moins 1 mois
chronique . . . o . )
d’intervalle, sans signes directs ou indirects d’infection.

Primocolonisation associée a des signes directs ou indirects

Infection d’infection ; peut étre aussi diagnostiqué par la détection d’Ac sur
broncho- au moins 2 sérums chez un patient n’expectorant pas et avec des
pulmonaire P b P

cultures négatives.

Colonisation chronique associé a des signes directs ou indirects
{)nrfr?éﬁg- d’infection ; peut étre aussi diagnostiqué par la détection d’Ac sur

pulmonaire 2 sérums chez un patient n’expectorant pas et avec des cultures

chronique L
négatives.

3.4 Complexe Burkholderia cepacia

Le complexe Burkholderia cepacia (Bcc) ou Burkholderia sensu lato est un bacille a
Gram négatif non fermentant, aérobie stricte et mobile. Historiguement, il a été
décrit comme un phytopathogene des bulbes d’oignons en 1950 par le professeur
Burkholder. Initialement, cette bactérie était classée au sein du genre
Pseudomonas (Pseudomonas cepacia) mais les données phénotypiques,
chimiotaxonomiques, génomiques et phylogénétiques ont permis de le reclasser en
1992 dans un nouveau genre : Burkholderia. Depuis 1995, I'espece Burkholderia
cepacia a été divisée en variétés géenomiques appelées génomovars. Ce sont des
souches phénotypiquement similaires mais génotypiguement différentes avec 30 a

60 % d’homologie pour les genes codant 'ARN 16S.
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A I'heure actuelle, dix sont décrit (43, 44, 46) :

Génomovar | : Burkholderia sensu stricto

=  Génomovar Il : Burkholderia multivorans

= Génomovar Il : Burkholderia cenocepacia

=  Génomovar IV : Burkholderia stabilis

= Génomovar V : Burkholderia viethamiensis

=  Génomovar VI : Burkholderia dolosa

=  Génomovar VIl : Burkholderia ambifaria

=  Génomovar VIl : Burkholderia anthina

= Génomovar IX : Burkholderia pyrrocinia

= Génomovar X ou taxon K . Il s’agit d’'un nouveau génomovar décrit pour la

premiere fois en France en 2005 (45).

Bcc est un saprophyte ubiquitaire. Il est retrouvé dans les sols et I'eau (y compris
dans I'eau du robinet et I'eau distillée) et sur les plantes (oignon, blé, mais, riz,
fruits et légumes). Il est capable de survivre dans les amibes libres (Acanthamoeba
polyphaga). Bcc est considéré comme un agent opportuniste de 'Homme et des
plantes. De plus, Bcc est une bactérie d’intérét industriel, utilisée dans I'agriculture
car ce dernier produit des substances antibactériennes et antifongiques utilisées
comme biodégradant des agents polluants organiques (déchets industriels et
pesticides chimiques). La transmission de Bcc peut étre soit inter-humaine directe
(gouttelettes d’eau, personnel soignant, a I'extérieur de I'hopital par les contacts
sociaux) soit via I'environnement (nébuliseurs, survie dans les amibes libres,

réservoir industriel).
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La premiere description de la colonisation du tractus respiratoire de patients atteints
de mucoviscidose par Bcc date de 1979. Depuis, l'incidence de cette colonisation
n'a cessé d’augmenter dans les pays industrialisés. En France, l'incidence était en
2005 de 15,2 % avec un age moyen de la population colonisée de 19,8 + 7,6 ans.
L’age moyen d’acquisition pour les primo-colonisations observées en 2005 était de
15,8 + 9,3 ans (45). La prévalence en 2005 est de 2,5 % en France (45). Les
études épidémiologiques ont révélé que la prévalence des especes B. multivorans
et B. cenocepacia était la plus élevée parmi les espéces appartenant au complexe
B. cepacia. Ces deux especes représentent, en 2005, 86 % des colonisations par
Bcc, avec une prédominance de l'espéce B. cenocepacia (16, 45). Le taux de
mortalité lié au Bcc, en 2005, est de 7,2 % ; les décés sont associés dans la
majorité des cas a B. cenocepacia (Tableau 6). 80 % des patients colonisés par
Bcc le sont de maniere chronique (45).

Tableau 6 : Données épidémiologiques francaises du complexe
Burkholderia cepacia en 2005 (43, 45).

Age moyen de la

Génomovar rimo-colonisation Prévalence Taux de
P (%) mortalité (%)
(ans)
Il (B. multivorans) 13,2 38,8 22,2
Il (B. cenocepacia) 17,8 47,5 66,7

Enfin, il faut noter que d’autres espéece appartenant au genre Burkholderia peuvent
coloniser les patients atteints de mucoviscidose: B. gladioli (4,9 % des
colonisations en 2005), B. thailandasis (0,8 % des colonisations en 2005) et B.
fungorum (45, 47).

Bcc possede de nombreux facteurs de virulence (43) :

» |a production de sidérophores et d’hémolysine.

» |a capacité de former un biofilm.
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'existence d’un lipopolysaccharide plus toxique ayant une structure
particuliére du lipide A.

la capacité d’envahir les cellules épithéliales respiratoires, d'y survivre et de

s’y multiplier.

Le potentiel pathogene du Bcc au niveau du tractus respiratoire des patients

mucoviscidosiques varie en fonction du génomovar :

les souches appartenant au génomovar | sont rarement responsables de
colonisation des voies respiratoires et sont essentiellement des

phytopathogenes.

les souches appartenant au génomovar Il, V et VI sont associées a des
infections sous forme d’épidémie avec un pouvoir pathogéene moins délétere

sur le plan clinique que pour le génomovar lll.

les souches appartenant au génomovar Il posséde un haut potentiel
pathogene chez 'Homme. Il s’agit de souches hautement transmissibles
(pilis codés par le gene cblA). Ces souches peuvent induire I'apparition d’'un
« syndrome cepacia» qui associe une bactériémie a une pneumonie
nécrosante. La détérioration clinique est dans ce cas rapide et fatale. Cela
concerne 20 % des patients colonisés par Bcc. Il est a souligner que la
présence de souches appartenant au génomovar Il sont associées a une
survie raccourcie de cinq ans par rapport aux patients colonisés par P.
aeruginosa. Bcc est également associé a une mortalité plus élevée aprés
greffe pulmonaire. La mortalité a six mois est de 33 % pour les patients
colonisés par Bcc contre 8 % pour les patients non colonisés (45). La survie

est diminuée a cing ans. Seul le génomovar Il est impliqué.
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3.5 Autres bacilles a Gram négatif non fermentants

P. aeruginosa est le principal pathogene Gram négatif non fermentant isolé dans
les expectorations des patients atteints de mucoviscidose. De nouvelles bactéries a
Gram négatif non fermentants sont en émergence depuis plusieurs années. Bien
gue leur implication clinique soit mal connue, leur isolement et leur identification
sont trés importants puisque la prise en charge du patient varie selon la bactérie

isolée.

3.5.1. Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrophomonas maltophilia (SM) est un bacille a Gram négatif non fermentant,
aerobie facultatif, non sporulé et mobile (flagelles polaires).

SM a subi plusieurs reclassements taxonomiques: au départ, il était nommé
Pseudomonas maltophilia puis Xanthomonas maltophilia; puis, en 1993, un
nouveau genre a été proposé : Stenotrophomonas qui compte a I'heure actuelle

guatre espéces. Seul SM a un intérét médical et vétérinaire.

SM est une espece ubiquitaire, retrouvée dans les sols, les plantes, les eaux (eau
de surface, eau usée) et les aliments réfrigérés (lait de vache, de brebis ou
pasteuris€). Bien que peu fréquemment, SM peut exister au niveau de la gorge,
des mains et des feces des sujets sains. La transmission inter-humaine peut étre
directe ou indirecte. SM est considéré comme un agent pathogéne opportuniste,
responsable de colonisation ou d’infections chez les patients immunodéprimés, les

grands brdlés et les patients atteints de mucoviscidose (48).

Chez ces derniers, la prévalence de SM augmente depuis plusieurs années et varie
de 9 a 15 % selon les études (15, 16, 17). Le plus fort taux de colonisation a été

observé entre 16 et 20 ans (15).
SM est capable d’adhérer au plastique, au verre et au téflon et aussi de survivre et

de se multiplier dans les solutés injectables et les liquides de dialyse tout en
sécrétant une substance pyrogene de faible poids moléculaire.
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Si le rbéle pathogéne des lipopolysaccharides de surface et des sites de fixation
pour le fragment Fc des immunoglobulines est encore incertain, la virulence de SM
repose sur de nombreuses enzymes (des protéases, des enzymes cytolytiques,
des élastases, des lipases) et un biofilm dont la synthése repose, comme P.
aeruginosa, sur lI'expression du géne Alg C qui code une phosphoglucomutase,
enzyme clé pour la synthése d’exopolysaccharides. Il est a souligner que la
production de biofilm est un facteur favorisant la persistance de SM dans le tractus

respiratoire et sa capacité a établir une colonisation chronique (48).

Diverses études suggerent que SM n’était pas associé chez les patients atteints de
mucoviscidose a des infections respiratoires symptomatiques. Une étude clinique
récente, portant sur 89 souches de SM isolées de prélevements respiratoires,
indique que la majorité des souches sont des colonisateurs mais ne sont pas

associées a des infections respiratoires significatives (48 49, 50).

Waters et coll. (48) ont étudié le potentiel immunogene de SM par rapport a P.
aeruginosa. Ces auteurs concluent que SM contribuerait a entretenir le processus
inflammatoire. En effet, SM est trés immunogéne et est capable d'induire
'expression d’'IL-8 et donc de participer au recrutement des PNN. SM induit
également une expression plus importante que P. aeruginosa de TNF-a. Or, ce
dernier est un facteur d’activation des macrophages et des PNN qui de ce fait
peuvent de part leur accumulation conduire a un processus inflammatoire
responsable d’'une détérioration progressive de la fonction respiratoire. Ainsi, SM
augmenterait plutét la morbidité que la mortalité (48). Toutefois, la co-colonisation
de SM et P. aeruginosa rend difficile la détermination des réles de chaque micro-
organisme. Waters et coll. (48) suggerent que I'éradication de SM pourrait diminuer

le processus inflammatoire.

3.5.2. Achromobacter xylosoxidans

Achromobacter xylosoxidans (AX) est un bacille a Gram négatif non fermentant,

aeérobie, non sporulé et mobile par plusieurs flagelles.
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AX est une bactérie ubiquitaire, retrouvée dans le sol et les eaux (eau du robinet,

nébuliseurs, eau distillée...).

La prévalence de colonisation ou infection par AX chez les sujets
mucoviscidosiques varie de 1,1 a 7 % selon les études (16, 52). L’age moyen
d’acquisition d’AX est de 20 ans, avec une durée moyenne de colonisation de 1,5
+0,9 ans (52). Les résultats obtenus de De Baets et coll. (52), qui ont étudié
limpact clinigue des souches d’AX isolées de prélevements respiratoires de
patients atteints de mucoviscidose, suggerent qu’AX serait plutét responsable de
colonisation que d’infection respiratoire sans impact sur la fonction respiratoire.
Cette colonisation serait facilitée par les dommages pulmonaires préexistants.
Enfin, une transmission croisée entre patients a été rapportée (52). Toutefois, des
études prospectives sont nécessaires pour évaluer la prévalence et l'impact

clinique des souches d’AX chez les patients atteints de mucoviscidose.

3.5.3. Autres bacilles a Gram négatif non fermentan ts

Le genre Pandorea regroupe cing espéces différentes. Ce sont des bacilles a Gram
négatif non fermentants, aérobie et mobile par un unique flagelle. Ces espéces sont
retrouvées dans I'environnement (sols, eaux) et le lait en poudre. En 2005, un seul
cas de colonisation du tractus respiratoire a été rapporté en France chez un patient

mucoviscidosique (45).

Le genre Ralstonia regroupe cing especes. Ce sont des bacilles a Gram négatif
non fermentants, aérobies et mobiles ou immobiles. Seules trois espéeces sont
impliquées en pathologie humaine : R. mannitolytica, R. pickettii et R. insidiosa ; les
autres especes sont des phytopathogenes. En 2005, six cas de colonisation du
tractus respiratoire par Ralstonia ont été rapportés en France chez des patients
mucoviscidosiques (prévalence : 4,8 %) (45). Deux especes sont impliquées : R.

mannitolytica et R. pickettii.
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Le genre Inquilinus comprend une seule espéce : Inquilinus limosus (IL) décrite en
2002 (55). Seuls quelques cas de colonisation par IL ont été rapportés chez des
patients atteints de mucoviscidose (53, 54, 55, 56, 57, 58). IL est un bacille a Gram
négatif non fermentant, non sporulé et aérobie. Son réservoir n’a pas encore été
déterminé mais il est probablement environnemental (53, 56). D’aprés les études
de biologie moléculaire, il ne semble pas exister de transmission croisée (53, 54,
56). Les souches décrites dans les différents cas rapportés sont de nature mucoide
(53, 54, 56) et sont capables de persister plusieurs mois apres la premiere culture
microbiologique positive (53). En effet, IL produit, comme P. aeruginosa, deux
types similaires d’exopolysaccharides chargés négativement. Cette charge
négative a un réle dans la défense de la bactérie contre le systeme du complément
(55). L'impact clinique d’IL n’est pas connu mais selon 'étude de Schmodt et coll.
(54), IL a un pouvoir invasif pouvant étre a 'origine d’'une réaction inflammatoire. Il
est a souligner qu’lL semble étre doté d’'un cas d’endocardite chez un patient non
mucoviscidosique (57). En raison de sa croissance lente et de son aspect mucoide,
l'identification est difficile car cette espéce peut étre confondue avec d’autres
bacilles a Gram négatif non fermentants comme P. aeruginosa. Par conséquent, sa
prévalence de 2,4 % dans I'étude de Wellinghausen et coll. (53) est probablement

sous estimée.

3.6. Mycobactéries non tuberculeuses

Les malades atteints de mucoviscidose constitue un groupe a risque d’infection
communautaire vis a vis des mycobactéries atypiques (ou mycobactéries non
tuberculeuses : MNT). Un certain nombre d’avancées technigues ont permis de

mieux appréhender 'impact des MNT.
Les MNT sont des bacilles acido-alcoolo-résistant qui peuvent vivre en saprophytes

chez 'Homme ou les animaux. Certaines espéces peuvent cependant provoquer

chez 'Homme des infections locales ou systémiques.
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La pathogénicité des MNT dans la mucoviscidose est désormais reconnue. La
transmission des MNT par les réseaux d’eau sanitaire ou les aérosols n'a pas
encore été demontrée (59). Des études de typage de souches par biologie
moléculaire n'ont pas montré de transmission croisée entre les patients (59). La
prévalence des sujets mucoviscidosiqgues colonisés ou infectés par une MNT est
variable selon les centres et 'age des patients. Le Bourgeois et coll. (59) ont ainsi
montré que la prévalence augmente avec I'age : 5 % avant 15 ans et 15 % apres
15 ans. L'espece la plus fréiquemment isolée dans ce contexte en France est
Mycobacterium abscessus (MA) alors qu’aux Etats-Unis, Mycobacterium avium
intracellulare (MAC) est prépondérante. MA a en plus la particularité d’étre I'espéce
la plus pathogene, la plus résistante aux antibiotiques et d’étre capable d’infecter
les patients dés les premieres années de vie alors que MAC n’apparait qu’'a partir
de quinze ans. La dilatation des bronches de ces malades constitue un facteur
prédisposant local au développement d'une infection pulmonaire a MNT mais
certaines formes familiales ou récidivantes suggerent I'existence d’autres facteurs

de susceptibilité non encore élucidés (59).

3.7. Bactéries anaérobies

Si I'existence de bactéries anaérobies, et de maniere prédominante de cocci a
Gram positif et de Bacteroides spp., a été observée au niveau des sécrétions
respiratoires de patients mucoviscidosiques, leur implication physiopathologique est

encore inconnue et reste a déterminer (60, 61).
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4. Diagnostic bactériologigue

4.1. Prélevements

La conférence de consensus de la Société Francaise de Pédiatrie recommande

une

surveillance bactériologique réguliere et adaptée des le diagnostic de

mucoviscidose. Cette surveillance repose sur la réalisation de prélevements

respiratoires, entre un et trois mois, selon I'age et la gravité de I'atteinte respiratoire
(62, 63).

Difféerents prelévements bactériologiques peuvent étre réalisés (62) :

le Lavage Broncho-Alvéolaire (LBA) est le prélevement bactériologique de
référence. Cependant, il s’agit d’'un examen invasif, protégé méme si une
contamination par la flore buccale n’est pas exclue, risqué méme dans les
mains d’'un opérateur expérimenté et pouvant nécessiter une sédation. Par
ailleurs, certains broncho-fibroscopes pédiatriques ultra-fins ne disposent
pas de canal opérateur et d’autres ne permettent pas la réalisation de
prélevement sur cathéter protégé, par insuffisance de diametre du canal
opérateur. Enfin, il ne faut pas oublier qu’il s’agit d'un examen difficilement

reproductible et plus colteux que les autres prélevements.

'obtention de sécrétion broncho-pulmonaire est plus facile et peut étre
optimisée par une séance de kinésithérapie respiratoire voire par la prise de
broncho-dilatateurs et/ou d’un aérosol de rhDNAse.

D’autres prélevements comme un écouvillonnage oro-pharyngé (EOP),

éventuellement au décours d'un effort de toux ou une aspiration naso-pharyngée

(ANP) peuvent également étre utilisés.
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Dans la pratique clinique, I'examen cytobactérien des expectorations (ECBE) est
lanalyse la plus fréquemment effectuée. D’autres types de prélevements sont
souvent utilisés chez le jeune enfant en raison de la difficulté a obtenir des
expectorations spontanées. Dans ce contexte, 'ANP était utilisé de facon
préférentielle alors que I'EOP était utilisé préférentiellement dans le continent Nord-
Américains et en Australie (64). La validité de I'ECBE par rapport au LBA a été

démontrée alors que celle des EOP est plus discutée.

Une étude prospective comparant, dans une population de patients atteints de
mucoviscidose (n= 89), 'examen bactérien des sécrétions respiratoires recueillies
par EOP ou ANP par rapport a 'TECBE a montré que 'EOP était fiable pour la
détection bactérienne de S. aureus et P. aeruginosa mais ne I'était pas pour HI. En
effet, une culture positive a S. aureus ou P. aeruginosa suite a un recueil des
sécrétions respiratoires par EOP ne signifie pas une infection certaine des voies
aériennes inférieures mais une culture négative évoque que le risque d’infection est
peu probable (64). Toutefois, cette technique de préléevement n’a pas été évaluée
pour la recherche de micro-organismes rares (Bcc, SM, AX...) chez les jeunes
enfants mucoviscidosiques. De plus, 'TEOP ne permet pas un dénombrement des

colonies bactériennes qui est une mention légale.

Enfin, Liebermann et coll. (65) a comparé I'ANP et 'EOP chez 300 adultes non
mucoviscidosiques, pour [identification de trois bactéries: HI, Streptococcus
pneumoniae et Branhamella catarrhalis. Les résultats ont montré qu’il n’existe pas
de différence significative de sensibilité pour la détection de HI entre les deux
techniques alors que I'ANP est plus sensible pour la détection de Streptococcus
pneumoniae et que I'EOP est plus sensible pour la détection de Branhamella

catarrhalis.

En conclusion, 'ECBE reste le prélevement non invasif de choix. L'EOP est une
méthode simple de recueil des sécrétions, non invasive et facilement répétable
mais son interprétation doit se faire avec précaution. Des études incluant un plus
grand nombre de sujets sur une durée plus longue que les études antérieures sont

nécessaires afin de définir la place de 'EOP.

66



4.2. Examens bactériologiques

421 Examen direct et mise en culture

Le laboratoire doit étre informé du statut mucoviscidosique du patient afin d'utiliser
un protocole d'identification de tous les pathogenes significatifs et d’en étudier la

sensibilité aux antibiotiques.

Un examen direct aprés coloration de Gram est réalisé afin de dénombrer les
cellules épithéliales, les polynucléaires neutrophiles et la flore bactérienne présente
(Figure 9). Si de nombreux cocci a Gram négatif sont observés, un milieu
supplémentaire (gélose au sang cuit) est ensemencé pour la recherche de

Branhamella catarrhalis.

Strepto

Pyo muqueux

Figure 9 : Examen direct d'une expectoration.
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Il est recommandé d'utiliser des milieux spécifiques pour la recherche des

différentes especes bactériennes isolées lors de mucoviscidose (Tableau 7) (11,

62, 63). Un dénombrement doit étre réalisé pour permettre la détection d’au moins

10% UFC/mL (UFC = unité formant des colonies). Les milieux doivent étre incubés

pendant 24 a 72 heures avec une premiére observation a 24 heures. Dans I'état

actuel des connaissances, la recherche de mycobactéries ne semble pas devoir

étre systématique en dehors d’un contexte clinique particulier.

Tableau 7 : Milieux d’ensemencement recommandés pour la détection et
l'identification des principales espéeces bactériennes pathogénes isolées chez
les patients mucoviscidosiques (36, 63).

Bactéries

Milieux recommandés par le consensus
européen

Haemophilus influenzae

Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Burkholderia cepacia
Mycobactérie atypique

Autres bactéries a Gram positif

Autres bactéries a Gram négatif

Gélose au sang cuit supplémenté de
facteurs de croissance ou gélose
Haemophilus®

Gélose au mannitol ou gélose au sang
supplémenté ou non en acide nalidixique*

Gélose sélective (gélose cétrimide®)

Gélose sélective (BCSA®, gélose
cepacia®)

Gélose Lowenstein-Jensen®*

Gélose au sang additionné ou non d’acide
nalidixique *

Gélose MacConkey

* = milieux utilisés au laboratoire de bactériologie du CHU de Nancy

4.2.2. ldentification bactérienne

Au cours de la mucoviscidose, la connaissance de I'écologie bactérienne des

patients est primordiale pour permettre une prise en charge thérapeutique optimale.
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4.2.2.1. Haemophilus influenzae

Le genre Haemophilus comprend des bactéries a croissance difficile car elles
nécessitent des milieux de culture qui apportent le facteur X et/ou le facteur V. Le
facteur X entre dans la composition des enzymes respiratoires contenant du fer
(cytochromes, cytochrome oxydase, catalase, péroxydase). Le facteur V est une
co-enzyme de la déshydrogénase (66, 67). Haemophilus influenzae (HI) exige a la
fois le facteur X et le facteur V pour croitre. La gélose Haemophilus® contient ces

deux facteurs mais ne permet pas de faire le diagnostic d’espece.

La présence d’Haemophilus est évoquée devant la présence de colonies sur le
milieu Haemophilus® et I'absence de colonies sur la gélose lactosée. En effet, la
gélose lactosée n'apporte aucun des facteurs nécessaires a leur croissance. Les
souches capsulées donnent aprés incubation des colonies muqueuses, assez
grosses (3 mm) alors que les souches non capsulées donnent des colonies plus
petites, convexes ou plates et grisatres (Figure 10). En cas de doute, une coloration
de Gram pourra étre réalisée a partir des colonies et montrera des petits bacilles a

Gram négatif.

Figure 10 : Aspect des colonies d’Haemophilus influenzae non capsulées sur la
gélose Haemophilus®.
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Outre les caractéres culturaux, I'identification de HI repose en grande partie sur la
recherche de I'exigence en facteur V et X. Plusieurs méthodes sont utilisables. Au
laboratoire de bactériologie du CHU de Nancy, la méthode des disques imprégnés
de facteur V, X ou X + V est utilisée. Pour cela, une suspension bactérienne est
ensemencée par inondation sur un milieu Mueller-Hinton apres dépoét des trois
disques. Le milieu de culture est incubé pendant 24 heures a 37C sous une
atmosphére enrichie en CO,. HI se caractérise par une exigence en facteur V et en
facteur X, ce qui explique l'aspect de satellitisme observé uniquement autour du
disque X + V (Figure 11).

Haemophilus influenzae

Figure 11 : Aspect de satellitisme autour du disque X +V de H. influenzae.

Ce diagnostic peut étre confirmé en cas de nécessité par I'utilisation de systeme

d'identification biochimique (carte Vitek® NH).

Une recherche de béta-lactamase est systématiguement effectuée par une

technique chromogénique (disque de nitrocéfine).
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4.2.2.2. Staphylococcus aureus

a) Souches de phénotype normal

La présence de Staphylococcus aureus est évoquée sur I'aspect des colonies. Les
colonies de S. aureus sont grosses (2 a 3 mm de diamétre), lisses, blanches ou
jaunes. De plus, S. aureus réalise une hémolyse béta sur le milieu au sang (66,
67). En cas de doute, une coloration de Gram confirmera la présence de cocci a
Gram positif en amas et la recherche de catalase sera positive sur les milieux de

culture sans sang

En pratique courante, l'identification de S. aureus repose sur la fermentation du
mannitol (milieu chapman®), la mise en évidence d’une DNase ou d’une coagulase
et la positivité d’un test d’agglutination spécifique (Slidex® : mise en évidence du
facteur d’affinité pour le fibrinogéne (clumping factor), de la protéine A et de

polysaccharides capsulaires de S. aureus).

Figure 12 : Aspect des staphylocoques a coagulase négative (a gauche) et de S.
aureus (& droite) sur un milieu Chapman®: S. aureus fermente le
mannitol contenu dans le milieu ce qui se traduit par un changement de

coloration du milieu (indicateur de pH : rose —jaune).
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Si les criteres d’identification précédemment décrits ne sont pas réunis, une
identification reposant sur I'étude des caractéres biochimiques est réalisé par
exemple a l'aide de I'automate Vitek® 2 (carte vitek® 2 GP) ou de galeries Api ID 32
Staph® (bioMérieux).

Un test biochimique rapide (Rapidec® Staph de bioMérieux) basé sur la recherche
d’'une enzyme spécifigue de SA peut également étre réalisé. Cette méthode, dont la
sensibilité et la spécificité sont supérieure a 99 %, est basée sur la recherche de
lauréase, enzyme protéolytique de la coagulation. Cette enzyme réagit avec la
prothrombine pour former un complexe appelé staphylothrombine qui clive un
peptide fluorescent. Aprés quatre heures d’incubation a 37T, une lecture est
effectuée a la lumiére ultra-violette (UV). En présence de S. aureus, une

fluorescence jaune est observee.

b) SA SCV

A la coloration de Gram, les SA SCV apparaissent sous forme de cocci a Gram

positif en amas et ne se distinguent par d’autres staphylocoques dorés.

Les milieux de culture les plus favorables pour la croissance des SA SCV sont ceux
enrichis au sang (gélose au sang, gélose au sang cuit). Certains auteurs ont
montré l'intérét de I'utilisation de milieux sélectifs enrichis avec d’autres facteurs de
croissance comme par exemple la gélose chromID™ S. aureus (SAID, bioMérieux)
pour la reconnaissance des SA SCV (33).La croissance apparait en 24 a 72 heures
et nécessite souvent une incubation en atmosphére enrichie en CO, voire en

atmosphere anaérobiose.
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Sur la gélose au sang (Négram®), les colonies des SASCV sont dites « naines »
car elles sont dix fois plus petites que celles de S. aureus de phénotype normal
(Figure 13).

Figure 13 : Aspect des colonies de SA SCV (en haut) et de S. aureus de phénotype

normal (en bas) sur gélose Columbia®.

Ces colonies ne sont plus hémolytiques a linverse des souches normales (béta
hémolyse). Par ailleurs, les colonies de SA SCV sont blanches a l'inverse des
colonies typiques de S. aureus qui produisent un pigment jaune-doré. En effet,
chez les souches de SA SCV, la biosynthése des caroténoides, responsables de la
coloration jaune-doré, est altérée en raison de linterruption du transport des
électrons (21, 22).

L'utilisation des sucres est modifiée en ce qui concerne les souches de SA SCV.
En effet, ces souches ne fermentent plus ou peu le lactose, le mannitol et le
turanose mais utilisent le glucose et le fructose comme source d’énergie (18, 20,
21, 22). Les SA SCV ne réduisent plus les nitrates et utilisent le N-
acétylglucosamine. Alors que la catalase peut étre faussement négative, le test
d'agglutination au latex (Slidex®) est positif. Chez SA SCV, lactivité¢ de la
coagulase est diminuée et peut faire croire a une réaction faussement négative. En
effet, la coagulase devient positive apres 24 heures d’incubation a 37<C contre 3 a

4 heures chez S. aureus de phénotype normal.

73



L’identification et la réalisation de l'antibiogramme par des systémes automatisés
(Vitek® 2, bioMérieux) ou & l'aide des galeries miniaturisées (Api 32 Staph®,
bioMérieux) est difficile voire impossible pour les SA SCV car leur croissance lente
ne permet pas de détection optique. Il est a noter que les souches de SA SCV sont
typiguement résistantes a la meéticilline et aux aminosides, y compris a la
gentamicine (18, 21, 22).

4.2.2.3. Pseudomonas aeruginosa

La présence de Pseudomonas aeruginosa est évoquée d’apres leur odeur (seringa)
et 'aspect des colonies sur les milieux utilisés (66, 67). Sur le milieu lactosé, les
colonies sont plates et extensives, a bord irrégulier, avec un aspect métallique.
Pour les souches pigmentées (environ 95 % des souches), la pigmentation verte
est caractéristique de P. aeruginosa. Cette pigmentation résulte de la combinaison
de deux pigments : la pyoverdine (pigment jaune-vert non spécifique) et pyocyanine
(un pigment bleu hydrosoluble spécifique de P. aeruginosa). Sur le milieu
cétrimide®, les colonies ont le méme aspect mais présentent une pigmentation
spontanée vert-pale et une fluorescence verte sous UV. Il est a souligner que les
souches mucoides de P. aeruginosa ont un aspect différent: les colonies sont
gélatineuses, lisses et apigmentées aussi bien sur le milieu cétrimide® (Figure 14)
que sur la gélose lactosée. De plus, ces souches ne développent plus d’odeur
caractéristique.

__:_

Figure 14 : Aspect des colonies mucoides de P. aeruginosa sur milieu Cétrimide®.
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L’identification de I'espece est en suite basée sur la recherche de la production
d’'une oxydase (P. aeruginosa: oxydase positive), la détermination du caractere non
fermentant (par exemple & I'aide du milieu Kligler®) et I'étude des autres caractéres
biochimiques (par exemple & laide de galeries Api 20 NE® ou de carte
d’identification Vitek ® 2 BN).

La détection et la quantification des anticorps anti-P. aeruginosa sont également
utilisées pour la surveillance et le suivi des primo-colonisations et des infections a
P. aeruginosa dans la mucoviscidose. Cette méthode a été principalement utilisée
pour caractériser le passage a linfection chronique. Des études récentes ont mis
en évidence l'apparition parfois précoce, avant le premier isolement en culture, des
anticorps anti-P. aeruginosa en particulier les anticorps dirigés contre I'exotoxine A
(41, 42). Ces résultats dépendent des techniques et des préparations antigéniques
utilisées qui nécessiteraient une standardisation en raison de I'hétérogénéité des
kits commercialisés. La sérologie est utile chez les patients dont les cultures restent
négatives pour la recherche de P. aeruginosa. Une sérologie positive associée a
une culture négative doit faire réfléchir a la mise en place ou non d’'une prise en
charge thérapeutique. La recherche des précipitines de P. aeruginosa par immuno-
électrophorése bidimensionnelle peut aider a la distinction entre colonisation
chronique et infection chronique. En effet, la présence de plus de deux arcs de

précipitation est en faveur d’une infection chronique.

La Société Francaise de Pédiatrie recommande une surveillance sérologique tous

les 3 a 4 mois chez les patients dont les cultures restent négatives (62).
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4.2.2.4. Complexe Burkholderia cepacia

Les bactéries appartenant au complexe Burkholderia cepacia (Bcc) sont des
bacilles a Gram négatif non fermentants dont la croissance lente nécessite au
moins deux jours d’incubation des milieux de culture & 37<C. La présence de Bcc
est évoquée sur I'aspect des colonies sur le milieu Cépacia® et la gélose lactosée
(66, 67). Ce sont des petites colonies de 1 a 2 mm de diametre, transparentes
faisant virer le milieu Cépacia® au rose (Figure 15). De plus, les colonies de Bcc ont

une odeur caractéristique d’oignons (cepia signifie en latin oignon).

Figure 15 : Aspect des colonies du complexe B. cepacia sur la gélose cepacia®.

De méme que pour P. aeruginosa, l'identification de Bcc repose sur la recherche
d’'une production d’oxydase, la détermination du caractere non fermentant et I'étude
des autres caractéres biochimiques (Vitek® 2, Api 20 NE®). Il est & souligner que
pour les espéces appartenant au complexe B. cepacia le caractére oxydase positif
est lent a apparaitre.

En cas de probleme d’identification, le diagnostic bactériologique de Bcc par
biologie moléculaire (ARN 16 S) doit étre réalisé.
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4.2.2.5. Autres bacilles a Gram négatif non ferment ants

La meéthodologie pour lidentification des autres bacilles a Gram négatif non
fermentants retrouvés lors de la mucoviscidose est similaire a celle utilisée pour P.

aeruginosa et B. cepacia (66, 67).

Comme pour les especes appartenant au complexe B. cepacia, l'identification des
bacilles a Gram négatif non fermentants n'est pas toujours facile et nécessite
parfois d’avoir recours aux technigues de biologie moléculaire qui est d'ailleurs
indispensable pour identifier certaines especes comme par exemple Inquilinus.

Limosus et les espéces appartenant au genre Pandoreae.

4.2.3. Etude de la sensibilité aux antibiotiques

L'étude de la sensibilité aux antibiotigues des différentes bactéries isolées est en
général réalisée selon les recommandations du Comité de I'Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM) (68).

En dehors des méthodes par diffusion en gélose (disques, E-test), les
antibiogrammes peuvent étre realisés a l'aide de systéemes semi-automatisés
comme par exemple le systéme Vitek ® 2. Néanmoins, il est & souligner que ce
systeme est moins adapté pour les souches de P. aeruginosa isolées dans la
mucoviscidose et n'est pas validé pour les autres bacilles a Gram négatifs non

fermentants.

Il est a noter que pour H. influenzae, un antibiogramme n’est pas systématiquement
réalisé. En effet, les souches de HI sont généralement sensibles aux antibiotiques
(béta-lactamines, aminosides, fluoroquinolones ....) et les souches résistantes a
I'ampicilline par production de béta-lactamase sont recherchées a l'aide d'un disque
de nitrocéfine. Ces souches restent sensibles a Il'association aminopénicillines -

inhibiteur de béta-lactamase.
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4.2.4. Difficultés et limites du diagnostic bactéri ologique

42.4.1. liées aux prélevements

A l'exception des écouvillons oro-pharyngés, l'analyse des prélevements
respiratoires repose d’abord sur un examen direct (coloration de Gram). Il permet
d’évaluer la qualité du prélevement selon les critéeres microscopiques habituels
c'est a dire le rapport entre le nombre de PNN et le nombre de cellules épithéliales

buccales ainsi que la flore bactérienne présente (63).

Les prélevements respiratoires contaminés par la salive sont caractérisés par
I'existence de nombreuses cellules épithéliales bucco-pharyngées (Figure 16), et
d'une flore de type salivaire, polymorphe et composée de staphylocoques a
coagulase négative, streptocoques oraux, de corynébactéries, de levures et
d’autres bactéries de la flore buccale. La contamination salivaire rend
l'interprétation des résultats difficile et la détections des variants a petites colonies

de S. aureus aléatoire.
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Figure 16 : Exemple d’un examen direct (coloration de Gram) :
- préléevement respiratoire adéquat (en haut).

- prélévement respiratoire salivaire (en bas).
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4.2.4.2. Liées a l'identification

L’identification des bactéries d’intérét repose, généralement, sur l'utilisation de
techniques phénotypiques classiques. Ces meéthodes sont cependant parfois
insuffisantes pour certaines bactéries qui ont perdu leurs caractéres biochimiques
et structuraux classiques, comme en particulier certains bacilles a Gram négatif non
fermentants et certaines souches de S. aureus, isolées au niveau du tractus

respiratoires des patients mucoviscidosiques.

Ainsi, lidentification des variants a petites colonies de S. aureus est

particulierement difficile. Cet aspect sera traité dans le chapitre B.

Pour ce qui concerne les bacilles a Gram négatif non fermentants, Ferroni et coll.
(69) ont montré que 4 % des souches de bacilles a Gram négatifs non fermentants
isolés chez des patients atteints de mucoviscidose, étaient mal identifiees a l'aide
des techniques phénotypiques conventionnelles (galeries Api 20 E®) : 75% de ces
souches ont donné un profil inconnu et 25 % une identification erronée. L'erreur la
plus fréquente était l'identification de B. cepacia au lieu de P. aeruginosa, S.
maltophilia ou A. xylosoxidans, sachant que toutes ces souches étaient résistantes
a la colistine. Plusieurs hypothéses expliquant ce nombre non négligeable d’erreurs

d’identification ont été évoquées (69) :

= 89 % des patients porteurs d’une souche atypique sont traités par de fortes
doses d’antibiotigues en aérosol (tobramycine et/ou colistine). Or, cette
antibiothérapie a pu sélectionner des mutants meétaboliquement déficients

possédant un haut niveau de résistance aux antibiotiques.

= |l a été montré qu’une incubation prolongée augmentait la proportion de
bactéries déficientes. Or, dans cette étude, les souches atypiques ont été

isolées aprés 72 heures d’incubation.

= [utilisation de milieux sélectifs tel que le milieu cepacia® qui contient de la
colistine augmenterait I'isolement de souches atypiques (A. xylosoxidans, S.

maltophilia et les rares souches de P. aeruginosa résistants a la colistine).
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D’autres auteurs ont rapporté des fréquences d’erreur d’identification variant de 4 a
50 % pour I'espece B. cepacia, S. maltophilia et A. xylosoxidans (70, 71, 72, 73,
74). Des études américaines ont montré des résultats similaires. Une premiére
étude impliquant 115 centres de mucoviscidose aux Etats-Unis, montre que 11 %
des isolats identifiés comme B. cepacia n’en étaient pas mais appartenaient a
'espece Burkholderia gladioli ou aux genres Pseudomonas, Stenotrophomonas ou
Achromobacter (72). La seconde étude américaine portant sur 49 centres de
mucoviscidose a montré que 11 % des souches identifiées comme A. xylosoxidans

appartenaient principalement a I'espece P. aeruginosa (73).

4.2.4.3. Liées a l'antibiogramme

Des difficultés peuvent étre rencontrées lors de la réalisation de I'antibiogramme.
Elles concernent principalement les variants a petites colonies de SA et les bacilles

a Gram négatif non fermentants.

L’'antibiogramme des SA SCV ne peut pas étre réalisé selon les recommandations
standards du CA-SFM. En effet, le milieu recommandé (milieu de Mueller-Hinton)
pour l'antibiogramme d'un S. aureus de phénotype normal ne peut étre utilisé
puisque ces souches ne cultivent pas sur ce milieu. Il faut utiliser soit un milieu
Mueller-Hinton au sang ou mieux une gélose au sang (TSS®). L'incubation doit se
faire en atmosphere enrichie en CO, voire sous atmosphére anaérobie afin

d’obtenir une croissance optimale.

Les antibiogrammes des bacilles a Gram négatif non fermentants posent des
difficultés de lecture et d’interprétation et en particulier les souches mucoides de P.
aeruginosa. Dans ce cas, la lecture ne peut étre faite qu’aprées 48 heures
d'incubation et nécessite une lecture attentive des diameétres d'inhibition. Par
ailleurs, il est a noter que linterprétation des différents phénotypes de résistance
chez P. aeruginosa multirésistant est tres difficile du fait de I'accumulation des
mécanismes de résistances chez ces souches - en patrticulier isolées de patients
mucoviscidosiques - et du nombre important des clones qui peuvent étre isolées

chez un méme patient.
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La recherche des béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) et/ou des
carbapénémases méme si elle est possible est difficile a envisager pour les
souches de P. aeruginosa isolées dans la mucoviscidose. Enfin, la corrélation entre
l'activité in vitro des molécules testées et leur activité in vivo n’est pas toujours

vérifiée.

5. Antibiothérapie

Lors de mucoviscidose, l'inflammation et les infections entretiennent un cercle
vicieux et sont responsables de la dégradation pulmonaire. Ces éléments ont
justifié I'élaboration de recommandations centrées sur les stratégies thérapeutiques
a visée respiratoire s'intégrant dans une prise en charge globale de la maladie.

5.1. Particularités pharmacocinétiques des patient S

atteints de mucoviscidose

La posologie des antibiotiques et la durée du traitement doivent étre adaptées a la
sensibilité des bactéries aux antibiotiques et aux caractéristiques
pharmacocinétiques des patients mucoviscidosiques (62). Ainsi, le volume de
distribution est augmenté et la demi-vie d’élimination est raccourcie.
L’augmentation de I'élimination rénale et non rénale nécessite des doses élevées
d’antibiotiques. De plus, ces caractéristigues sont encore modifiées par ['état
nutritionnel du patient et par la gravité de la maladie. Aussi les posologies
préconisées par la plupart des équipes spécialisées restent mal définies et
correspondent rarement a I'autorisation de mise sur le marché (AMM) des produits.
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5.2. Traitement des principales bactéries impliqué es dans

la mucoviscidose

5.2.1. Haemophilus influenzae

Le traitement et I'éradication de HI est habituellement “facile”, ce qui explique
pourquoi il n’y a pas de consensus sur le traitement de HI (11, 13). Il repose en
premiere intention sur I'amoxicilline et pour les souches possédant une béta-
lactamase sur I'amoxicilline associée a I'acide clavulanique.

Toutefois, d’autres molécules peuvent étre utilisées comme la ciprofloxacine,

I'azithromycine ou la clarithromycine.

5.2.2. Staphylococcus aureus

En raison du risque lié a la prévalence croissante des S. aureus résistants a la
méticilline (SAMR), la mise en oeuvre de mesures d’hygiéne strictes est
indispensable. En France, 9,2 % des patients atteints de mucoviscidose sont
porteurs de SAMR en 1999 (62).

5.2.2.1. Antibioprophylaxie primaire

La prophylaxie primaire se pose a I'heure du dépistage néonatal. Aujourd’hui,
'antibioprophylaxie primaire n’est pas recommandé chez le nourrisson et I'enfant
atteint de mucoviscidose car elle expose a une colonisation a P. aeruginosa plus

fréquente et plus précoce (62).

5.2.2.2. Traitement des exacerbations

Le traitement des infections a S. aureus sensibles a la méticilline (SAMS) repose
en premiéere intention sur l'administration per os d’'une béta-lactamine, comme
'amoxicilline, la cloxacilline ou l'oxacilline, associé ou non a l'acide fusidique,

pendant une durée d’au moins 14 jours (62).
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En cas d’allergie a la pénicilline, les patients peuvent bénéficier d’'un traitement par
rifampicine — acide fusidique, sachant que ces molécules ne doivent pas étre
utilisées en monothérapie.
En cas d’infection concomitante avec HI, l'association amoxicilline — acide
clavulanique est proposée.
Toutefois, la persistance de SAMS au-dela de 14 jours fait discuter selon I'état

clinique un traitement prolongé de 1 a 3 mois sans qu’il n’existe de regles précises.

Le traitement des infections a SAMR (S. aureus résistant a la méticilline) repose en
premiére intention sur la bithérapie pristinamycine — rifampicine. Les alternatives
comprennent les glycopeptides (vancomycine, teicoplanine) et le linézolide (AMM

pour les patients de plus de 18 ans).

Le traitement des infections a SA SCV proposé est I'association rifampicine — acide
fusidique (62).

Le traitement des infections mixtes a S. aureus et P. aeruginosa repose sur

l'utilisation d’antibiotiques actifs sur les deux bactéries.

5.2.2.3. Antibioprophylaxie secondaire

L’antibioprophylaxie secondaire a pour but d'éviter la réapparition rapide de la

symptomatologie respiratoire.

L'antibioprophylaxie secondaire des SAMS repose sur une monothérapie continue
(oxacilline, cloxacilline, minocycline chez l'adulte et I'enfant de plus de 8 ans)
pendant 1 a 3 mois. Le linézolide peut étre une alternative (62).

L'antibioprophylaxie secondaire des SAMR n’est pas clairement définie. Les
nébulisations de vancomycine ne sont pas recommandées et l'antibiothérapie
alternée séquentielle n’est pas validée. L'association rifampicine — acide fusidique

semble intéressante mais doit étre validée (62).
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5.2.3. Pseudomonas aeruginosa

L'objectif est de retarder le plus possible le passage a la chronicité.

La prophylaxie primaire repose essentiellement sur des mesures d’hygiene.

La nécessité du traitement de la primo-colonisation n’est pas discutée mais Il
n’'existe aucun consensus international validant le protocole le plus adapté. La
Société Francaise de Pédiatrie propose l'association de deux antibiotiques
bactéricides (ex : ceftazidime, tobramycine), par voie intraveineuse pendant 14 a 21
jours, suivis ou non d’aérosols de colistine pendant 3 & 6 mois (62). Le protocole
danois est proposé comme alternative par la Société Francaise de Pédiatrie bien
gu'’il y ait des biais méthodologiques. Il se déroule en trois étapes :

= Etape 1 : association pendant 21 jours de ciprofloxacine per os (30 mg/kg
par jour en deux prises) et d’aérosols de colistine (1 million d’'unités deux fois

par jour).

= Etape 2 : si P. aeruginosa est isolé plus d’'une fois en 6 mois, il est proposé
d’associer pendant 21 jours la ciprofloxacine per os a la méme dose et des

aérosols de colistine a 2 millions d’unités trois fois par jour.

= Etape 3 : si P. aeruginosa est isolé pour la troisieme fois dans les 6 mois, il
préconise d’associer pendant 3 mois la ciprofloxacine per os (méme dose
gue précédemment) et des aérosols de colistine (2 millions d’'unités trois fois

par jour).

Le traitement des infections chroniques a pour but de diminuer I'inoculum bactérien,

d’espacer les exacerbations et de ralentir la dégradation de la fonction respiratoire.
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Le traitement des exacerbations repose sur une bithérapie par voie intraveineuse
associant une béta-lactamine (ceftazidime, ticarcilline associé ou non a l'acide
clavulanique, pipéracilline associé ou non au tazobactam, imipéneme) a la
tobramycine. Cependant, le choix des antibiotigues devra tenir compte de
I'antibiogramme et des réponses thérapeutiques antérieures.

En présence de souches multirésistantes, une trithérapie (non validée) peut étre
instaurée en associant aux bithérapies précédemment décrites la ciprofloxacine per
os. L'utilisation par voie intraveineuse de colistine peut également étre envisagée

dans cette situation (62).

Le traitement systématique programmeé de l'infection chronique par les antibiotiques
inhalés est une alternative aux cures intraveineuses tous les trois mois et a été
validé. La Société Francaise de Pédiatrie propose l'utilisation de la tobramycine en
aérosol par cure de 28 jours suivi de 28 jours sans traitement. Ce schéma est
possible des I'dge de 6 ans avec une posologie de 300 mg deux fois par jour

pendant 96 semaines.

Enfin, il faut noter que I'azithromycine a un intérét dans le traitement des infections
chronique par son pouvoir bactéricide mais également par ces propriétés anti-
inflammatoires (62). Toutefois, la poursuite du traitement doit étre réévaluée tous

les 3 mois en raison du manque de recul pour cette molécule.

5.2.4. Complexe Burkholderia cepacia

Les souches de Bcc sont des bactéries tres résistantes aux antibiotiques. Ces
résistances sont principalement dues a la production d’enzymes inactivantes mais il
existe des mécanismes non enzymatiques comme les pompes a efflux et la
perméabilité sélective (44). Ces bactéries sont naturellement résistantes a la
ticarcilline (associé ou non a l'acide clavulanique), I'imipénéme, les quinolones, le
chloramphénicol, le triméthoprime, la fosfomycine et la colistine (68). Il n’existe pas
a I'heure actuelle de consensus sur le traitement des souches de Bcc. Il faudra
evidemment tenir compte de I'antibiogramme et des réponses thérapeutiques des

patients.
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Cependant, plusieurs équipes ont étudié la sensibilité aux antibiotiques des
souches de Bcc isolés chez des patients atteints de mucoviscidose.

Middleton et coll. (75) ont étudié I'effet de la tobramycine en aérosol sur quatre
patients atteints de mucoviscidose. Les résultats étaient encourageants puisque
Bcc a été éradiqué chez trois patients sur quatre.

Zhou et coll. (76) ont étudié la sensibilité de 18 antibiotiques sur 2621 souches de
Bcc isolées chez 1257 patients mucoviscidosiques. Les résultats de leur étude ont
montré que les molécules les plus actives étaient le méropéneme (26 % de
souches sensibles), la minocycline (38 % de souches sensibles) et la ceftazidime

(23 % de souches sensibles).

Aaron et coll. (77) ont étudié I'effet in vitro de la combinaison de 1 a 3 antibiotiques
(choix parmi 15 antibiotiques) sur 119 souches de Bcc isolées chez 51 patients
atteints de mucoviscidose. Ces auteurs ont observé que la trithérapie a forte
concentration associant le méropéneme (32 pg/mL), la ceftazidime (32 ug/mL) et la
tobramycine (200 pg/mL) avait un plus fort pouvoir bactéricide (bactéricidie

observée chez 93 % des souches).

Lekkas et coll. (78) ont étudié l'effet de cures de témocilline chez 20 patients
atteints de mucoviscidose dans une étude rétrospective de 10 ans. Une
améelioration des parametres cliniques et respiratoires a été observée dans 56 %
des cures, ce qui correspondait a 13 patients sur 20. Bien que la témocilline soit
une molécule peu toxique, bien tolérée et ne favorisant pas la production de [3-
lactamases, les patients étaient aussi traités avec de la tobramycine, ce qui

empéche d’exclure un effet synergique entre ces deux molécules.
En conclusion, les traitements disponibles des souches de Bcc restent limités. I

devient indispensable de trouver de nouvelles stratégies thérapeutiques pour tenter
d’éradiquer les souches du Bcc.
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5.2.5. Autres bactéries

Il nexiste pas de consensus pour le traitement antibiotique de ces bactéries. Par
conséquent, la prise en charge devra tenir compte de la clinique, de
I'antibiogramme et des données de la littérature.

Il n’existe pas de stratégie codifiée pour le traitement des bacilles a Gram négatifs
non fermentants autres que P. aeruginosa et B. cepacia. De plus, ce sont des
bactéries multirésistantes par des mécanismes innés et acquis rendant leurs

traitements difficiles et limités.

S. maltophilia est naturellement résistant a de nombreux antibiotiques
'amoxicilline, la ticarcilline, la pipéracilline, les céphalosporines de premiére et
deuxieme génération, le céfotaxime, Il'imipéneme, le triméthoprime et la
fosfomycine (68).

Gabriel et coll. (51) ont étudié la sensibilité de 10 molécules sur 955 souches de
SM isolées a partir de prélevements respiratoires de 673 patients atteints de
mucoviscidose. Ces auteurs ont montré que la doxycycline (80 % des souches
inhibées) était la molécule la plus active et que la colistine a forte concentration
(200 ug/mL) a éte efficace sur 87 % des souches étudiées. Les études de synergie
ont montré que les associations ciprofloxacine ou cotrimoxazole associé a la
ticarcilline — acide clavulanique étaient les plus efficaces avec un effet bactéricide

vis a vis des souches étudiées de 65 et 64 % respectivement (51).

l. limosus est une bactérie de découverte récente. Il existe peu de données sur
cette bactérie. Chiron et coll. (56) ont étudié la sensibilité de cinq souches isolées
chez des patients atteints de mucoviscidose. IL n’était sensible qu’a trois
antibiotiques parmi les 20 molécules testées : I'imipéneme, la ciprofloxacine et la

rifampicine.
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Pour ce qui concerne les MNT, la stratégie antibiotique varie suivant I'espéce en

cause :

Le traitement de M. avium doit comporter de la clarithromycine ou de
l'azithromycine. Ces molécules ne doivent jamais étre utilisées en
monothérapie car elles induisent systématigquement [I'apparition de
résistance et doivent de ce fait étre associée a la rifampicine ou a la
rifabutine et a I'éthambutol (59). Le traitement doit étre prolongé pendant 12

mois apres la négativation bactériologique.

Le traitement de M. abscessus est particulierement difficile car il s’agit d’une
bactérie tres résistante. Le schéma initial comporte une bithérapie
intraveineuse (imipénéme ou céfoxitine associé a lI'amikacine) associé a
deux antibiotigues oraux (clarithromycine ou azithromycine associé a
I'éthambutol) pendant au moins quatre semaines. Le schéma classique est
de traiter 12 mois aprés la négativation bactériologique par une bithérapie
orale (59).
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B.EVALUATION D’'UN MILIEU CHROMOGENE POUR LA
DETECTION DES SOUCHES DE SA SCV

Les variants a petites colonies de S. aureus se caractérisent par une croissance

lente et des modifications morphologiques et métaboliques.

Afin d’obtenir une croissance optimale des SA SCV, des milieux enrichis au sang
(gélose au sang, gélose au sang cuit) ont été recommandés (63). En cas de
contamination par la flore salivaire, la croissance lente et la petite taille des
colonies, méme sur gélose au sang supplémenté d’acide nalidixique rendent leur

détection difficile sur ces milieux.

D’autres milieux plus sélectifs, supplémentés avec d'autres facteurs de croissance
et un mélange chromogeéene (gélose chromID™ S. aureus [SAID, bioMérieux],
gélose CHROMagar® Staph aureus, Mast Diagnostica) permettent a priori une
détection plus aisée de ces souches a partir des prélevements respiratoires
obtenus chez les patients mucoviscidosiques. En effet, ces milieux permettent de
se départir, du moins en partie, de la flore salivaire tout en facilitant la mise en
évidence des souches de S. aureus par le biais d’une détection chromogénique.

En effet, sur milieu non chromogénique, l'aspect des colonies de SA SCV (colonies
blanches de trés petite taille) peut étre confondu avec celui d’autres bactéries telles
gue les staphylocoques a coagulase négative, les corynébactéries ou les levures,
qui font partie de la flore salivaire. A I'heure actuelle, l'utilisation des milieux

sélectifs est de ce fait recommandée (63).

Kipp et coll. (33) ont comparé les performances des deux milieux chromogénes
précédemment décrits a celles de quatre autres milieux conventionnels (gélose au
sang Columbia®, gélose trypticase soja, milieu de Chapman® et milieu de Baird
Parker).
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En comparant la croissance de différentes souches (préalablement en culture pure)
de SA SCV et de S. aureus de phénotype normal apres 24 a 72 heures
d’'incubation sur ces différents milieux, ces auteurs ont montré que les
performances du milieu SAID® (sensibilité : 92 % & 24 h, 98 % & 48 et 72 h) étaient
Iégerement inférieures a celles observées avec la gélose au sang (sensibilité : 97
% a 24 h, 100 % a 48 et 72 h) mais supérieures a celles des autres milieux testés
incluant la gélose CHROMagar® Staph aureus (sensibilité : 49 % & 24 h, 89 % a 48
het94 % a 72 h) (33).

Aucune évaluation des performances diagnostiques du milieu SAID® aprés mise en
culture des sécrétions respiratoires de patients, a fortiori de patients

mucoviscidosiques, n'a été effectuée du moins a ma connaissance.

Ceci m’a conduit a évalué les performances de ce milieu, et de le comparer a un
milieu gélosé au sang supplémenté en acide nalidixique (gélose Négram®), dans le
cadre de l'activité bactériologique de routine concernant les analyses respiratoires

des patients mucoviscidosiques

1. Matériels et méthodes

1.1. Prélevements respiratoires

L'ensemble des prélevements respiratoires des patients mucoviscidosiques suivis
au CRCM de Nancy et adressés pour analyse bactériologique dans notre
laboratoire ont été inclus dans I'étude : 122 prélevements respiratoires consécutifs
(dont 88 expectorations et 34 écouvillons oro-pharyngés) obtenus chez 108
patients du 30 aolt 2007 au 25 octobre 2007.
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1.2. Analyse des prélevements respiratoires

Apres ensemencement des deux milieux, ceux-ci ont été ont été incubés a 37T et
observés & 24 et & 48 heures. La sélectivité du milieu SAID® est due & la présence
d’'un mélange sélectif — dont la composition n’est pas précisée par le fabricant — qui
permet dinhiber la plupart des bactéries n’appartenant pas au genre

Staphylococcus ainsi que les levures.

La détection des SA SCV était basée sur I'aspect morphologique des colonies ; les
colonies suspectes étaient les suivantes: colonies petites, blanches, et non
hémolytiques sur gélose Négram® et colonies petites et vertes sur gélose SAID®.
La gélose SAID® contient deux substrats chromogénes dont un est spécifique de S.

aureus et qui permet la mise en évidence de l'alpha-glucosidase bactérienne.

1.3. Identification de SA SCV

A partir des colonies suspectes, une réaction d’immuno-agglutination au latex
(Slidex®) a été réalisée. En cas de réaction positive, ces colonies sont dénombrées

et ensemencées sur une gelose au sang pour identification.

Cette identification a été réalisée dans un premier temps en se basant sur les
criteres d'identification suivants: absence de croissance sur le milieu de
Chapman®, présence d’'une coagulase aprés 24 h d'incubation et absence d’une
DNase. L'identification d’'espéce a été systématiquement confirmée par un test
rapide (Rapidec® Staph) et par I'étude d’autres caractéres biochimiques & I'aide de
la carte GP Vitek® 2 (bioMérieux) et de la galerie Api ID 32 Staph® (bioMérieux).

1.4. Etude de la sensibilité aux antibiotiques

L'étude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée sur gélose au sang (TSS®)
par la méthode de diffusion avec disques. En raison de la croissance lente de ces

souches, l'antibiogramme ne peut pas étre effectué sur l'automate Vitek®.
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Par ailleurs, cette étude a été effectuée selon les recommandations du CA-SFM a
'exception du milieu gélosé utilisé et des conditions d’incubation. En effet,
'absence de croissance des souches de SA SCV sur le milieu Mueller-Hinton,
habituellement recommandé pour la réalisation des antibiogrammes pour S.
aureus, a nécessité d'avoir recours a une gélose au sang (TSS®). De plus,
contrairement aux souches de S. aureus de phénotype normal, la lecture des
antibiogrammes de SA SCV a nécessité une incubation de 48 h (au lieu de 18 — 24
heures) sous atmosphere enrichie en CO, ou anaérobies (au lieu dune

atmosphere aérobie).

2. Reésultats

Sept souches de SA SCV ont été détectées chez 5 des 108 patients a partir des
expectorations (Tableau 8). L’age moyen de ces derniers était de 22,8 ans (19 —
29,1 ans). Pour les deux patients chez lesquelles des souches de SA SCV avaient
été isolées a deux reprises, il est a souligner que ces derniéres présentaient le

méme antibiotype.

Tableau 8 : Caractéristiques des cinq patients colonisés par SA SCV.

Présence de
cocci a

Gram Présence de S. Dénombrement
Age " aureus de (UFC/mL)
: positif en .
Patients  (ans) . phénotype
amas a
, normal
'examen
direct GN  SAID
+ oui 5.10° 5.10°
1 215
+ non 5.10° 3.10°
+ non - 3.10°
2 29,1
+ oui - 5.10°
3 23,2 + oui - 10°
4 21,8 + oui - 10°
5 19 + non - 2.10%

GN = gélose Négram®, SAID = S. aureus Identification®
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Quatre patients étaient co-colonisés par SA SCV et une souche de S. aureus de
phénotype normal et un seul patient par SA SCV et P. aeruginosa. Chez tous les
patients, la présence de staphylocoques a été observée a l'examen direct.
Cependant, tous les prélevements étaient contaminés par la salive.

Les sept souches de SA SCV ont été isolées sur le milieu SAID® aprés 24 heures
d’incubation a 37<C et une seule souche a été détec tée a deux reprises sur gélose
Négram® chez un patient.

Toutes les souches avaient une faible activité catalasique et produisaient une
coagulase détectée apres 24 heures d'incubation. Parmi les sept souches de SA
SCV isolées, deux produisaient une DNase dont I'expression était cependant faible.
Pour les autres souches, la production de DNase n’a pu étre mise en évidence. La
croissance de toutes les souches étaient faibles sur le milieu Chapman®. La
fermentation du mannitol n’a pas été mise en évidence pour six des sept isolats de
SA SCV. Pour une souche, une fermentation partielle du mannitol a été observée.
Toutes les souches ont été identifiées par le test d'identification rapide (Rapidec®
Staph).

Cing souches sur sept ont été identifiées a l'aide des galeries Api ID 32 Staph® et
trois seulement & l'aide de I'automate Vitek® 2. Ceci peut s’expliquer du moins en
partie par la durée d’'incubation plus longue des galeries Api ID 32 Staph®
(incubation prolongée pendant 48 heures) que celle des cartes Vitek® 2 GP (<10
heures). Il est a souligner que la souche 3 n’a correctement été identifié ni par la
carte Vitek 2 GP ni par les galeries Api ID 32 Staph®.

Six souches étaient résistantes a la méticilline, sept a la gentamicine, trois aux
fluoroquinolones, deux a l'acide fusidigue et une a la minocycline. Toutes les

souches sont sensibles a la pristinamycine et a la rifampicine (Tableau 9).
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Tableau 9 : Caractéristiques des souches SA SCV isolées chez les cing patients.

Identification biochimique

Sensibilité aux
antibiotiques

<

® =1 0

n ® o 9 7} O c > c
228 32 0 =2 . e @£ E£8 2 S
S £ £ 222z 5 viekt2 APD2 g=2287 %5 8
e v 8 » & 0 s o Staph S O g ® > o 5
w T O ) (bioMérieux) .2 °F. 2= 8 c E= &8 &
(bioMérieux) @ @ c¢ = 8 © < O

x = 22328 S 5

O = x o S

o < =

[T

1 - + + + - - S. aureus S. aureus + R RS S S S R
2 - + + + - - S. aureus S. aureus + R RS S S R R
3 - (+) + + (+) -  S.lugdudensis S. hominis + R R S S S ND R
4 - +H + + () - Non identifié Nonidentfi¢c + R R S S S S S
5 + *#H + + - £ S. aureus S. aureus + R RS S S s s
6 - +H + + - - Non identifié S. aureus + R R S S S S S
7 - +H + + - - Non identifié S. aureus + S RS S S S S

(+) = faible, ND = non déterminé, R =résistant, S = sensible
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C._.ANALYSE EPIDEMIOLOGIQUE RETROSPECTIVE
DES RESULTATS BACTERIOLOGIQUES EN 1997 ET
EN 2007

Le but de ce travail était d'étudier et de comparer les flores bactériennes
respiratoires chez les patients mucoviscidosiques suivis au Centre de Ressources
et de Compétences de la Mucoviscidose de Nancy en 1997 et en 2007. Nous
avons calculé la prévalence des principales bactéries impliquées dans la
mucoviscidose (Haemophilus spp., Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, complexe Burkholderia cepacia,
Achromobacter xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia), et déterminé I'age
des « primo-détections » de S. aureus et de P. aeruginosa. Nous avons
également comparé la résistance aux antibiotiques des souches de S. aureus et

de P. aeruginosa isolées en 1997 et 2007.

1. Méthodes

J'ai réalisé une étude rétrospective des données bactériologiques obtenues apres
analyse des prélevements respiratoires effectués chez les patients du CRCM de
Nancy en 1997 (n = 148) et en 2007 (n = 227). Ces données ont été extraites de
la base de données du laboratoire de bactériologie & I'aide du logiciel Bactério®
(Infopartner®).

La prévalence de chacune des bactéries est représentée par le pourcentage des
patients chez lesquels ces dernieres ont été isolées au moins une fois au cours de
I'année.

Nous avons également réalisé une analyse comparative de la sensibilité aux
antibiotiques pour S. aureus et P. aeruginosa en 1997 et en 2007.

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel Statmed®. En
fonction des caractéristiques des populations étudiées, les tests suivants ont été
utilisés : test du Khi-2, test de t non paire, test de Mann et Whitney et test de

Fisher. Le seuil de significativité retenu était P < 0,05.
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2. Reésultats

2.1. Patients

Les caractéristiques des patients suivis au CRCM de Nancy en 1997 et en 2007

sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau 10 : Caractéristigues des patients mucoviscidosiques en 1997 et en 2007.

1997 (n =148) 2007 (n=227) P
Age (ans), moyenne * écart-type 139+7,1 16,7+ 10,9 0.002*
(extrémes) (0,9 -32,5) (0,1 -63,6) '
Nombre de patients de sexe 76 (51.3) 108 (47,6) NS

masculin (%)

* Test t non pairé, ** test de Fisher

2.2. Prélevements respiratoires

En 2007, 4 prélevements respiratoires ont été effectués en moyenne par patient et
par an (au lieu de 3 en 1997) (Tableau 11) ce qui s’explique en grande partie par
la prise en compte des recommandations publiées en 2002 sous I'égide de la

Société Francaise de Pédiatrie.

Tableau 11 : Prélevements respiratoires réalisés en 1997 et en 2007.

1997 2007 P
Nombre t.otal de prélevements 421 917
respiratoires
patienis ctpar an: moyerne & 3% 19 4328 4 oooy
b P - moyenne = (1-15) 1-17) !

ecart-type (extrémes)

* Test de Mann et Whitney
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En 2007, la répartition des types de prélevements respiratoires réalisés était la

suivante : 776 expectorations, 125 écouvillons oro-pharyngés, 10 aspirations

bronchiques, 2 lavages broncho-alvéolaires, 2 prélevements distaux protégés et 2

brossages bronchiques. En 1997, 414 expectorations ou aspirations naso-

pharyngées (analyses non différenciées a cette date dans la base de données du

laboratoire de bactériologie) et 7 aspirations bronchiques ont été réalisées.

2.3. Prévalence des principales especes bactériennes iso

lées

Le nombre total de souches isolées en 1997 et en 2007 étaient respectivement de

1212 et 1184. La répartition des souches isolées en fonction des especes est

présentée dans le tableau suivant (Tableau 12).

Tableau 12 : Répartition des souches bactériennes isolées en 1997 et en 2007.

Haemophilus spp.
S. aureus

Variants a petites colonies
P. aeruginosa

Souches mucoides
Complexe Burkholderia cepacia
Achromobacter xylosoxidans
Stenotrophomonas maltophilia
Autres bacilles a Gram négatif non fermentants
Streptococcus pneumoniae

Entérobactéries

Nombre de souches isolées

1997 2007
(n = 1212) (n=1184)
318 (26,2) 342 (28,9)
198 (16,3) 314 (26,5)

1 (0,08) 9 (0,7)
348 (28,7) 347 (29,3)
147 (12,1) 183 (15,5)

79 (6,5) 31 (2,6)

2(0,17) 18 (1,5)

11 (0,9) 17 (1,4)

17 (1,4) 13 (1,1)

33 (2,7) 10 (0,8)

25 (2) 35 (3)
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Haemophilus spp., S. aureus et P. aeruginosa sont les principales espéces
bactériennes isolées a partir des seécrétions respiratoires des patients
mucoviscidosiques aussi bien en 1997 qu’en 2007 (Tableaux 12 et 13).

Tableau 13 : Prévalence des principales bactéries en 1997 et en 2007.

Nombre de patients
colonisés par les
principales espéeces

Bactéries bactériennes (%) en P
1997 2007

Haemophilus spp. 105 (70,9) 148 (65) NS*
S. aureus 86 (58,1) 132 (58,1) NS*

Variants a petites colonies 1(0,7) 5(2,2) NS*
P. aeruginosa 67 (45,2) 83 (36,5) NS*

Souches mucoides 44 (29,7) 57 (25,1) NS*
Complexe Burkholderia cepacia 14 (9,5) 5(2,2) 0,002**
Achromobacter xylosoxidans 2(1,4) 7 (3) NS
Stenotrophomonas maltophilia 5(3,3) 7 (3) NS
%Autres bacilles a Gram négatif non 13 (8,8) 11 (4.8) NS
ermentants
Streptococcus pneumoniae 21 (14,1) 11 (4,8) 0,002**
Entérobactéries 14 (9,5) 19 (8,4) NS
Mycobactéries atypiques 0 (0) 2 (0,9) -

* = test de khi-2, ** = test de Fischer

Pour I'ensemble des especes bactériennes isolées, a I'exception de celles
appartenant au complexe B. cepacia et Streptococcus pneumoniae, la fréquence
des patients colonisés par chacune d’entre elles n’était pas significativement
différente en 1997 et en 2007. Le nombre de patients colonisés par Bcc en 2007
était significativement inférieur a celui observée en 1997.

En 1997, le complexe B. cepacia a été isolé 79 fois chez 14 patients dont I'age

moyen était de 14,4 ans (2,3 — 23,5 ans).
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En 2007, le complexe B. cepacia a été isolé 31 fois chez 5 patients dont I'age
moyen était de 22,8 ans (17,6 — 25,3 ans). Ces souches appartenaient au

génomovar Il (B. cenocepacia).

Une colonisation par S. aureus et P. aeruginosa a été observée chez 29 patients
(19,6 %) en 1997 et chez 45 patients (19,8 %) en 2007. Parmi ces derniers, un
seul était également colonisé par une souche de SA SCV.

En 1997, 9 patients colonisés par le complexe B. cepacia I'étaient également par
P. aeruginosa. En 2007, une co-colonisation par Bcc et S. aureus était observée
chez 4 patients. Parmi ces derniers, un patient était également colonisé par P.

aeruginosa et un autre par Inquilinus limosus.
En 2007, deux mycobactéries non tuberculeuses ont été isolées chez deux

patients : Mycobacterium avium intracellulare chez un patient agé de 11 ans et

Mycobacterium gordonae chez une patiente agée de 21,2 ans.

2.4. Sensibilité aux antibiotigues de  S. aureus et de P.

aeruginosa

Je me suis limité a I'étude de la sensibilité de S. aureus et de P. aeruginosa, qui
correspondent, parmi les principales espéeces isolées, a celles pour lesquelles une
antibiothérapie codifiée a été définie et qui présentent des profils variables de

résistance aux antibiotiques.

2.4.1. S. aureus

Parmi 'ensemble des souches de S. aureus isolées, 12,2 % (n = 198) et 27,4 % (n
= 314) étaient résistantes a la méticilline respectivement en 1997 et en 2007.

La fréquence des patients porteurs de S. aureus résistant a la méticilline (SAMR)
en 1997 (13,9 %, n= 86/148 patients) n'était pas significativement différente de
celle observée en 2007 (15,9 %, n= 132/227 patients) (test de Fisher, p > 0,05).
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Pour I'ensemble des souches pour lesquelles un antibiogramme a été réalise,
nous avons observé une diminution significative de la sensibilité a I'érythromycine,
la lincomycine, le cotrimoxazole, la rifampicine et I'acide fusidique entre 1997 et
2007 (Tableau 14).

Tableau 14 : Sensibilité des souches de S. aureus aux principales
familles d’antibiotiques en 1997 et en 2007.

Antibiotiques 1997 (n=150) 2007 (n = 146)

% de souches % de souches P
résistantes résistantes

Gentamicine 4,6 4,8 NS**
Erythromycine 28,7 80,1 <0, 0001*
Lincomycine 14,7 37,7 <0, 0001*
Pristinamycine 0 2,1 NS**
Fluoroquinolone 19,5 26 NS*
Cotrimoxazole 0 3,4 0,02**
Rifampicine 3,4 19,2 <0, 0001*
Acide fusidique 3,4 19,2 <0, 0001*
Minocycline 1.4 0,7 NS**

* Test de khi-2, ** test de Fischer

2.4.2. P. aeruginosa

Entre 1997 et 2007, la résistance de I'ensemble des souches de P. aeruginosa
pour lesquelles un antibiogramme a été effectué a significativement augmenté
pour la pipéracilline — tazobactam, la ceftazidime et I'imipénéme. Par contre, nous
avons observé une diminution significative de la résistance pour la tobramycine
(Tableau 15).
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Tableau 15 : Sensibilité des souches de P. aeruginosa aux principales
familles d’antibiotiques en 1997 et en 2007.

Antibiotiques 1997(n = 244) 2007 (n =347)

% de souches % de souches P

résistantes résistantes

Pipéracilline -tazobactam 30,8 58 <0, 0001*
Ceftazidime 37,7 57 <0, 0001*
Imipénéme 36,5 58,5 <0, 0001*
Tobramycine 43,5 31,7 0,003*
Ciprofloxacine 40 42,7 NS*
Colistine 0 0,3 NS**

* = test de khi-2, ** = test de Fischer

2.3. « Primo-détection »

La primo-colonisation se définit par la présence de la bactérie dans l'arbre
bronchique sans signes directs (fievre, syndrome inflammatoire) ou indirects
(anticorps sériques) d’infections ou de lésions tissulaires. En l'absence de
données cliniques, il nous a été impossible de calculer I'age exact de la primo-
colonisation en respectant cette définition. J'ai donc calculé I'age moyen de la
« primo-détection » - qui peut correspondre a une primo-colonisation ou a une
primo-infection - pour S. aureus et P. aeruginosa.

Le calcul de I'age du premier isolement de S. aureus et P. aeruginosa a
uniquement pu étre réalisé pour 89 patients (nés a partir de 1996) car notre base
de données ne s’étendait pas au-dela de 1996.

Pour S. aureus, I'age moyen de la "primo-détection” chez 68 patients colonisés ou
infectés était de 1,6 an (0,1-9,3 ans).

Parmi les 89 patients, 38 étaient colonisés ou infectés par P. aeruginosa. L’age

moyen de "primo-détection” était de 3,2 ans (7 jours — 11,1 ans).

101



D) Discussion

La prévalence des patients colonisés ou infectés par des souches de S. aureus en
2007 est similaire a celle observée en 1997 (58,1 % en 1997 versus 58,1 % en
2007).

La prévalence des patients colonisés ou infectés par les souches de SA SCV est
relativement faible en 2007 (2,2 %) et |légérement supérieure a celle observée en
1997 (0,7 %) bien que non significativement différente. La prévalence des
souches de SA SCV est semblable a celle rapportée par d’autres auteurs (24,26).
Il est a souligner que parmi les cing patients colonisés ou infectés par les souches
de SA SCV (en 2007), tous étaient déja suivis en 1997 au CRCM de Nancy. En
2007, quatre d’entre eux étaient également colonisés ou infectés par des souches
de S. aureus de phénotype normal. Le seul patient connu pour étre colonisé par
une souche de SA SCV en 1997 I'était toujours en 2007. Parmi les quatre autres
patients porteurs de souches de SA SCV en 2007, un n’était pas colonisé ou
infecté par S. aureus en 1997 alors que les trois autres étaient colonisés soit par
un SAMR (n = 2) soit par un SAMS (n = 1). Ces trois souches ne présentaient pas
un antibiotype typique de SA SCV et étaient en particulier toutes sensibles a la
gentamicine. Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure I'existence en 1997 d’'une
co-colonisation par une souche de SA SCV qui n'aurait pas alors été détecté en
raison d’'une méthode de détection a priori moins sensible (gélose lactosée) et
d’'une recherche non systématique. Seul un patient était colonisé a la fois par P.
aeruginosa et SA SCV ce qui pourrait étre da a la production de HQNO par cette
souche de P. aeruginosa (23).

L'utilisation du milieu SAID® a permis de détecter relativement facilement des
souches de SA SCV. La détection de ces souches SA SCV semble plus facile que
sur la gélose Négram® en raison d’un pouvoir sélectif plus important du milieu
SAID® et donc de la moindre contamination de ce dernier par les espéces
bactériennes de la flore salivaire. L'utilisation de ce milieu est également rendu
plus facile par le caractere chromogénique de la détection des SA SCV. En effet,
sur ce milieu, les colonies de SA SCV, bien que plus petites, développent une
coloration verte typique identique a celle observée pour les souches de S. aureus

de phénotype normal.
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A la suite des travaux de Kipp, mon étude confirme l'intérét potentiel du milieu
SAID® en routine. Néanmoins, le faible nombre de patients porteurs de SA SCV
détecté dans mon étude, en relation avec la prévalence relativement faible connu
des SA SCV chez les patients mucoviscidosiques, ne permet pas de conclure en
termes de performances diagnostiques de ce milieu dans le cadre des analyses
de routine. Il est donc nécessaire de poursuivre cette étude localement voire de
I'élargir a d’autres centres afin d’inclure un plus grand nombre de patients.
L'utilisation actuelle du milieu SAID® au laboratoire de bactériologie de Nancy a
permis depuis la fin de la présente étude de détecter deux autres patients porteurs
de SA SCV. Certains auteurs ont montré la réversibilité du phénotype des SA SCV
(18, 19, 25). Dans mon étude, ce caractére a été observé pour 'une des souches
isolées (souches numeéro 5) pour laquelle une fermentation partielle du mannitol a
éteé objectivee aprés le premier repiquage. Ce phénomene peut expliquer, du
moins en partie, la difficulté de la détection des SA SCV au laboratoire. Par

ailleurs, les conséquences de ce caractere in vivo sont encore mal connues.

Pour ce qui concerne I'analyse de la sensibilité aux antibiotiques de S. aureus, jai
observé en 2007 par rapport a 1997 une augmentation de la résistance des
souches de S. aureus a I'érythromycine, la lincomycine, les fluoroquinolones, la
rifampicine et a I'acide fusidique sans modification du pourcentage de résistance a
la gentamicine, a la pristinamycine et a la minocycline.

Prunier et coll. (79) ont étudié la sensibilité¢ de 122 souches de S. aureus isolées
de patients mucoviscidosiques entre 1997 et 1999 et ont observé des taux de
résistance a l'oxacilline, la gentamicine, I'érythromycine, l'ofloxacine et de
rifampicine de respectivement 13 %, 6 %, 53 %, 27 % et 32 %. Par rapport aux
chiffres observés en 1997 au CHU de Nancy, ces taux sont similaires pour
I'oxacilline et la gentamicine mais plus élevés pour ce qui concerne les trois autres
antibiotiques. Néanmoins, en 2007, les taux de résistance observés au CHU de
Nancy pour ces trois derniers antibiotiques ont augmenté de maniere significative
tout particulierement pour I'érythromycine pour laquelle un taux de résistance de

80,1 % a été trouvé.
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Cette augmentation de la résistance a I'érythromycine peut étre due a la présence
de méthylase, d’'un mécanisme d’efflux mais également a des modifications des
cibles ribosomales a la suite de mutations au niveau des génes structuraux
correspondants (80, 81). Ce dernier mécanisme est tres fréequemment retrouve
chez les souches isolées chez les patients mucoviscidosiques et particulierement
chez les souches « hypermutantes », ce caractére étant fortement prédominant
chez les SA SCV thymidine-dépendante. Dans cette perspective, il est a souligner
qgue I'ensemble des SA SCV de notre étude étaient résistantes a I'érythromycine.
La forte prévalence de souches hypermutantes peut étre la conséquence de
I'utilisation de I'azithromycine, utilisé pour le traitement de P. aeruginosa en raison
de ces propriétés bactéricide mais surtout anti-inflammatoires. Dans mon étude, la
présence de mutations des genes codant les cibles ribosomales reste a étre
confirmée afin d’étayer cette hypothése et avant d’effectuer des études destinées
a évaluer l'association entre la présence de ces souches et ['utilisation de

I'azithromycine.

Pour ce qui concerne les autres espéces bactériennes isolées dans mon étude, je
n'ai pas mis en évidence de différence significative en termes de prévalence
d’especes entre 1997 et 2007, sauf pour ce qui concerne le complexe B. cepacia
et S. pneumoniae. Pour ce dernier, la diminution de la prévalence observée en
1997 et 2007 est probablement en lien avec la vaccination anti-pneumococcique
systématique des enfants mucoviscidosiques. En 1997, la prévalence des patients
colonisés par le complexe B. cepacia au CRCM de Nancy était nettement plus
élevée (9,5 %) que la moyenne nationale (2,7 %) (45). En 2007, cette prévalence
(2,2 %) a fortement baissé au CHU de Nancy et est désormais similaire a celle
observée au niveau national. La mise en place de mesures préventives strictes et
efficaces dont le but est d’éviter au maximum les contaminations croisées entre
les patients (hygiéne, isolement du patient, matériels médicaux individuels et a

usage unique...) ont certainement permis d'aboutir a ce résultat encourageant.
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Sans avoir de données cliniques nous permettant de distinguer la primo-
colonisation de la primo-infection, I'age moyen du premier isolement de P.
aeruginosa chez les patients suivis au CRCM de Nancy semble étre tres précoce
(3,2 ans). En effet, 'age de la primo-colonisation par P. aeruginosa se situe peu
avant I'age de dix ans (13). Cette observation est a confirmer et a comparer avec
des données épidémiologiques récentes nationales et internationales.

Pour ce qui concerne la résistance aux antibiotiques de P. aeruginosa, j'ai observé
entre 1997 et 2007 une augmentation globale de la résistance aux béta-
lactamines, une stabilité de la résistance aux fluoroquinolones et une diminution
de la résistance a la tobramycine. Cette évolution reste a étre confirmée étant
donné que l'utilisation de cet antibiotique par voie locale est plutdt connue comme
étant un facteur favorisant I'apparition de souches résistantes a la tobramycine.
Perry et coll. (82) ont reccemment montré que I'utilisation de milieux conventionnels
incluant les milieux sélectifs commercialisés ne permet pas de détecter les clones
les plus résistants avec une sensibilité suffisante. Ceci peut donc conduire a une
sous-estimation du taux de résistance de certains antibiotiques comme en
particulier la tobramycine. Ce biais méthodologique ne peut pas étre exclu dans
notre étude méme s'il parait peu probable étant donné que la sensibilité aux
antibiotiques est étudiée au laboratoire de bactériologie sur des « pools » de
colonies de P. aeruginosa ce qui a d'ailleurs permis d’objectiver une augmentation

de la résistance aux béta-lactamines.
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D. CONCLUSION

L’'analyse épidémiologique a permis de confirmer la prépondérance
d’Haemophilus spp., S. aureus et P. aeruginosa. Mon étude a mis en évidence
une augmentation globale de la résistance aux antibiotiques de S. aureus, plus
particulierement aux macrolides, entre 1997 et 2007. Cette tendance peut étre
expliquée a la fois par une pression de sélection des antibiotiques, en particulier
de l'azithromycine, et par l'existence de plus en plus fréquente de souches
« hypermutantes » présentant ou non un caractére auxotrophe. Ceci souligne
I'importance d’'une bonne détection des souches résistantes aux antibiotiques et
plus particulierement des sous population de SA SCV. Dans cette perspective,
cette étude souligne l'intérét potentiel du milieu SAID® dont il reste & évaluer les
performances en routine sur un plus grand nombre de patients.

Pour ce qui concerne P. aeruginosa, nous avons observé une augmentation
globale de la résistance aux béta-lactamines associée a une stabilité de la
résistance aux fluoroquinolones. La diminution de la résistance a la tobramycine
des souches de P. aeruginosa reste cependant a étre confirmée par des études
ultérieures.

Enfin, si nouveaux bacilles a Gram négatif non fermentants comme par exemple
Pandoreae sp, Inquilinus limosus dont les implications cliniques ne sont pas
encore élucidées émergent, la prévalence des patients colonisés ou infectés par
les espéces appartenant au complexe B. cepacia a significativement diminué au
CRCM de Nancy, probablement en relation avec Il'application rigoureuse et

globale des mesures d’hygiene.

Ce travail souligne l'importance pour le laboratoire de bactériologie de pouvoir
disposer de méthodes de détection performantes et adaptées a I'étude de la flore
bactérienne impliqguée dans la colonisation voire I'infection des voies respiratoires
chez les patients mucoviscidosiques. Une surveillance épidémiologique réguliére
est nécessaire afin de détecter de nouvelles tendances évolutives aussi bien en

termes de répartition des espéces que de résistance aux antibiotiques.
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INTERET D'UN MILIEU CHROMOGENE POUR LA DETECTION DE S VARIANTS A PETITES
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DE LA MUCOVISCIDOSE EN 1997 ET 2007

Thése soutenue le 17 octobre 2008

Par Alexandre RIVIER

RESUME :

La mucoviscidose (ou fibrose kystique du pancréas) est la plus fréquente des maladies génétiques
touchant les populations caucasiennes. Elle résulte du dysfonctionnement du gene codant la protéine
CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) qui joue un rdle dans le transport des
ions chlorure. Au cours de cette affection, l'atteinte pulmonaire est quasiment constante et se
caractérise par une détérioration progressive des fonctions respiratoires. Cette évolution est
expliquée par la survenue d'épisodes infectieux répétés et liés a l'existence de micro-organismes
colonisant de maniére chronique le tractus respiratoire de ces patients.

Le but de ce travail était d'étudier et de comparer les flores bactériennes respiratoires chez les
patients mucoviscidosiques suivis au Centre de Ressources et de Compétences de la Mucoviscidose
(CRCM) de Nancy en 1997 et 2007. Nous avons également évalué l'intérét du milieu chromogéne
SAID (bioMérieux) pour la détection des "Staphylococccus aureus small colony variants” (SCV SA) en
routine. Nous avons réalisé une étude rétrospective des données bactériologiques obtenues aprées
analyse des prélevements respiratoires des patients suivis au CRCM de Nancy en 1997 (n = 148) et
en 2007 (n = 227). Une étude comparant les performances de deux milieux (gélose Columbia ANC
additionnée de 5% de sang mouton et gélose SAID) pour la détection des SCV SA a été effectuée sur
122 prélevements consécutifs obtenus chez 108 patients.

La fréquence des bactéries isolées respectivement en 1997 et 2007 était de 70.9% et 65% pour
Haemophilus spp., 58,1% et 58,1% pour S. aureus, 45,2% et 36,5% pour Pseudomonas aeruginosa,
9,5% et 2,2% pour Burkholderia cepacia, 3,3% et 3% pour Stenotrophomonas maltophilia, 1,4% et 3%
pour Achromobacter xylosoxidans et 8,8% et 4,8% pour les autres bacilles a Gram négatif non
fermentants. La résistance aux antibiotiques de P. aeruginosa observée respectivement en 1997 et en
2007 était de 30,8% et 58% pour la pipéracilline - tazobactam, 37,7% et 57% pour la ceftazidime,
36,5% et 58,5% pour I'imipénéme, 40% et 42,7% pour la ciprofloxacine. Pour S. aureus, nous avons
observé en 1997 et 2007, des taux de résistance respectifs de 12,2% et 27,4% pour la méticilline,
28,7% et 80,1% pour I'érythromycine, 14,7% et 37,7% pour la lincomycine, 3,4% et 19,2% pour la
rifampicine et pour l'acide fusidique. La sensibilité est restée relativement stable pour la gentamicine,
la pristinamycine, le cotrimoxazole et la minocycline. Entre 1997 et 2007, nous avons observé une
relative stabilité de la fréquence d'isolement des principales especes bactériennes habituellement
isolés chez les patients mucoviscidosiques (P. aeruginosa, Haemophilus spp. et S. aureus) et une
diminution significative de celle appartenant au complexe B. cepacia. L'utilisation du milieu SAID a
permis d'augmenter la sensibilité de détection des SCV SA.

MOTS CLES : mucoviscidose, physiopathologie, épidémiologie bactérienne, S. aureus small colony
variants, gélose SAID.
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