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Titre :
Escherichia coli: de la colonisation oropharyngée a l'infection pulmonaire — Epidémiologie et
physiopathologie

Résumé :

La pneumonie acquise sous ventilation mécanique (PAVM) est la complication infectieuse principale
des patients de réanimation. Le carrefour oropharyngé et sa colonisation semblent étre I'une des clés
de sa physiopathologie, et est la cible de leur prévention. Parmi les agents étiologiques des PAVM,
Escherichia coli en est un prédominant. Cependant, le manque de données concernant son
implication dans la colonisation oropharyngée, et dans les PAVM est criant.

Cette thése a pour objectif un abord multi-facettes de la PAVM a E. coli. Il s’agit d’abord d’actualiser
les données épidémiologiques des PAVM, en plagant les entérobactéries en général, et E. coli en
particulier comme agent d’importance; puis de décrire les caractéristiques génotypiques et
phénotypiques des isolats d’E. coli responsables de colonisation ou d’infection respiratoire ; ensuite
d’étudier la colonisation a bacilles a Gram négatif pathogénes dans différentes populations de
gravités différentes ; et enfin de décrire les caractéristiques des isolats d’E. coli oropharyngés dans
ces populations et de les comparer aux isolats rectaux concomitants.

Ainsi, dans notre premier travail, nous confirmons I'importance des entérobactéries comme agents
pathogénes de premier plan au cours des PAVM. Au sein des entérobactéries, nous mettons en
évidence la place centrale d’E. coli en particulier en matiere de résistance aux antibiotiques. La
prédominance respiratoire des isolats d’E. coli de phylogroupe B2 a été confirmée dans un travail
monocentrique mené dans notre service, et dans une cohorte nationale de patients de réanimation.
De plus, le groupe B2 prédominait aussi au sein des prélevements rectaux et oropharyngés. Nous
avons confirmé la virulence extra-digestive des isolats en corrélant le contenu en facteur de virulence
et la mortalité dans un modele murin de pneumonie. Enfin, une large étude épidémiologique de la
colonisation oropharyngée en général, et des caractéristiques d’isolats d’E. coli la composant en
particulier, chez des patients de gravités différentes et chez des sujets sains est en cours.

L'ensemble de ces données permettra une plus grande compréhension de la physiopathologie de

survenue des PAVM, une meilleure connaissance de la population d’E. coli colonisant I'oropharynx et
causant les PAVM. Ainsi, des mesures préventives ciblées pourraient étre développées.

Mots clefs :

Escherichia coli ; colonisation oropharyngée ; pneumonie acquise vous ventilation mécanique.
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Title:
Escherichia coli: from oropharyngeal colonization to respiratory tract infection — Epidemiology,
pathophysiology

Abstract:

Ventilator associated pneumonia (VAP) is the main infectious complication in intensive care unit
(ICU) patients. Its pathophysiology relies on oropharyngeal colonisation, and so does its prevention.
Escherichia coli is one of its main responsible pathogen. Nevertheless, data on E. coli implication in
this context is cruelly missing.

We tend to a multi-facets approach of E. coli VAP. This thesis’ objectives are: to update current VAP
epidemiology, with regard to enterobacteriaceae in general, and E. coli in particular; to describe
phenotypic and genotypic characteristics of E. coli isolates responsible for respiratory colonization or
infection; to study pathogenic Gram-negative bacilli oropharyngeal colonization in populations of
various severity; and to describe phenotypic and genotypic characteristics of oropharyngeal E. coli
isolates and compare them to their rectal counterpart.

In our first work, we confirm the importance of enterobacteriaceae as first-line VAP pathogens.
Among those, E. coli is of particular matter, with regard to antimicrobial resistance. Predominance of
B2 phylogroup among E. coli respiratory isolates has been confirmed in a single-ICU study, and a wide
national survey of ICU patients. Furthermore, B2 phylogroup has been shown to prevail in
oropharyngeal and rectal E. coli isolates. Next, we confirmed extra-intestinal virulence with a
correlation between virulence factor content and mortality in a mouse pneumonia model. Last, a
large-scale epidemiological study of oropharyngeal colonization in general, and of E. coli
characteristics which composes it, in patients of different severity and in healthy subjects is ongoing.

This data will allow a deeper insight of VAP pathophysiology, a better knowledge of E. coli population
of oropharyngeal colonization and causing VAP. Targeted preventive measures could therefore be
evaluated.

Keywords:
Escherichia coli; oropharyngeal colonization; ventilator-associated pneumonia
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Liste des abréviations

* ADN : Acide desoxyribonucléique

* AIEC: Adherent invasive E. coli

* BGN : Bacilles a Gram négatifs

* BHRe : Bactéries hautement résistantes émergentes

* BMR : Bactéries multi-résistantes

e BPCO : Broncho-pneumopathie obstructive

* (3G : Céphalosporines de 3emes génération

* CA-SFM : Comité Antibiogramme de Société Francaise de Microbiologie
*  C-CLIN : Centres de coordination de la lutte contre les infections nosocomiales
* COP-BGNP : Colonisation oropharyngée a bacilles a Gram négatif pathogénes
* DAEC : Diffusely adherent E. coli

* EAEC: Entereoaggregative E. coli

* EARS-Net : European antimicrobial resistance surveillance network

* ECMO : Extra-corporeal membrane oxygenation

* EHEC: Enterohemorragic E. coli

* EIEC: Enteroinvasive E. coli

* EPEC: Enteropathogenic E. coli

* ETEC: Enterotoxigenic E. coli

*  EXPEC: Extraintestinal pathogenic E. coli

* 1C95% : intervalle de confiance a 95%

* InPEC: Intestinal pathogenic E. coli

* IGSIl : Index de gravité simplifié Il

* JH:Jours d’hospitalisation

*  MLEE : Multilocus enzyme electrophoresis

*  MLST : Multilocus sequence typing

*  MLVA : Multiple-locus variable number tandem repeat analysis

* NMEC : Neonatal meningitis E. coli

* ONERBA : Observatoire National de I'Epidémiologie et des Résistances Bactériennes
* OR:0dd-ratio

* PAH:Pneumonie acquise a I’hopital

*  PAI: Pathogenicity island

* PAVM : Pneumonie acquise sous ventilation mécanique

* PCR: Polymérase chain reaction

* PEEP: Positive end-expiratory pressure

*  PNAG : Poly-N-acétylglucosamine

*  PFGE : Pulse-field gel electrophoresis

* RAISIN : Réseau d’alerte, d’investigation et de surveillance des infections nosocomiale
* RR:Risque relatif

* SNP:single nucleotide polymorphism

* ST:Sequence type

* TAVM : Trachéobronchite acquise sous ventilation mécanique

* VNI : Ventilation non-invasive

* VNTR: Variable number tandem repeat

*  UFC: Unités formant colonie

*  WGS: Whole genome sequencing

*  PBLSE: B-lactamase a spectre élargi
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Introduction

Les services de réanimation font face a une demande grandissante d’admissions: le
vieillissement de la population, les succes de la recherche en oncologie et dans le traitement
des pathologies chroniques y contribuent fortement. Parmi les traitements administrés, la
ventilation artificielle en est un des plus fréquents: soit pour le traitement d’une
insuffisance respiratoire, soit pour un support ventilatoire au cours d'une défaillance
d’organe.

Comme toutes les thérapeutiques, la ventilation artificielle n’est pas dénuée de risques, au
premier rang desquels le risque infectieux nosocomial.

La pneumonie acquise sous ventilation mécanique (PAVM) est la complication la plus
fréquente en réanimation. Malgré des années de recherche sur le sujet, et I'application de
mesures de prévention, un certain nombre d’épisodes surviennent du fait de la mise en
continuité des voies aéro-digestives et de |'arbre trachéo-bronchique par la sonde
d’intubation. Les thérapeutiques préventives, si elles existent, sont efficaces lorsqu’elles sont
scrupuleusement suivies, mais ne permettent pas I’éradication totale des PAVM.

La colonisation oropharyngée semble étre une étape clef dans le développement des PAVM.
L'oropharynx est a la fois un réservoir de bactéries pathogénes, et le carrefour entre les
voies digestives et les voies aériennes. S’il existe une littérature trés abondante sur la
prévention de la colonisation oropharyngée, les données épidémiologiques concernant cette
colonisation sont anciennes et incomplétes et ne prennent pas du tout en compte
I’évolution récente de |'écologie bactérienne a la fois hospitaliére et communautaire.
Escherichia coli est un des pathogénes fréquemment rencontrés en réanimation [1]. Il s’agit
d’une entérobactérie que la capacité d’acquisition de résistances aux antibiotiques, et le
potentiel de diffusion mondial rendent extrémement préoccupante. Ainsi, si la connaissance
exhaustive de la structure des populations commensales d’E. coli en fait un parfait modele
d’études, les données concernant les populations d’E. coli responsables de colonisation
oropharyngée, respiratoire, et de PAVM manquent cruellement.

Ce travail de thése propose de définir et de caractériser le paysage populationnel d’E. coli

dans son continuum physiopathologique de la colonisation oropharyngée a [linfection
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pulmonaire. Dans un premier temps, une revue bibliographique fera le point de I'état des
connaissances actuelles de ces trois axes (colonisation oropharyngée, PAVM et E. coli). Tout
d’abord, I'épidémiologie de la PAVM, sa physiopathologie et les mesures préventives qui en
découlent; ensuite, les données existantes sur I'épidémiologie de la colonisation
oropharyngée dans différentes populations ; enfin, nous nous attacherons a la description
d’E. coli, de sa population, des pathologies dont elle est responsable.

La production scientifique de cette thése reposent sur quatre travaux distincts : deux articles
publiés, un troisieme présenté sous forme de résumé et le dernier actuellement en cours. Le
premier travail fait I'état des lieux de I'épidémiologie bactérienne des PAVM de notre
Service sur une période de 5 ans, et fait le lien entre la consommation d’antibiotiques et
I’évolution de cette épidémiologie. Nos données sont concordantes avec celle de la
littérature, placant les entérobactéries en premier agent pathogene des PAVM, et E. coli
comme espéce préoccupante dans son acquisition de résistances aux antibiotiques. Dans le
deuxiéme travail, nous avons étudié les isolats d’ E. coli issus de colonisation rectale,
oropharyngée, respiratoire et de PAVM de patients de réanimation sous ventilation
mécanique invasive dans notre Service. Une étude multicentrique nationale des isolats
respiratoires d’E. coli est le travail suivant. Ses premiers résultats ont été présentés sous
forme de résumé, et dressent un tableau exhaustif de la population d’E. coli isolée dans les
voies aériennes inférieures des patients de réanimation. Enfin, le travail OROCOLI (et
OROCOLI-HS) actuellement en cours dans des services de chirurgie, de réanimation et chez
des sujets sains vise a dresser un tableau comparatif de la colonisation oropharyngée a
bactéries pathogénes dans ces populations. Les caractéristiques génétiques et de sensibilité
aux antibiotiques des isolats d’E. coli seront étudiées et comparées a celle de la colonisation
digestive.

L'ensemble de ces résultats sera mis en perspectives avec les travaux expérimentaux

auxquels j'ai pu participer au cours de mes années de Doctorat.
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Premiere partie : Revue bibliographique

Les thérapeutiques utilisées ont souvent, si ce n’est tout le temps, des effets indésirables.
Parmi les traitements les plus fréguemment utilisés en réanimation, la ventilation
mécanique invasive peut étre source de complications que I'on peut principalement
distinguer en complications mécaniques (lésions pulmonaires macroscopiques a type de
barotraumatisme - pneumothorax notamment - et |ésions microscopiques, a type d’cedeme
pulmonaire lésionnel) et infectieuses (pneumonies ou trachéobronchites). L'étude des
complications mécaniques est hors du champ de cette thése et nous nous focaliserons sur
les complications infectieuses. Bien que le diagnostic des pneumonies fasse toujours débat
(principalement du fait de sa difficulté et de sa reproductibilité), les mécanismes
physiopathologiques conduisant a la survenue d’une infection sont bien décrits et plus
consensuels [2]. Ainsi, il est unanimement reconnu que la colonisation oropharyngée est un

élément clef et initial de la survenue des pneumonies acquises sous ventilation.

Nous verrons, dans la premiere partie de cette revue bibliographique, I'impact des PAVM
dans nos services de réanimation. Nous détaillerons leur épidémiologie, leur

physiopathologie et nous verrons les principales mesures préventives de celle-ci.

Dans la seconde partie de cette introduction, nous détaillerons I'état des connaissances
concernant la colonisation oropharyngée. Il y a prés de 50 ans était décrite, pour la premiere
fois, I'épidémiologie bactérienne de cette colonisation dans différentes populations [3]. La
méme équipe établit le continuum entre colonisation oropharyngée, colonisation
trachéobronchique et infection pulmonaire. L'importance de cette séquence chronologique
et anatomique dans la survenue des pneumonies nosocomiales a été confirmée par la suite
par de nombreuses équipes. Nous distinguerons la colonisation oropharyngée des sujets
sains, puis celle des patients les plus séveres. Enfin, nous verrons les données qui lient la

colonisation oropharyngée et I'infection pulmonaire.

Dans une troisieme partie, nous nous intéresserons a Escherichia coli, 'une des bactéries

principales responsables de ces PAVM : ses caractéristiques principales, la structure de sa
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population, et les méthodes utilisées pour son étude. Nous nous arréterons surtout sur les

multiples raisons qui en font une bactérie d’intérét majeur.
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Chapitre 1 : Les pneumonies acquises sous ventilation
mécanique, un défi pour le médecin intensiviste -

réanimateur

La ventilation mécanique invasive

Un traitement fréquent en réanimation

La réanimation est le lieu de traitement des défaillances d’organes, ou des situations a

risque d’évoluer vers la défaillance d’un ou plusieurs organes.

La ventilation mécanique est une des techniques de suppléance d’organe la plus
couramment utilisée dans les unités de réanimation. Ses indications comprennent a la fois
I'insuffisance respiratoire aigué, mais elle peut aussi étre utilisée comme support a
I'occasion d’une défaillance d’organe autre (neurologique ou hémodynamique). Soixante-
trois pour cent des patients admis dans les services de réanimation participant au réseau
REA-RAISIN (Réanimation Adulte — Réseau d’alerte, d’investigation et de surveillance des
infections nosocomiales) en 2015 avaient été traités par ventilation artificielle invasive [4].
Ce réseau, proposé a I'ensemble des services de réanimation francais, regroupe les données
recueillies pendant au moins 6 mois, chez tous les patients hospitalisés pendant plus de 48h.
En 2015, 188 services de réanimations francais (regroupant 43,7% des lits de réanimation) y
participaient. Nous reviendrons plus bas sur les différents résultats en terme d’infections

nosocomiales.

Modalités d’administration de la ventilation mécanique

Afin d’assurer I'hématose des patients sous ventilation mécanique, un mélange d’air et
d’oxygene (en concentration variable mais ajustable) est administré au patient, propulsé par
un ventilateur et par le biais d’un circuit. L'interface d’administration au patient peut-étre
soit un masque, on considere alors que la ventilation est « non-invasive », soit une sonde

(appelée sonde d’intubation) qui cathétérise la portion supérieure de la trachée, en passant
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par le larynx, ou directement a la trachée par un orifice de trachéotomie. Nous allons centrer
notre propos sur la ventilation invasive, en particulier délivrée par le biais d’'une sonde

d’intubation, du fait de ses complications propres qui nous concernent.

Figure 1 : Schéma anatomique représentant le pharynx, ou se croisent les voies aériennes (en bleu) et digestives (en rouge).

D’aprés Rouviére et Delmas.

La sonde d’intubation

Les structures anatomiques qui isolent les voies aériennes inférieures de la sphere
oropharyngée d’éventuelles inhalations de liquide digestif sont I'épiglotte et le larynx (Figure
1). Chez un patient comateux ou sous sédation, les réflexes de toux et de protection contre
I'inhalation sont abolis. L’acces aux voies aériennes et la ventilation sont assurés par cette
sonde d’intubation (Figure 2), qui traverse I'épiglotte et le larynx. Les voies inférieures sont
protégées par un ballonnet, gonflé dans la trachée. Ce ballonnet est gonflé par de I'air, et se
moule sur la paroi trachéale. Ainsi, non seulement il assure — en théorie — une étanchéité de
connexion entre le patient et le respirateur, mais de plus, il évite le passage de sécrétions

d’origine sus-glottique vers les voies aériennes inférieures.

22



Messika Jonathan - Thése de doctorat - 2017

Figure 2 Sonde d’intubation trachéale. 1 : orifice proximal permettant la connexion au respirateur ; 2 : tubulure de gonflage

du ballonnet, reliée a une seringue d’air ; 3 : ballonnet d’étanchéité ; 4 : orifice distal, en position trachéale apres intubation.

Complications infectieuses de la ventilation mécanique

La classification nosologique de ces infections nosocomiales, survenant par définition a
I'hopital, s’est modifiée ces derniéres années. Alors que la PAVM représentait la
complication infectieuse principale survenant sous ventilation mécanique [2, 5],
I'importance de la trachéobronchite acquise sous ventilation (TAVM) est apparue
récemment [6]. Nous définirons donc dans un premier temps les PAVM, examinerons leurs
conséquences, nous discuterons de leur épidémiologie, en particulier de la distinction PAVM
« précoce » et « tardive » ; puis nous définirons les TAVM, et discuterons une premiere

approche physiopathologique de la survenue de ces complications.
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Pneumonies acquises sous ventilation mécanique

Définition

Une pneumonie est définie comme une infection du parenchyme pulmonaire, impliquant
des territoires alvéolaires et/ou interstitiels. Une PAVM correspond a une pneumonie
survenant chez un patient sous assistance ventilatoire, soit de maniére invasive par
I'intermédiaire d’'une sonde d’intubation ou d’une trachéotomie soit de maniere non
invasive par I'intermédiaire d’un masque facial, dans les 48 heures précédant la survenue de
I'infection [7]. Bien que regroupant la ventilation mécanique invasive et non-invasive il
convient de séparer ces deux modes ventilatoires. Effectivement, la littérature
internationale considére les PAVM comme survenant sous ventilation invasive [8], les
pneumonies survenant sous ventilation non-invasive étant exclues de ce cadre. De plus,
I’'absence de sonde d’intubation suggere des mécanismes physiopathologiques différents.

De méme, les pneumonies acquises hors du contexte de la ventilation mécanique, aussi
appelées pneumonies acquises a I’hopital (PAH) ont été décrites. Parmi les travaux s’étant
intéressés a ce sujet, nous avons rapporté les caractéristiques cliniques et microbiologiques
de 110 épisodes de PAH dans une étude monocentrique que nous avions mené a |'hopital
Tenon [9]. Bien que I'épidémiologie microbienne ait été proche de celle qui est décrite pour
les PAVM (et que nous verrons plus tard), les mécanismes physiopathologiques en sont
probablement différents, a la fois du fait de I'absence de sonde d’intubation, mais
potentiellement aussi d’un terrain de survenue différent. Ainsi, les PAH resteront a

I’extérieur du cadre de ce travail de these

Données épidémiologiques

Nationales

Les données nationales sont fournies par I'Institut de Veille Sanitaire et plus
particulierement le réseau REA-Raisin. Pour chacun des patients inclus dans le recueil, des
données cliniques simples, et les données microbiologiques relatives aux complications
infectieuses survenant plus de 2 jours apres I'admission sont ciblées. Les épisodes infectieux

correspondent aux PAVM (ou « liées a l'intubation ») ; aux bactériémies ; aux colonisations,
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infections et bactériémies liées aux cathéters. Le dernier rapport disponible est celui de
I’'année 2015, publié en mars 2017 [4]. Nous avons dit précédemment que ce recueil n’est
pas exhaustif de I'état des lieux en France, puisqu’elle ne regroupe que 43,7% des lits de
réanimation (déclarés aux autorités sanitaires) en 2015. Néanmoins, 63 240 patients ont été
inclus dans [l'analyse pour 2015, autorisant une représentation assez fidele de
I’épidémiologie des infections nosocomiales en réanimation.

Les patients admis en réanimation étaient agés en moyenne de 64,2 ans (sex ratio M/F de
1,69), provenaient pour 52,3% d’entre eux de leur domicile, et pour 38,1% d’un service de
court séjour. Comme nous lI'avons dit plus haut, 63,0% des patients avaient été ventilés de
maniére invasive pour une durée moyenne de 9,6 jours et étaient ainsi exposés au risque de
PAVM. Il en résultait une incidence cumulée de 11,67 PAVM pour 100 patients exposés au
risque, ou autrement exprimé une incidence de 15,05 PAVM pour 1000 jours d’exposition au
risque. Les PAVM constituaient les infections nosocomiales les plus fréquentes (suivies par

les bactériémies, avec une incidence de 3,64 pour 100 patients exposés).

Internationales

Les diversités de méthodes diagnostiques des PAVM rendent I'interprétation des données
internationales difficiles. Néanmoins, dans différentes séries, les PAVM constituent
I'infection nosocomiale la plus fréquente chez les patients de réanimation dans la plupart
des séries américaines [10], européennes [5], ou dans d’autres parties du monde [11]. On
estime sa survenue chez 9 a 27 % des patients ventilés avec une mortalité attribuable

d’environ 13%, mais hautement variable selon le terrain de survenue [12].

Conséquences

S’il est maintenant trés clairement établi que les PAVM ont des conséquences en matiere de
morbidité et de surco(t financier, leur impact en matiere de mortalité est plus controversé
[13]; principalement en raison de I'hétérogénéité des populations, de leur gravité et des
modalités du diagnostic des PAVM dans les études s’y intéressant. Une méta-analyse
récente [12] de 24 essais s'intéressant aux mesures de prévention des PAVM, regroupant
6284 patients, retrouvait une mortalité attribuable de I'ordre de 13%, principalement

expliqguée par les patients « chirurgicaux ». En effet, lorsque I'analyse était réalisée
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uniquement chez les 3314 patients « médicaux », cette mortalité attribuable était nulle. Une
étude sur base de données [14], regroupant 4479 patients hospitalisés en réanimation entre
1997 et 2008, retrouvait un sur-risque de déces en réanimation des patients ayant une
PAVM de 'ordre de 2,3% par jour apres le diagnostic. Il existait un lien entre la gravité du
patient a I'entrée en réanimation (estimé par I'Index de Gravité Simplifié - IGSII) et le risque
de déces attribué a la PAVM : la mortalité attribuable a la PAVM était plus élevée pour des
patients de gravité initiale intermédiaire. Le pronostic d’'une PAVM semble étre lié a d’autres
facteurs : le délai de survenue aprés I'admission [15], la précocité d’administration d’une
antibiothérapie [16], et son adéquation au micro-organisme responsable [17]. Les
conséquences sur la durée de ventilation, durée de séjour en réanimation et a I’hdpital sont,
elles, communément admises [2, 18—20]. De fait, un surco(t financier en est aussi 'une des
conséquences. Plusieurs travaux ont tenté de I'évaluer, et ils s’accordent pour considérer
gue chaque épisode de PAVM induit un surco(t au systéme de santé [21, 22], estimé entre

10 et 13 000 US $ [19, 20].

Ainsi, les PAVM sont un champ de recherche d’importance, avec I'étude de cette infection

justifiée par la morbi-mortalité et les co(its qui s’y associent.

Epidémiologie microbienne des PAVM

Les données épidémiologiques de ces 20 derniéres années permettent de dresser un tableau
assez fidele de I'épidémiologie des PAVM. Chastre et coll. ont repris les étiologies de 1689
épisodes de PAVM issus de 24 études publiées entre 1985 et 2001. Les agents responsables
de PAVM dans ces séries étaient d’abord Pseudomonas aeruginosa, suivi par Staphylococcus
aureus puis les entérobactéries en troisieme position (avec E. coli au premier plan). Les
données marquantes dans les rapports RAISIN de ces dernieres années (Figure 3) [4, 23-25]
sont la diminution de la proportion des PAVM dues aux Staphylocoques, et un recul des
bacilles a Gram négatifs (BGN) non-entérobactéries, au profit d’'une augmentation des
proportions des entérobactéries, avec une prédominance d’E. coli au sein de celles-ci. Ces
données sont retrouvées aussi dans une série monocentrique de taille plus réduite [26].

Dans cette série, Hamet et coll. [26] ont analysé 323 épisodes de PAVM et ont observé une
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part prépondérante d’épisodes dus aux entérobactéries (25,1%) avec des proportions
limitées d’épisodes dus a P. aeruginosa (16,7%) ou S. aureus (13,3%). De facon plus récente,
une étude internationale multicentrique [27], sur 142 épisodes de PAVM a BGN placait les
entérobactéries en premiere ligne (43,7% des épisodes), suivis par P. aeruginosa (21,8%) et

Acinetobacter (20,4%).

Tableau 1 Répartition (en %) des principaux microorganismes responsables de PAVM. Comparaison entre les données
internationales regroupant 24 séries de PAVM [2],et les données frangaises des rapports REA-RAISIN des années 2012 a
2015 [4, 23-25]

Chastre et coll. REA-RAISIN REA-RAISIN REA-RAISIN REA-RAISIN
[2] 2012 [23] 2013 [24] 2014 [25] 2015 [4]
Nombre d’épisodes 1689 3153 3419 3460 6340
Cocci a Gram positif 34 22,9 23,9 21,8 20,5
S. aureus 20,4 14,7 14,5 14 12,3
Enterococcus spp. <1 1,8 2,3 2,4 2,2
S. pneumoniae 4,1 1,7 2,2 1,7 2
BGN, entérobactéries 14,1 35 35,6 39,6 39,8
E. coli 3,3 9,4 9,9 10,2 9,5
K. pneumoniae 2,3 5,2 5,6 5,9 7,2
Enterobacter spp. 2,6 nd 8,4 9,1 9,3
BGN, non entérobactéries 43,8 31,7 31,7 31,2 31,7
P. aeruginosa 24,4 20,5 19,9 18,8 19,4
A. baumannii 7,9 2,1 1,5 1,9 1,9
Haemophilus spp. 9,8 4,4 5 5,1 4,6

Faut-il distinguer les PAVM précoces des PAVM tardives ?

La littérature a longtemps fait une distinction entre PAVM survenant précocement aprés
mise sous ventilation artificielle, dans les 4 a 7 premiers jours, et les PAVM tardives [28]. Les
PAVM précoces étaient réputées étre causées par des bactéries « communautaires », peu
résistantes aux antibiotiques, et les pneumonies tardives, avec comme agents étiologiques
des entérobactéries, volontiers résistantes aux antibiotiques ou des BGN non-fermentant
[29]. Cependant, certaines études (et I'exercice quotidien des réanimateurs) ont battu en
breche ce concept, soit dans des séries de taille limitée [30], soit dans des études
multicentriques de grande taille, menées en Grece [31], en Allemagne [32], a travers
I’Europe [33], ou a travers le monde [34], et ont affiné les facteurs de risque de survenue de
PAVM a bactéries multi-résistantes (BMR) [28, 35]. Ainsi, ces facteurs de risque incluent, en

plus de la durée d’hospitalisation préalable (et non de ventilation), I'exposition a une
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antibiothérapie préalable, une PAVM avec choc septique, un syndrome de détresse
respiratoire aigu ou une dialyse préalable a I'épisode [35]. De facon moins évidente, une
exposition aux corticostéroides, une immunosuppression, une insuffisance respiratoire
chronique, un diabéte, un épisode survenant aprés ré-intubation ou chez un patient
trachéotomisé sont des facteurs de risque apparaissant dans certains travaux, mais non
confirmés [35]. Il est important de noter que, dans son rapport de I'année 2015, le Réseau
REA-RAISIN dénombrait 55,9% de patients qui recevait une antibiothérapie a I’'admission en
réanimation [4]. Cela met en lumiére I'importance du risque de BMR au diagnostic d’'une

PAVM.

Trachéobronchites acquises sous ventilation mécanique

Il est communément admis qu’il existe un continuum entre colonisation bactérienne des
voies aériennes basses des patients sous ventilation mécanique et PAVM. Au sein de ce
continuum figure la TAVM. Il s’agit d’une infection de I'arbre trachéo-bronchique, survenant
chez un patient sous ventilation mécanique invasive sans signe d’atteinte parenchymateuse.
Ainsi, classiquement, sa présentation clinique comprend de la fiévre sans autre cause, des
sécrétions bronchiques purulentes, et un micro-organisme isolé d’un prélevement
respiratoire a taux significatif, sans nouvelle image radiologique (ce qui exclut une atteinte
du parenchyme pulmonaire), chez un patient sous ventilation artificielle depuis plus de 48h
[36, 37]. Une cohorte observationnelle multicentrique récente, a laquelle nous avions
participé, a recensé les évéenements infectieux respiratoires chez 2960 patients, dans 114
réanimations a travers le monde pendant 10 mois [6]. Cette étude a permis de mettre en
évidence des conséquences significatives de la TAVM en terme d’allongement des durées de
ventilation, de séjour en réanimation et a I’hopital, ainsi qu’un moindre nombre de jours
sans ventilation en comparaison aux patients sans infection ; et une moindre mortalité des
patients atteints de TAVM en comparaison des patients avec un diagnostic de PAVM (29% vs
40%).

La TAVM est donc une entité clinique située dans la continuité de la simple colonisation des
voies aériennes inférieures chez le patient ventilé, sans que cette entité ne remplisse les

criteres de PAVM.
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Physiopathologie des complications infectieuses de la ventilation mécanique

La pathogénie des infections est centrée sur le déséquilibre entre les défenses immunitaires
de I’'hote et la virulence bactérienne, qui fait évoluer de la colonisation a I'infection. Nous
reviendrons plus loin sur le lien entre colonisation oropharyngée et PAVM. Il est maintenant
établi que la pénétration bactérienne dans les voies aériennes inférieures se fait autour du
ballonnet de la sonde d’intubation, et les données cliniques confirment que le caractére de
ces ballonnets n’est que partiellement occlusif, quelles que soient leur forme et leur
composition [28, 38—42]. De plus, la présence d’une sonde d’intubation dans la trachée peut
altérer la clairance muco-ciliaire, du fait d’une réaction inflammatoire et d’un effet
mécanique local [43]. Une partie de cet inoculum, qui peut étre plus ou moins virulent, peut
atteindre le poumon profond, et, lorsque les défenses locales sont dépassées, provoquer
I'infection pulmonaire. Bien que mis en avant pendant de nombreuses années, la
responsabilité d’'une contamination par voie hématogéne (a partir d’une translocation
digestive, ou d’'un cathéter infecté...) est maintenant reconnu comme un mécanisme
secondaire [28].

Certains facteurs de risque sont endogénes au patient. Comme nous I'avons dit, les patients
admis en réanimation et soumis a la ventilation mécanique invasive peuvent avoir une
défaillance de leur systéme immunitaire. Effectivement, une immunodépression, définie
comme une aplasie, un traitement immunosuppresseur, une hémopathie ou une infection
par le VIH, était déclarée pour 15,8% des patients admis dans une réanimation participant au
réseau REA-RAISIN en 2015 [4]. Cependant, de nombreuses comorbidités ne sont pas
considérées par cette définition, mais peuvent néanmoins induire une susceptibilité aux
infections, comme l'insuffisance rénale chronique, le diabéte, une cardiopathie... [1, 44], et
sont largement représentées chez les patients de réanimation [1, 45, 46]. Enfin, bien que
sans immunodépression (ou comorbidité) préalable, les patients de réanimation peuvent
avoir une susceptibilité accrue aux infections du fait d’altérations fonctionnelles de
I'immunité innée [47, 48].

On peut ainsi proposer un schéma général simplifié (Figure 3) de la physiopathologie de la

survenue d’'une PAVM.
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Figure 3 : Physiopathologie de la survenue des complications infectieuses liées a la ventilation artificielle. L’infection
pulmonaire survient apres micro-inhalations répétées de sécrétions colonisées d’origine oropharyngée, malgré la présence
du ballonnet de la sonde d’intubation. Une partie de cet inoculum atteint le poumon profond, peut dépasser les capacités de
défense locales, et abouti a la PAVM.

Prévention des PAVM : une maitrise des risques exogenes

Il est maintenant établi que les infections liées a la ventilation mécanique sont inhérentes a
la nécessité de ventiler les patients par le biais d’'une sonde d’intubation, et que des facteurs
endogénes et exogenes concourent a leur survenue. Si les facteurs endogenes ne sont pas
accessibles a des mesures de prévention, ce n’est pas le cas des facteurs de risque exogenes.
Ainsi, les mesures de prévention sont axées autour de l'intubation, de la sonde d’intubation,
et de I’hygieéne oropharyngé. Les principales mesures de prévention des PAVM, ainsi que leur
niveau de preuve dans la littérature, sont détaillés dans le Tableau 2. Nous en discuterons

guelgques-unes parmi celles-ci.
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Tableau 2: Mesures proposées dans la littérature pour la prévention des PAVM. D’apreés [8, 28, 49].

* Ces mesures seront discutées ci-dessous.

Mesures générales Niveau de preuve selon | Recommandé Recommandé selon
[28] selon [8] [49]
Eviter I'intubation* Niveau recommandation | | oui Recommandé
Diminuer les durées de ventilation Niveau recommandation Il | Non discuté Recommandé
Eviter les ré-intubations Niveau recommandation | | oui Non discuté
Maintien en proclive > 30°* Niveau recommandation | | oui Raisonnable
Mesures liées aux sondes
Favoriser I'intubation orotrachéale plutot que . . . Il faut probablement
. Niveau recommandation Il | oui
nasotrachéale recommander
Favoriser les sondes oro-gastriques plutot que . . . . .
. g 9 P g Niveau recommandation Il | oui Non discuté
naso-gastriques
. . . . . Recommandée, sans
Maintien de la pression du ballonnet > 20cmH,0 | Niveau recommandation Il | oui X !
excéder 30 cmH,0
Sondes avec aspiration sous-glottiques* Niveau recommandation | | Peut-étre Efficacité probable
Sondes avec imprégnation en argent* Non discuté Peut-étre Non recommandée
Hygiene oro-pharyngée
. R - , N Il faut probablement
Soins buccaux a la chlorexhidine* Non recommandé | Peut-étre P
recommander
I . . L. . , . , Ne doit pas étre
Utilisation de peptide antibactérien* Non discuté Non discuté P .
recommandée
Peut probablement
, L . . . . , étre recommandée
Décontamination digestive sélective* Non recommandé Il non e !
sauf épidémiologie
particuliere
Utilisation de probiotiques* Non discuté Non discuté Non discuté

Premiére mesure : éviter la ventilation invasive

Il est en effet logique de supprimer le facteur de risque principal de la PAVM

: la ventilation

mécanique invasive. Les techniques non-invasives de ventilation se sont développées ces 30
derniéres années, permettant une diminution du recours a la ventilation invasive des
patients admis pour insuffisance respiratoire aigué dans un contexte d’insuffisance
respiratoire chronique [50], pour ocedéme pulmonaire cardiogénique [51], avec une
diminution de mortalité [52], mais aussi une diminution des infections nosocomiales, y
compris respiratoires [53, 54]. Ces données ont été confirmées par une méta-analyse,
mettant en évidence une diminution significative du risque de pneumonie chez les patients
recevant de la VNI plutét que de la ventilation invasive [55, 56]. Les données bénéfiques de
la VNI dans ces indications n‘ont néanmoins pas été confirmées dans les populations
d’insuffisance respiratoire hypoxémiques [57], avec un sur-risque de mortalité en cas de

recours a la ventilation invasive retardé [58]. Récemment, I'oxygénothérapie a haut débit
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nasal humidifié a confirmé son efficacité en traitement de l'insuffisance respiratoire aigue
hypoxémique chez les patients les plus séveres (rapport PaO,/FiO, < 200mmHg) pour la
réduction du risque de l'intubation [59]. Dans ce travail, bien gu’il y ait une tendance a un
moindre risque de survenue de pneumonie nosocomiale chez les patients recevant
I’oxygénothérapie nasale a haut débit en comparaison des autres méthodes d’oxygénation,
la différence n’était pas significative.

Cependant, dans un certain nombre de cas, il n’est pas recommandé de limiter le traitement
d’une insuffisance respiratoire a la VNI [60], et I'intubation est inévitable. Les mesures

suivantes peuvent alors étre discutées.

Particularités de la sonde d’intubation

Nous avons vu que la sonde d’intubation est un corps étranger dans les voies aériennes
supérieures, et que son étanchéité n’est pas parfaite, quelle que soit sa forme ou sa
composition. De plus, elle se colonise, et le biofilm bactérien semble permettre une
multiplication bactérienne pouvant inoculer les voies aériennes ; certaines sondes, avec un

canal d’aspiration, peuvent limiter I'inoculum des sécrétions oropharyngées.

Composition des sondes et forme des ballonnets

Des comparaisons de différentes sondes, équipées de ballonnet de différentes formes et de
différents matériaux ont été réalisées in vitro [42, 61-67] ou dans le cadre d’études
cliniques, [40-42, 68, 69]. Les études in vitro concordent pour placer les performances, en
terme de passage de liquide le long du ballonnet de I'espace sous-glottique a la trachée, des
sondes d’intubation a ballonnet en polyuréthane au-dessus des celles des sondes a ballonnet
en polychlorure de vinyle. Ces différentes études ont été menées dans différentes conditions
d’utilisation : selon la présence ou non de lubrification de la sonde [61]; selon I'application
d’une pression d’expiration positive (PEEP) [63, 64, 66]; selon différentes pression de
gonflage des ballonnets [61] et enfin, selon la forme du ballonnet [61, 62, 64, 67].

Les données cliniques confirment le caractére partiellement occlusif de ces ballonnets,

quelles que soient leur forme et leur composition [40—42]. De plus, alors que l'une de ces
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études ne met pas en évidence de différence d’incidence de PAVM selon le type de sonde
d’intubation [41], deux autres objectivent une diminution de I'incidence des pneumonies
avec des sondes a ballonnets en polyuréthane : d’'une part des pneumonies post-opératoires
chez une population de patients de chirurgie cardiaque [68]; et des PAVM chez des patients

de réanimation [69].

Diminution du biofilm : intérét des sondes imprégnées d’argent

Un biofilm peut recouvrir de facon importante les sondes d’intubation [70], celui-ci pouvant
contenir un inoculum bactérien important (jusqu’a 10° unité formant colonie (UFC)/cm de
sonde d’intubation [71]). L'utilisation de sondes imprégnées d’argent ont montré une
efficacité pour une diminution de la colonisation des sondes d’intubation et des voies
aériennes [72], et une diminution de 'incidence des PAVM [73]. Cependant, les résultats de
cette derniére étude [73], randomisée et multicentrique, ayant inclus 1932 patients, sont
pondérés par deux points importants : d’abord, la diminution de lI'incidence des PAVM ne
s’accompagnait pas de diminutions significatives ni des durées de ventilation artificielle, ni
de la mortalité ; ensuite, I'index de fragilité [74] de cette étude était de 1, c’est a dire que le
diagnostic d’'une seule PAVM supplémentaire dans le bras expérimental rendait le résultat
non significatif.

Ainsi, cette utilisation n’est pas recommandée par les sociétés savantes francaise [49] ou

nord-américaines [28].

Sondes d’intubation avec aspiration sous-glottique

Nous avons vu plus haut que I'étanchéité du ballonnet était imparfaite. Certaines sondes
d’intubation sont munies d’un canal d’aspiration, permettant d’aspirer en continu ou de
facon intermittente les sécrétions stagnantes au-dessus du ballonnet (Figure 4). Les
différentes études ont des conclusions divergentes, dans différentes populations [75-79].
Cependant, les populations étudiées étaient hétérogenes, et il est important de noter gu'il
existe un biais important, lié au design en ouvert de ces études, pour le diagnostic de PAVM.
La méta-analyse la plus récente sur le sujet [80] a inclut 17 essais randomisés, menés dans

des populations de réanimation générale ou de post-chirurgie cardiaque. Les auteurs
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retrouvaient une diminution significative du risque de PAVM avec I'utilisation de sondes
avec aspiration sous-glottique. Les durées de ventilation artificielle, de durée de séjour
hospitaliere, les mortalités hospitalieres et en réanimation n’étaient, quant a elles, pas
différentes selon les sondes utilisées. L’utilisation de telles sondes est recommandée pour la
prévention des PAVM [28, 49]. Cependant, dans une récente enquéte européenne de
pratiques, I'utilisation des sondes avec aspiration sous-glottiques est 'une des mesures de
prévention les moins suivies, puisque seuls 31% des répondants déclaraient les utiliser [81].
Les raisons invoquées pour leur non-utilisation sont tout d’abord leur colt, mais aussi le

risque plus élevé de dyspnée laryngée [82].

Figure 4 Représentation schématique du mode de fonctionnement des sondes d’intubation avec aspiration sous-glottique
(d’aprés [75]). Un canal latéral de la sonde branché sur un systéme aspiratif (intermittent ou continu) permet I'aspiration
des quelques millilitres de sécrétions stagnant au-dessus du ballonnet.

Le positionnement du patient en proclive

De facon assez naturelle, il est apparu que I'une des mesures pour limiter les régurgitations
de liguide gastrique était de positionner les patients en position semi-assise. Ainsi, cette
position a été testée dans la prévention des PAVM. La méta-analyse la plus récente [83]
regroupe 10 essais, qui ont randomisé 878 patients. Elle a permis de montrer que, lorsque la
téte du lit est surélevée entre 30 et 60°, la réduction relative du risque de suspicion de PAVM

était de 64%, et significative, en comparaison avec une position entre 0 et 10°. Lorsque les
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auteurs ne s’intéressaient qu’aux PAVM confirmées (uniquement rapportées dans 3 des 10
essais), cette réduction de risque n’était pas significative. Les limites des essais inclus dans
cette méta-analyse était nombreux: seuls trois essais rapportaient la surveillance de
I’adhérence au protocole ; les méthodes du diagnostic des PAVM n’étaient pas homogenes ;
les études étaient réalisées en ouvert, avec un risque de biais élevé ; enfin, la position semi-
assise pourrait favoriser la stagnation de sécrétions oropharyngées au-dessus du ballonnet.
Néanmoins, il s’agit d’'une mesure simple, peu onéreuse. Ainsi, dans la pratique clinque
qguotidienne, cette mesure est déclarée comme l'une des quatre les plus respectées (a
égalité avec la surveillance de la pression du ballonnet), par 81% des répondeurs a I'enquéte

européenne de Ricard et coll. [81].

Mesures de décontamination

Décontamination digestive

La décontamination digestive a été I'objet de nombreuses études et a fait I'objet de
beaucoup de controverses. Il s’agit de I'administration d’'un (ou plusieurs) antibiotiques par
voie digestive seule, ou combinée a une administration d’antibiotiques par voie systémique,
intraveineuse. Si elle s’est avérée efficace dans la réduction des PAVM, d’autres infections
nosocomiales, et de leur mortalité attribuable, ce n’est qu’au prix d’une administration
concomitante (et parfois prolongée jusqu’a 4 jours), d’antibiotiques par voie systémique
[84].
Une méta-analyse de 36 essais randomisés [85] a exploré |'effet d’'une décontamination
digestive par antibiotiques locaux ou par la combinaison d’antibiotiques locaux et généraux.
Cette méta-analyse retrouvait une réduction significative des PAVM, sans effet sur la
mortalité lorsque seuls les essais investiguant I'effet d’'une décontamination topique étaient
étudiés ; et une diminution significative a la fois des PAVM et de la mortalité pour les études
qui testaient une décontamination topique associée a une administration d’antibiotiques par
voie systémique. Cependant, trois commentaires peuvent étre faits :
- d’abord, bien que cette méta-analyse soit relativement récente (2009), les essais qui
y sont inclus sont anciens : seuls 6 (sur les 36) sont publiés aprés I'an 2000, et le plus

récent I'a été en 2007. Il est vraisemblable que I'épidémiologie microbienne des
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PAVM des premiéres études (milieu des années 1980) ait été différente des plus
récentes, et méme peu transposable a I'épidémiologie actuelle, notamment en terme
de résistance aux antibiotiques.

- Ensuite, nombre de ces études sont originaires de zone a faible incidence de BMR
(Pays-Bas et Belgique: 8 études, Allemagne et Autriche: 6, une suisse et une
britannique ; contre 5 grecques et espagnoles), donc difficilement extrapolable a
d’autres régions du monde.

- Enfin, I'impact d’une telle mesure en matiére d’émergence de BMR n’est pas évalué.

De facon plus récente, Karvouniaris et coll. [86] ont diminué I'incidence des BGN et des BMR
au cours des épisodes de PAVM de facon significative, en nébulisant de la colistine a 168
patients sous ventilation artificielle depuis plus de 48h, sans diminuer I'incidence des PAVM
elles-mémes. Ce sont la des résultats tres intéressants. Cependant la limite principale de
cette étude est sa réalisation dans une zone géographique ou l'antibio-résistance est
extrémement élevée, et ces données peuvent ne pas étre transposables dans des zones ou
I'incidence de BMR est moindre. De plus, les auteurs n’ont pas évalué le risque de sélection
de bactéries résistantes a la colistine au décours de cette prophylaxie. Et I'émergence de
bactéries résistantes a la colistine pourrait devenir problématique, puisque c’est
actuellement I'un des derniers antibiotiques actifs sur nombre de BMR et de bactéries

hautement résistantes émergentes (BHRe).

Ainsi, ces mesures de décontamination digestive ne sont pas recommandées en pratique

clinique [8, 28, 49].

L’antisepsie orale

Nous avons vu plus haut, et nous reverrons, que la sphere oropharyngée est le point central
de la survenue de la colonisation respiratoire, et de la PAVM. Ainsi, des stratégies de
prévention ciblant I'inhibition de croissance bactérienne au sein de la sphére oropharyngée
ont été développées. Nous nous attarderons sur deux de ces mesures, |'antisepsie locale a la

chlorhexidine et I'utilisation locale d’un peptide antimicrobien, I'iseganan.
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La chlorexhidine

La chlorhexidine est I'antiseptique d’utilisation large en Europe [81, 87]. Ce composé
cationique antimicrobien augmente la perméabilité de la paroi bactérienne et en provoque
la lyse. A concentration élevée, la chlorhexidine affecte directement les constituants
cytoplasmiques bactériens entrainant la mort cellulaire [88]. Son mode d’action, non encore
totalement élucidé, semble différent selon la bactérie ciblée, notamment selon qu’elle soit a
Gram négatif ou positif [89]. Son spectre d’activité comprend d’ailleurs ces deux types
bactériens (avec un niveau de résistance plus élevé chez les BGN) [90-92], anaérobie
facultatives, aérobie, les levures et certains virus, sans activité sur les spores [88, 90].

L’efficacité de son utilisation en soins oropharyngés, dans la prévention des PAVM, est
débattue en raison de discordances entre différentes méta-analyses [93—98] : certaines
concluent a I'absence d’effet sur les PAVM [95, 96], certaines trouvent un bénéfice en terme
de PAVM, mais non sur la mortalité [97] ; d’autres ont décrit un effet de la chlorhexidine,
d’autant plus lorsqu’elle était concentrée [93], ou dans le sous-groupe des patients de
chirurgie cardiaque [93, 95]. La méta-analyse la plus récente est celle de Hua et coll. [98]. Ce
travail a exploité les données de 38 essais randomisés contrélés, menés chez 6016 patients.
Parmi ceux-ci, la chlorhexidine était utilisée dans 18 études. Une réduction significative de
I'incidence était retrouvée, de I'ordre de 25%, avec un cas évité pour 17 patients traités. La
encore, l'utilisation de chlorhexidine n’était pas associée a une réduction de mortalité, de
durée de séjour en réanimation ou de ventilation artificielle. Cependant, deux points
viennent modérer I'enthousiasme autour de la chlorexhedine. Tout d’abord, la méta-analyse
de Klompas et coll. [91] s’est intéressée a 16 essais cliniques réalisés dans différentes
populations. Si elle a confirmé |‘effet positif de la chlorhexidine sur la diminution du risque
de pneumonie post-opératoire en chirurgie cardiaque, ce méme bénéfice n’était pas
retrouvé pour les patients de chirurgie non-cardiaque ou pour les patients médicaux. De
plus, aucun bénéfice n’était retrouvé pour les durées de ventilation mécanique ou de séjour
en réanimation des patients chirurgicaux. De plus, il semblait exister une mortalité plus
élevée, bien que non significative chez les patients de chirurgie non cardiaque traités par
chlorhexidine plutot que par placebo. Ensuite, I'un des écueils de I'utilisation de la
chlorhexidine est sa tolérance. Un essai multicentrique, international devait évaluer, parmi
plusieurs mesures de décontamination, I'efficacité de la chlorhexidine a 2% [99]. Cependant,

une fréquence extrémement élevée d’irritation muqueuse (avec des lésions mugqueuses,
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érosives plus ou moins séveres), a été observée chez 29 des 295 patients qui recevaient
cette antisepsie. Alors que le comité de surveillance avait fait remplacer la solution de
chlorhexidine a 2% par un gel a une concentration moindre (a 1%), une irritation muqueuse
avait encore été rapportée, ce qui avait conduit a I'arrét de la chlorhexidine dans le cadre de
cette étude [99].

Ainsi, les recommandations existantes [8, 49] préconisent actuellement la décontamination

oropharyngée, sans consensus sur la dose, la fréquence, ou la modalité d’application.

L'iseganan

Il s'agit d’un peptide antimicrobien, a large spectre. Une seule étude, mais de grande
ampleur a évalué son efficacité dans la prévention des PAVM [100]. Kollef et coll. ont
randomisé 709 patients ventilés depuis plus de 48h pour recevoir de l'iseganan ou du
placebo en application oropharyngée locale. L'étude a été interrompue précocement pour
futilité apres recrutement de 709 sur les 900 patients prévus. Effectivement, il n’y avait pas
de différence significative dans les taux de PAVM, la survie a J14, ou les effets indésirables
selon le bras de randomisation. La recherche concernant I'iseganan pour la prévention des
PAVM semble maintenant a I'arrét, si I’'on en croit le site ClinicalTrials.gov [101]. L'utilisation

de ce peptide ne fait, a ce jour, pas partie des recommandations.

L’utilisation de probiotiques

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui peuvent avoir des effets bénéfiques
pour le traitement ou la prévention de certaines pathologies [102]. Parmi les mécanismes
d’action évoqués figurent l'inhibition de la colonisation par bactéries pathogénes, la
potentialisation de |'effet barriére digestive, la stimulation de I'immunité locale [103].
Plusieurs méta-analyses se sont attachées a décrire |'effet des probiotiques pour la
réduction des infections en réanimation, dont une récente que nous allons détailler [104].
Manzanares et coll. ont repris 30 essais contr6lés randomisés, qui avaient inclus 2972
patients, et s’intéressaient a la survenue d’infections acquises en réanimation (dont les
PAVM). Les combinaisons de micro-organismes comprenait des mélanges de bactéries
(Bacillus subtilis, S. thermophilus, Bifidobacteries, Lactobacilles mais aussi E. faecalis, E.

coli...). Les auteurs retrouvaient une diminution significative du risque relatif d’infection de
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I'ordre de 20%. Seuls 9 essais s’étaient intéressés aux PAVM, et |'agrégation de leurs
données retrouvait une diminution significative du risque de PAVM de 26% (RR=0,74 ; 95%IC
0,61-0,90; p=0,002). Les auteurs ne retrouvaient pas d’amélioration de la mortalité
hospitaliére ou en réanimation. Les analyses complémentaires ne retrouvaient pas d’effet
concernant les doses quotidiennes ou le type de probiotique utilisé. Cependant, la qualité
méthodologique des essais, et I'"hétérogénéité de ceux-ci ne permettaient pas de conclure
formellement. Ainsi, il semble que ce soit une voie de recherche intéressante. D’ailleurs, a ce

jour 3 études sont répertoriées en cours sur ClinicalTrials.gov sur le sujet [105].

Efficacité des associations de mesures : les « bundles »

L’efficacité des différentes mesures préventives des PAVM a été démontrée, de facon plus
ou moins solide, lorsqu’elles sont utilisées de facon indépendante les unes des autres.
Cependant, la combinaison de ces mesures de prévention est maintenant reconnue comme
efficace dans cette stratégie. Des stratégies « multi-facettes » ont été évaluées, dans le
cadre de protocoles de services en réanimation. Ainsi, une unité de réanimation brésilienne
a pu diminuer sa consommation d’antibiotique en combinant a des « bonnes pratiques »
générales certaines mesures spécifiques [106]: I'élévation de la téte du lit a 45° Ia
décontamination orale a la chlorhexidine, la surveillance de la pression du ballonnet et son
maintien entre 20 et 25 cmH,0 et I'aspiration sous-glottique intermittente. En France,
Bouadma et coll. [107] ont appliqué un protocole de soins qui comprenait un renforcement
de la désinfection hydro-alcoolique des mains, une réduction de la prophylaxie de l'ulcére de
stress, la mise en position semi-assise, le maintien de la pression du ballonnet supérieur a 20
c¢cmH,0, la limitation des aspirations endotrachéales par les infirmiéres, une stratégie
favorisant la mise en place de sondes oro- plutdt que nasogastriques, la limitation des
changements de circuits du ventilateur, le tout associé a un protocole de sevrage de la
ventilation mécanique, et ont comparé l'incidence d’épisodes de PAVM avant et aprés
implémentation de ce protocole. La densité d’incidence de PAVM était significativement
moindre aprés implémentation du protocole, en passant de 22,6 a 13,1 épisodes pour 1000
jours de ventilation (p<0,001). Des résultats similaires sont observés par Khan et coll. [108]
dans une réanimation saoudienne, en impliquant, en plus des médecins et des infirmieres,

les kinésithérapeutes de cette unité. L'implémentation de « bundles » est aussi efficace pour
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des patients séjournant dans plusieurs unités : De Luca et coll. [109] ont mis en place ces
bonnes pratiques dans un service d’urgences (ou les patients restaient ventilés durant 1 a 2
jours, en médiane, avant d’étre admis en réanimation), aprés les avoir appliquées en
réanimation uniquement. L'incidence des PAVM décroissait de facon significative au fur et a
mesure de la diffusion de ces bonnes pratiques entre ces services, passant de 11,3% en
I’absence de I'application de ces regles, a 5,7% quand ces bonnes pratiques étaient limitées
a la réanimation, puis a 3,9% quand ces mesures étaient appliqguées aux urgences et en

réanimation.

Ainsi, il semble que I'efficacité d’un cocktail de mesures préventives, les « bundles », soit
largement démontrée dans la prévention des PAVM. Chaque unité peut donc cibler les
mesures a intégrer a son protocole de soins, construire un protocole multi-facettes de

prévention, et éduquer ses personnels, médicaux et paramédicaux, a son observance.
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Chapitre 2 : La colonisation oropharyngée, carrefour

de la colonisation digestive et de la PAVM.

Nous avons vu dans le chapitre précédent I'importance dans la survenue d’'une PAVM de la
colonisation oropharyngée. D’ailleurs, la colonisation oropharyngée est, comme nous le
verrons, un sujet d’étude ancien actuellement peu exploré. Nous allons voir maintenant les
données existantes sur la composition de cette colonisation, en particulier chez les patients
de réanimation ; les explications a cette modification d’épidémiologie ; enfin, le lien entre

colonisation oropharyngée et PAVM.

Dynamique de la colonisation oropharyngée

L'un des premiers travaux s’intéressant a la colonisation oropharyngée date d’il y a presque
50 ans [3]. Johanson et coll. ont réalisé des cultures de prélevements oropharyngés dans 5
populations différentes : deux étaient composées d’adultes sains (soit extérieurs a I’hopital,
soit personnels hospitaliers) et trois composées de patients issus de services de psychiatrie,
de chirurgie orthopédique, ou des patients graves, moribonds, quoique non obligatoirement
hospitalisés en réanimation. Cette étude, sur laguelle nous reviendrons, a montré I’existence
d’'une modification de la flore bactérienne oropharyngée des patients hospitalisés
caractérisée par I'émergence de BGN. Ainsi, il semble exister un gradient de colonisation a

BGN en fonction de la gravité des patients.

Colonisation oropharyngée chez les sujets sains

La flore oropharyngée est essentiellement constituée de bactéries anaérobies (sauf
Bacteroides fragilis), de streptocoques oa-hémolytiques (Streptococcus viridans). Des
bactéries pathogenes peuvent aussi étre trouvées, comme Staphylococcus aureus, S.
pyogenes, S. pneumoniae, Branhamella catarrhalis, Neisseria sp. [110-112]. Comme nous
I'avons dit plus haut, I'’étude de Johanson [3] s’est particulierement attachée a décrire la

colonisation a BGN. Les populations de sujets sains étaient donc 82 pompiers du Dallas Fire
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Department, et 47 personnels hospitaliers (médicaux et non-médicaux), qui n’avaient pas
été exposés aux antibiotiques dans les 15 jours qui précédaient le prélevement. De facon
intéressante, dans ces deux groupes, quand un seul prélevement était réalisé, seuls 2% de
ceux-ci contenaient des BGN. Un sous-groupe de ces sujets avait été prélevé de facon
répétée, et 6% d’entre eux avaient au moins un prélevement positif a BGN. De facon plus
récente, 101 soldats américains en bonne santé ont été prélevés a différents sites [113]
(narines, oropharynx, et aisselles). La encore, seuls 4 patients (4%) portaient un BGN dans
I’oropharynx, et ce BGN était un E. coli. Des résultats discordants ont été retrouvés chez 120
sujets sains [114] (étudiants, personnels paramédical et personnel de laboratoire).
Effectivement, alors que la persistance de 2 préléevements a BGN était retrouvée chez 6,6%
des patients, 35,8% de ceux-ci avaient au moins un prélevement oropharyngé positif a BGN.
Il est intéressant de noter que peu de volontaires avaient une colonisation persistante,
malgré ce taux d’acquisition élevé. L'une des limites a la généralisation de ces résultats est le
recrutement des volontaires au sein de secteurs de soins. Il est possible que la colonisation a
BGN soit plus importante que dans la population générale.

Enfin, de Lastours et coll. [115] ont recherché la prévalence d’E. coli chez 589 sujets de tous
ages, parmi lesquels 120 avaient des signes d’infection des voies respiratoires hautes. E. coli
était présent chez 6,9% des participants, sans différence selon la présence ou non de signes
d’infection des voies aériennes supérieures.

Ainsi, depuis prés de 50 ans, malgré les mouvements de populations, 'augmentation du
nombre de molécules d’antibiotiques disponibles et utilisées, et I'accroissement des
résistances bactériennes, |'épidémiologie bactérienne quantitative de la colonisation

oropharyngée des sujets sains semble inchangée.

La colonisation oropharyngée se modifie avec la sévérité

Outre les deux groupes de sujets sains, I'étude de Johanson et coll. [3] comportait des
patients de psychiatrie, des patients de chirurgie orthopédique, ainsi que des patients
« moribonds ». Alors que les patients de psychiatrie avaient un taux de colonisation a BGN
comparable a celui des sujets sains (6% pour ceux qui avaient été prélevés plusieurs fois), ces
taux étaient plus importants chez les sujets plus sévéres: 16% des patients de chirurgie

prélevés une seule fois (et 35% de ceux qui avaient été prélevés plusieurs fois), et 57% des
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patients « moribonds » avaient un prélevement positif lorsqu’ils avaient été prélevés une
seule fois, et 73% de ceux qui avaient été prélevés plusieurs fois. De plus, il existait un lien
entre la durée d’hospitalisation et la colonisation a BGN. De méme, Mackowiak et coll. [116]
ont étudié la colonisation oropharyngée chez des sujets sains et des patients atteints de
pathologies différentes, considérés comme étant a risque d’inhalation: des patients
consommateurs d’alcool, des patients diabétiques, des patients épileptiques et des
toxicomanes. De facon intéressante, les patients alcooliques (35% de colonisés) et
diabétiques (36%) étaient significativement plus souvent colonisés a BGN que les
épileptiques (17%), les toxicomanes (20%) et les sujets sains (18%). De plus la charge
bactérienne était plus importante chez les patients alcooliques (14% de patients ayant plus
de 100 BGN/mL de lavage buccal au sérum physiologique) et diabétiques (24%) que les
volontaires sains (5%). D’autres types de populations ont été explorés, comme les patients
atteints de broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) [117, 118] : la prévalence
de colonisation a BGN était significativement plus importante chez les patients BPCO ou
asthmatiques que chez les volontaires sains [118] ; et une augmentation de cette prévalence
était liée a la gravité de la BPCO [117]. Les patients agés ont aussi fait 'objet de plusieurs
études [119, 120] et celles-ci étaient concordantes, en retrouvant des prévalences de
colonisation élevées (de 20,5 a 43%). Ces études comportent des biais certains : d’abord,
elles ont été réalisées chez des personnes dépendantes, hospitalisées soit en long séjour
[119], ou en service de chirurgie orthopédique [120]. De plus, ces patients étaient volontiers

comorbides. L'dge n’est donc pas le seul facteur de risque exploré dans cette étude.

Colonisation oropharyngée des patients de réanimation

Plusieurs essais se sont intéressés a la colonisation oropharyngée (ou a la colonisation de la
plague dentaire, ce qui est assez proche [111]) des patients de réanimation, surtout dans le
cadre de I'étude de I'épidémiologie des PAVM. Nous étudierons plus loin les liens entre
colonisation oropharyngée, digestive et PAVM. Depuis Johanson et coll. [3], ou les patients
les plus sévéres étaient moribonds sans gqu’ils soient hospitalisés en réanimation, les études
concourent pour décrire une colonisation oropharyngée a bactéries pathogénes a la fois a
I’admission, entre 23 et 96% (ce qui est probablement un signe de la gravité de ces patients),

mais aussi une acquisition de celle-ci dans 36 a 100% des cas.
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Les espéces pathogenes le plus fréquemment isolées a l'admission des patients en

réanimation sont en grande majorité de BGN (32 a 41%) [121, 122], avec des entérobactéries

(dans 20% des prélevements) [123], dont le détail est parfois donné : K. pneumonia, 13 a

18% [123-125]; Citrobacter 23% [124] ; des BGN non-fermentants (P. aeruginosa, 11 a 32%)

[122-126]; enfin des cocci a Gram positif (S. aureus 15 a 78% [122, 123, 127, 128], ou

Streptococcus sp. 44% [128]).

Il existe une certaine hétérogénéité dans ces travaux :

L'un d’entre eux a été réalisé en étudiant la colonisation de la plague dentaire [127],
d’autres, la colonisation oropharyngée [121, 123-125], I'une et 'autre [122], ou
encore les sécrétions buccales [128]. Bien que ces sites de prélévements aient été
considérés équivalents pour I'étude de la flore de 5 sujets sains par des techniques
d’amplification de I’ARN 16s [111], elle n’ont pas été comparées pour des patients de
réanimation colonisés a BGN ;

Les mesures d’hygiéne de la cavité buccale n’étaient pas détaillées. Puisque les
données concernant les soins de bouche n’étaient pas encore diffusées, il est difficile
d’assurer qu’elles étaient réalisées de facon homogene dans ces études.

Enfin, comme nous l'avons dit plus haut, certaines de ces études ne se sont
intéressées qu’aux BGN sans en détailler le type [121], d’autres ont dénombré en
plus la colonisation a cocci a Gram positif [123], enfin, certaines ont été trés

exhaustives [122, 127].

Ces modifications d’épidémiologie de la colonisation oropharyngée, en particulier chez les

patients de réanimation ne font donc maintenant aucun doute. Il convient d’en rechercher

d’éventuelles explications physiopathologiques avant de faire le lien avec les PAVM.

Pourquoi la colonisation oropharyngée se modifie-t-elle en réanimation ?

Modifications préalables a I'admission

Nous avons vu plus haut que certaines pathologies chroniques peuvent induire une

modification de la colonisation oropharyngée [3, 116-118]. Et qu’un nombre non-
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négligeable de patients de réanimation sont atteints de comorbidités [1, 4, 44-46]. De plus,
de nombreux patients recoivent une antibiothérapie préalable a leur admission en
réanimation [4], induisant un risque de modification de la colonisation digestive [129]. De
plus, ces patients potentiellement comorbides peuvent ne pas avoir un niveau préalable
d’hygiéne orale optimale. Enfin, certains traitements peuvent avoir des effets secondaires

sur la sécrétion salivaire.

Modifications inhérentes a la réanimation

Du fait de certains dispositifs présents dans I'oropharynx (sonde gastrique, sonde
d’intubation, sondes d’aspiration [128, 130]), de la position allongée (y compris lorsque le
proclive a 30°-45° est respecté) des patients de réanimation, le reflux de liquide gastrique est
systématique (ou tres fréquent) [131]. De plus, la transmission de pathogénes par les

personnels a été démontrée [132].

Modifications du milieu oropharyngé

Des modifications de composition de la salive peuvent aussi étre incriminées dans cette
modification d’épidémiologie. Une diminution du pH, ainsi qu’une diminution de la sécrétion
salivaire ont été rapportées comme favorisant I'adhérence de K. pneumoniae dans
I’oropharynx [133]. De méme, Dal Nogare et coll. ont mesuré |'activité de I’elastase salivaire,
de la fibronectine et la colonisation a BGN de patients en post-opératoire de chirurgie
cardiaque [134]. La fibronectine, qui inhibe I'adhérence des BGN aux cellules épithéliales
[135], est significativement et précocement diminuée chez les patients chez qui la
colonisation a BGN apparait, du fait d’'une augmentation de |'élastase salivaire, alors qu’elle

n’augmente pas chez les patients non-colonisés.

Colonisation oropharyngée et PAVM

Le lien entre colonisation oropharyngée et PAVM est fait depuis les travaux de Johanson et

coll. [125]. Et des études complémentaires depuis ont confirmé ce lien fort, avec une

45



Messika Jonathan - Thése de doctorat - 2017

implication de la colonisation digestive [121, 123]. Nous allons voir ci-aprés les données
existantes liant ces 3 sites.

Johanson et coll. [125] ont inclus 213 patients de réanimation, et ont recueilli des
préléevements oropharyngés répétés, ainsi que des prélévements respiratoires invasifs et
non-invasifs. Les auteurs ont montré que le portage oropharyngé de BGN était un facteur de
risque d’infection pulmonaire avec le méme BGN : 23% des patients ayant une colonisation
oropharyngée a BGN ont développé une PAVM, contre seulement 3,3% des patients sans
colonisation (p<0,0001).

En étudiant la colonisation oropharyngée, gastrique et la survenue de PAVM chez 141
patients sous ventilation mécanique invasive, Bonten et coll. [121] ont décrit une
augmentation significative du risque de PAVM a entérobactérie en cas de colonisation
oropharyngée a I'admission ou en cours d’hospitalisation (respectivement OR=3,41 ; p=0,03
et OR=3,41; p=0,04) ; le risque de PAVM a Pseudomonas était significativement associé a
I'acquisition de cette colonisation oropharyngée (OR=11,59; p<0,00001) ou gastrique
(OR=7,68 ; p=0,006) en réanimation.

Ewig et coll. [126] ont centré leur étude sur 48 patients traumatisés craniens (plus a risque
d’inhalation). Cette étude a permis de montrer que la colonisation oropharyngée et nasale
préalable a S. pneumoniae, S. aureus et H. influenzae représentait un facteur de risque
indépendant de colonisation trachéale, et un facteur de risque de PAVM « précoce ». Une
telle association statistique n’était retrouvée pour la colonisation a BGN, mais il est
important de noter que la colonisation gastrique a BGN existait dés I’'admission chez 39% des
patients et s’élevait jusqu’a 60% dans les suites ; la colonisation a BGN oropharyngée et
trachéobronchique était tres faible a 'admission (respectivement 16 et 10%) et augmentait
de facon significative au cours du suivi (58 et 49%). Enfin, pour faire le lien entre ces
différents sites de colonisation, la présence d’'un BGN dans la colonisation oropharyngée ou
gastriqgue a n‘importe quel moment de I'hospitalisation était prédictive de la colonisation
respiratoire basse a ce méme pathogéne.

Enfin, Garrouste-Orgeas et coll. [123] sont allés plus loin dans l'identification des BGN
responsables de colonisation gastrique et oropharyngée, et de PAVM. lls ont inclus 86
patients sous ventilation artificielle invasive, ont réalisé des prélevements de colonisation
oropharyngée et gastrique et étudié les identités génétiques des bactéries isolées par

électrophorése en champ pulsé. Parmi les 36 épisodes infectieux, survenant chez 29
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patients, les profils électrophorétiques étaient similaires entre la PAVM et I'oropharynx pour
17 épisodes ; entre la PAVM, I'oropharynx et le prélévement gastrique pour 6 épisodes ; et
entre la PAVM et le préléevement gastrique pour un épisode. Ainsi, dans deux tiers des cas
(24/36) il existait une concordance bactérienne entre une colonisation aérodigestive et

infection pulmonaire.

Ces données permettent de remettre la colonisation oropharyngée au centre de la
physiopathologie des PAVM, en particulier pour les épisodes dus aux BGN, et confirment les
liens entre colonisation digestive, oropharyngée et la colonisation puis ['infection

respiratoire, que nous avions représentés Figure 3.

Nous avons vu plus haut I'importance que prend E. coli dans ce contexte, et nous verrons

maintenant pourquoi ce germe peut étre considéré comme « I’ennemi public n°1 ».
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Chapitre 3 : Escherichia coli, I’ennemi public n°1 ?

L'origine d’E. coli remonterai a 120 millions d’années. Elle partagerai un ancétre commun
avec les salmonelles et aurait alors divergé [136]. C'est en 1885 que le pédiatre Allemand
Theodor Escherich (Figure 5) I'a découverte [137]. Depuis, la connaissance de cette bactérie
a largement bénéficié des progres réalisés en biologie moléculaire. Nous verrons tout
d’abord les généralités sur E. coli et sur son génome, puis nous détaillerons la structure de sa
population, et sa pathogénie chez I’'homme. Enfin, alors qu’a I'état sauvage E. coli est tres
sensible aux anti-infectieux, nous discuterons de |’émergence de sa résistance aux

antibiotiques.

Figure 5 Theodor Escherich, aux environs de I’an 1900.

Généralités sur E. coli

Caractéristiques physiques et biochimiques

E. coli est un BGN non sporulant, de la famille des entérobactéries (classe des gamma-
protéobactéries), aéro-anaérobie facultatif.

Sa longueur est variable, entre 0,5 a 3 um, et la présence d’un flagelle permet la mobilité
des souches.

E. coli peut étre tolérante a une large amplitude de températures (4 a 42 °C) ou de pH et

d’osmolarités [138]. Ses caractéristiques enzymatiques permettent son identification aisée
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en microbiologie. E. coli peut fermenter certains sucres (« lactose + »); transformer le
tryptophane en pyruvate et indole (« indole + ») du fait de la présence d’une tryptophanase;
réduire les nitrates en nitrites (« nitrate réductase + »). Elle est aussi caractérisée par
I’absence de certains enzymes : la cytochrome-oxydase (« oxydase - ») ; 'uréase (« uréase -
») ; elle ne peut utiliser le citrate comme seule source de carbone en aérobiose (« citrate -
»). E. coli a un temps de génération moyen in vitro en milieu liquide riche de 20 a 40 min a 37
°C selon les souches. Ce temps est généralement plus long in vivo, selon I'organe infecté et la

température [139].

Caractéristiques génomiques

La grande diversité génétique d’E. coli est 'une des explications au polymorphisme des
situations de rencontre avec cette bactérie. Nous verrons effectivement plus bas son
caractére ubiquitaire, sa présence dans |‘environnement, ou comme commensal ou
pathogene chez I'homme ou I'animal. C'est I'une des espéces bactériennes les plus étudiées
et les mieux connues. La plasticité du génome d’E. coli résulte du gain ou de la perte de
génes et d’un taux élevé de recombinaisons génétiques au sein de cette espece [140, 141].
Compte tenu de I'échange important des informations génétiques entre bactéries, le « core-
génome », I'ensemble des génes partagés par toutes les souches, est limité, mais le génome
variable (genes flexibles, reflet de I'adaptation de la souche) est grand. L'organisation du
génome d’E. coli comporte effectivement un « core-génome » de 2200 genes et un pan-
génome de 13000 a 18000 genes. Ce pan-génome peut étre assimilé a un réservoir de genes,
dans lequel les souches puisent ou déposent des génes, par transfert horizontal selon les
contraintes environnementales. L'intervention de plasmides, bactériophages, intégrons ou
transposons permettent ces transferts de génes et le brassage de ces informations
génétiques [140, 141].

Le caractere versatile d’E. coli, sa présence ubiquitaire, 'amplitude de ses manifestations
pathologiques, et I'accroissement de I'’émergence des résistances aux antibiotiques sont

probablement a mettre en lien avec cette plasticité génomique.
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Environnement et niche écologique

E. coli est ubiquitaire : sa présence dans I'environnement, dans le tube digestif des vertébrés
a sang chaud et des reptiles [142, 143], et dans une diversité de situations pathologiques en
fait un pathogéne opportuniste d’intérét. C'est I'organisme commensal aérobie prédominant
du tube digestif humain, avec une concentration de 10*° & 10 UFC par gramme de contenu
colique, et 10’ a 10° UFC par gramme de selles. E. coli est 'une des premiéres espéces
bactériennes colonisant le systeme digestif du nouveau-né [144], et il a été montré que cette
colonisation survient rapidement aprés la naissance, entre 3 et 10 jours de vie [144]. Sa
localisation au niveau de la couche de mucus a la surface de I'épithélium digestif permet de
lui apporter les nutriments nécessaires a sa croissance [145]. De plus, différents modeles
animaux ont montré |'avantage de cette situation pour limiter la colonisation par des
organismes pathogéenes [146, 147]. Cependant, comme nous I'avons dit plus haut, E. coli est
aussi un pathogene opportuniste, chez ’"humain et chez I'animal, impliqué dans plus de 2
millions de déces humains annuels, au cours d’infections intestinales et extra-intestinales

[148, 149], avec un spectre de pathologies large, comme nous le reverrons plus tard.

Populations et phylogénie

Principaux outils utilisés pour la classification des souches

La grande diversité phénotypique de la population d’E. coli (en terme d’habitat, de
pathogénicité...) et la facilité de ses conditions d’étude au laboratoire, en a fait un modele
d’étude. Ainsi, différentes techniques ont été développées pour caractériser ce
polymorphisme, le classer et le distinguer. Les techniques utilisées font appel a I'étude de
leurs caractéristiques phénotypiques puis, plus récemment, a celle des caractéristiques

génotypiques.

Outils de caractérisation phénotypique

Le sérotypage [142, 143] permet une identification des combinaisons d’antigenes de surface

(173 antigénes somatiques O ; 80 antigenes capsulaires K et 56 antigenes flagellaires H). Le
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sérogroupe est déterminé par I'antigene O (025 par exemple) et le sérotype par I'antigéne
H. Ainsi, de grands clones pathogenes ont pu étre individualisés a partir de la combinaison
des antigenes O et H (0104:H4, 0157:H7, 025:H4...). Cette technique a comme inconvénient
principal le manque de précision. Des techniques de sérogroupage moléculaires, basées sur
les variations de séquences de |'opéron rfb, qui contient des génes impliqués dans la
biosynthése du LPS, et est responsable de la variabilité des motifs oligosaccharidiques de
I’'antigene O [150], sont maintenant développées (voir ci-dessous). L’étude de la variabilité
protéique (Multilocus Enzyme Electrophoresis, ou MLEE) est une technique développée
dans les années 1980 [151], et peu utilisée actuellement, permettant une caractérisation des
souches par la mobilité électrophorétique différentielle d’enzymes conservés au sein de
'espece (dits « de ménage »). La migration permet la genese de profils alléliques,
spécifiques d’une souche. La proximité entre différentes souches peut étre visualisée par la

construction d’un dendrogramme, apres analyse du profil de migration.

Outils de caractérisation génotypique

Techniques génotypiques

Le pendant génétique du MLEE est I’étude de la variabilité génétique (multilocus sequence
typing, ou MLST), élaboré a la fin des années 1990. C’est une technique robuste pour I'étude
des populations bactériennes. Les séquences nucléotidiques de différents génes de ménage
(7 a 8) sont déterminées pour chaque isolat. Le profil allélique de la séquence ainsi établie
défini le « sequence type » (ST) de la souche. On considére qu’E. coli possede 3 schémas de
classification validés [152—154], avec une bonne corrélation entre eux [155].

L’électrophorése en champ pulsé (PFGE, pulse-field gel electrophoresis) permet |'étude de
I'empreinte génétique de la souche, en la comparant avec des souches de référence ou
d’autres isolats. C’est une technique qui a été largement utilisée le cadre des enquétes
épidémiologiques [156—159]. L'analyse des similitudes entre les profils de migration de
différents isolats, obtenus apres digestion par des enzymes de restriction, peut permettre la
construction d’un dendrogramme. L’analyse des séquences répétées en tandem (MLVA,
Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis) permet d’obtenir une empreinte

génétique également hautement discriminante, en amplifiant des séquences variables
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répétées en tandem (Variable number tandem repeat, VNTR) par PCR multiplex a partir de
I’ADN génomique de la souche. La taille des produits de PCR, proportionnelle au nombre de
répétitions (VNTR), est analysée par électrophorése capillaire, et met en évidence des
variations minimes de taille des amplicons. Ainsi, un profil spécifique a chague souche peut

étre construit, en obtenant une empreinte génétique discriminante [160].

Techniques basées sur la PCR

Le phylogroupage par PCR Multiplex attribue un phylogroupe a chacune des souches
testées, selon la combinaison des génes présents (parmi chuA, yjaA, arpA et TspE4.C2)[154,
161, 162], sans recourir a la lourdeur du MLST [154, 162]. Dix sous-types de B2 peuvent étre
déterminés par PCR, par I'amplification de séquences déterminées a partir des données du
MLST [163]. De méme, le groupe clonal A des isolats de groupe D peut étre déterminé en
recherchant des zones de polymorphisme nucléotidiques en amplifiant par PCR des
fragments des genes fumC et gyrB [164, 165]. Enfin, le complexe clonal 87 du groupe B1, sur
lequel nous reviendrons plus bas, peut aussi étre détecté par PCR, a I'aide de séquences de

polymorphisme nucléotidique contenues dans le géne icd [166].

Technique in silico : le séquengage a haut débit des génomes (Whole genome sequencing)

Le séquencage complet des génomes a haut débit tend a supplanter les techniques de PCR,
tant par ses performances [167], son colt [168, 169], la facilité de sa réalisation [168] et la
guantité de données fournies par la détermination de la séquence génétique de chaque
isolat [168, 170, 171]. Au-dela du simple typage des isolats, le séquencage haut débit permet
aussi de déterminer le contenu en génes de virulence [172, 173], réaliser des études
épidémiologiques en déterminant la proximité génétique entre plusieurs isolats [174], ainsi
gue la détermination du support génétique de la résistance aux antibiotiques [175].

Cette technique, disponible au sein de l'unité IAME, permet de déterminer l'intégralité du

génome de chaque isolat pour environ 60 euros.

Classification et phylogénie

La répartition phylogénétique de la population de I'espece E. coli a été déterminée au cours
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des dernieres années grace aux outils cités précédemment. Quatre groupes phylogénétiques
principaux (A, B1, B2 et D), 3 mineurs (C, E et F) ainsi que Escherichia clade I,
phénotypiquement similaire mais génétiguement distincte de E. coli, ont été mis en
évidence [162]. Les isolats de groupe A et B1 prédominent largement dans I'environnement
[176, 177] et dans la flore commensale humaine [178]. Les isolats de groupe B2 et D sont
préférentiellement isolés de sites infectieux extra-intestinaux (bactériémies, infections
urinaires, méningites, pneumonies...) [179-183], mais sont également bien représentés dans
la flore commensale digestive [178, 183]. Il a récemment été décrit une augmentation
relative de la proportion des isolats de groupe B2 dans les flores commensales d’adultes
sains de région parisienne, en comparaison avec des collections d’E. coli commensaux
recueillis, chez le méme type de sujets, dans la méme zone géographique, en 1980 et en
2010 [178]. Effectivement, alors que ces isolats ne représentaient que 9,4% en 1980 [184],
leur proportion s’élevait a 22,7% en 2000 [185], et 34,0% en 2010 [178], aux dépens des

isolats de groupe A (52,8, 27,3 et 28,7%, respectivement) (voir Figure 6).

Figure 6 Distribution des phylogroupes d’E. coli commensaux dans 3 séries consécutives, en 1980 [184], 2000 [185] et 2010
[178]. D’aprés Massot et coll [178]. Cette figure met en évidence I'augmentation nette des isolats de groupe B2, aux dépens
des isolats de groupe A.

Cette répartition n’est néanmoins pas la méme, pour les souches isolées dans d’autres
régions, chez des populations différentes. Alors que ces taux sont similaires pour des
populations occidentales [140, 185], les proportions d’isolats de groupe B2 sont nettement
plus faibles dans des populations de zones tropicales; en 2004, Escobar-Paramo et coll.
[185] rapportaient des taux d’isolats de groupe B2 de I'ordre de 25% dans les selles de sujets
sains Colombiens, 17,4% au Bénin, et 3,2% chez des amérindiens guyanais, contre des

proportions d’isolats de groupe A de 57,1%, 50% et 63,4% dans ces mémes populations.
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Sous-groupes de B2

Il existe une diversité au sein méme du groupe phylogénétique B2, mise en évidence a I'aide
d’une technique de MLST [186]. Dix sous-groupes ont pu étre individualisés [163, 187-190].
Ceux-ci sont aussi nommés par l'un des complexes de « sequence type » (STc) dans le
schéma d’Achtman [191] qui le composent. Le sous-groupe | correspond au STc131, avec des
souches avec les O-types 06, 016, 025b [192, 193] ; le sous-groupe Il correspond au STc73,
avec les O-types 02a, 06, 025a; les souches du sous-groupe Il sont du type 06, et
correspond au STcl127; le sous-groupe IV correspond au STcl41l, avec des souches
majoritairement de type O2b ; le sous-groupe V correspond au STc144, de type 016; le
sous-groupe VI est majoritairement de type O4 et correspond au STcl12 ; les souches du
sous-groupe VIl sont principalement de type O75 et correspondent au STc14 ; le sous-groupe
VIl sont des 081, et correspondent au STc452 ; les souches du sous-groupe IX sont de type
01, 0O2a, 018 et 0453, et correspondent au STc95 ; enfin le sous-groupe X comprend en
grande partie des souches 083, et correspondent au STc372. Clermont et coll. ont développé
une méthode de PCR permettant une détermination du sous-groupe des groupes B2. Cette

méthode assigne correctement 95% des isolats d’E. coli en comparaison au MLST [163].

Le ST131 : un complexe clonal particulier

Le complexe clonal 025b-ST131 est un clone d’intérét. Il a effectivement été décrit de facon
extrémement répandue, sur tous les continents [194, 195], comme étant responsable
d’infections communautaires, de colonisation humaine et animale, et diffusé par
I’alimentation, avec un spectre de résistance aux antibiotiques particulier. Le ST131 exprime
de facon majoritaire (>95%) un sérotype 025b:H4. Il s’agit de I'un des complexes clonaux
fréguemment impliqué en pathologie humaine [196]. Décrit en 2008 dans un nombre limité
de pays, il est maintenant retrouvé dans la monde entier [196, 197], et est impliqué dans
une grande diversité d’infections, de I'infection urinaire simple a la méningite grave [196].
De plus, ce complexe clonal est associé a un haut niveau de résistance aux B-lactamines
(principalement par sécrétion de B-lactamases a spectre élargi - BLSE) et aux
fluoroquinolones [195, 197]. Ainsi, le complexe clonal ST131 représente approximativement
70 a 80 % des isolats résistants aux fluoroquinolones et presque deux tiers des isolats
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sécrétant une BLSE [198] ; de plus, il a été récemment rapporté que 35% des souches d’E.

coli productrices de carbapénéemase recueillies dans le monde appartenaient au ST131 [199].

Le groupe clonal A du groupe D et le complexe clonal 87 du groupe B1

Le groupe clonal A des isolats du groupe D a été initialement rapportés comme responsable
d’épidémies d’infections urinaires en Amérique du Nord [200] [201], mais est présent sur
I’ensemble du globe [202]. Ses caractéristiques principales sont une charge importante en
facteurs de virulence, et un fort potentiel de résistance a l'association trimétoprime-
sulfaméthoxazole [165, 201-203]. Le complexe clonal 87 appartient au groupe B1. Les
souches appartenant a ce complexe clonal semblent étre d’origine animale, en particulier
avec une propension importante a acquérir des genes de résistance [166]. Par ailleurs, en
dépit de son potentiel de résistance aux antibiotiques, ces souches ont une capacité
importante de colonisation du tube digestif, y compris lorsqu’elles sont mises en
compétition avec d’autres souches [166]. Ces caractéristiques mettent en lumiére les risques

de dissémination de ces souches porteuses de résistances aux antibiotiques.

Pathogénie

Il est intéressant de noter qu’un lien certain, mais non univoque, est fait entre pathogénie et
phylogroupe. Schématiqguement, les isolats de groupe A, B1 et E sont réputés responsables
d’infections intestinales, alors que les isolats de groupe B2 et D plutét responsables
d’infections extra-intestinales. Nous nous intéresserons ci-aprés aux principales pathologies
intestinales et extra-intestinales, décrites chez 'homme, et a leur lien avec la phylogénie,
puis nous détaillerons les liens entre contenu en facteurs de virulence et pathogénie.

La Figure 7 récapitule les différents pathovars liés aux différents sites d’infection et de

colonisation.
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Figure 7 Différents sites de colonisation et d’infection a E. coli. Les souches enteropathogenénes (EPEC), entérotoxinogénes
(ETEC), et a adhésion diffuse (DAEC) colonisent I'intestin gréle, et sont responsable de diarrhées; les enterohaemorrhagiques
(EHEC) et enteroinvasives (EIEC) sont impliquées dans des pathologies coliques; les E. coli entero-aggregatifs (EAEC)
colonisent I'intestin gréle et le colon ; enfin, les E. coli uropathogenes (UPEC) colonisant et infectant les voies urinaires, et les
E. coli responsables de méningite néonatales (NMEC) font partie des pathogenes extra-intestinaux. D’aprés Finlay et coll
[204].

Infections intestinales

Les manifestations cliniques des infections intestinales a E. coli sont principalement des
diarrhées, avec des conséquences redoutables en matiere de mortalité infantile en Afrique
sub-saharienne et en Asie du sud. Les diarrhées infectieuses y sont la deuxiéme cause de
mortalité, responsables de 10% de celle-ci [205]. Parmi les agents pathogénes responsables
des diarrhées infectieuses de I'’enfant dans ces régions du monde, E. coli figure comme la
deuxieme bactérie impliquée [206]. Cependant, bien que moins prégnantes dans les pays
industrialisés, des cas sporadiques sont possibles, avec la description récente d’un
phénoméne épidémique [207].

Les E. coli pathogénes intestinaux (INPEC) peuvent se repartir en 7 pathovars. Leur
identification reposaient initialement sur des caractéristiques phénotypiques et de
pathogénie, et se sont enrichies de méthodes biochimiques et moléculaires [204]. Les E. coli
entérotoxinogénes (entero-toxinogenic E. coli - ETEC), les E. coli entéropathogenes
(enteropathogenic E. coli - EPEC) et les E. coli entéro-invasifs (entero-invasive E. coli - EIEC)
colonisent le tube digestif et sont des agents impliqués dans des diarrhées aigués. Les
formes causées par les ETEC sont préférentiellement aqueuses, liées a un mécanisme

toxinogene ; alors que les EPEC et EIEC envahissent la muqueuse et lesent I'épithélium,
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pouvant causer des syndromes dysentériques. Les E. coli entéro-hémorragiques (entero-
hemorragic E. coli - EHEC) sont responsables de tableaux de colites hémorragiques, pouvant
étre associées a des micro-angiopathies thrombotiques : les shigatoxines que ces souches
sécrétent ont un tropisme endothélial marqué, responsables des signes cliniques (digestifs,
neurologiques, rénaux) et biologiques (hémolyse, thrombopénie) [207]. Les E. coli a
adhésion diffuse (diffusely adherent E. coli - DAEC) peuvent aussi provoquer des syndromes
diarrhéiques chez I'enfant, par le biais de leur attachement aux entérocytes, et de la
modification de I'architecture entérocytaire gu’ils induisent. Les E. coli entéro-agrégatifs
(entero-aggregative E. coli - EAEC) adhérent a la fois a la surface épithéliale du c6lon, mais
aussi a celui de l'intestin gréle, formant un biofilm. Ils sont réputés responsables des
diarrhées du voyageur, glairo-sanglantes. Ils peuvent aussi étre impliqués dans la
pathogénese de diarrhées chroniques et de malabsorption chez les enfants de pays en voie
de développement [208]. Enfin, les E. coli adhérents-invasifs (adherent-invasive E. coli - AIEC)
peuvent étre associés a certaines formes de maladie de Crohn, avec une activation
inflammatoire chronique pouvant étre en rapport avec leur invasion entérocytaire [209].

Il est intéressant de noter que, comme les pathogénes extra-intestinaux que nous verrons
plus bas, les EAEC, DAEC et les EPEC sont des pathogénes non obligatoires. Ils peuvent étre

retrouvés au sein de la flore digestive de sujets sains [210].

Pathologies extra-intestinales

E. coli est un pathogene ubiquitaire : les sites extra-intestinaux qu’il peut infecter sont
multiples, et peuvent se compliquer de bactériémies. Dans une revue récente compilant les
études épidémiologiques de bactériémies, E. coli est rapportée comme I'espece bactérienne
la plus fréguemment isolée dans les prélevements d’hémocultures, avec une incidence de 35
cas pour 100000 habitants. Ces bactériémies sont en premier lieu communautaires [211].

Le site urinaire est le plus fréquent site infectieux, et largement étudié. Une infection
urinaire a E. coli peut se compliquer de bactériémie, et c’est d’ailleurs le premier point de
départ des isolats de bactériémies des séries récentes (40,9% a 56,9%) ; compte tenu de son
abondance dans le tube digestif, il est naturel de retrouver E. coli comme agent impliqué

dans les infections intra-abdominales; c’est un pathogéne bien connu comme responsable

57



Messika Jonathan - Thése de doctorat - 2017

d’infections néo-natales; enfin, il s’agit d’une espéce bactérienne particulierement

impliquée dans les infections nosocomiales.

Infections urinaires

Les infections urinaires regroupent les pyélonéphrites, les cystites chez la femme, et les
prostatites chez I’homme. Alors que les infections urinaires masculines sont rares, elles sont
fréquentes chez les femmes. Une enquéte déclarative chez 2000 femmes adultes aux Etats-
Unis [212], avait permis d’évaluer son incidence a 10,8% dans I'année qui précédait, ce qui,
rapporté a I'ensemble de la population des Etats-Unis représentait 11,3 millions de femmes.
De plus, dans cette série, un tiers des patientes rapportait la survenue d’une infection
urinaire avant I'dge de 24 ans.

L'agent pathogene principal rapporté pour ces infections est E. coli, dans 75 a 95% des

épisodes communautaires [213].

Infections intra-abdominales

De facon peu surprenante, du fait de la charge bactérienne du tube digestif, il n’est pas rare
d’isoler E. coli d’infections intra-abdominales, soit du fait de la perforation d’un organe creux
(péritonites), ou de la dissémination par contiguité a partir du tube digestif (angiocholites,

abcés hépatiques) [214].

Infections néonatales

E. coli est parmi les agents prédominants dans les infections néonatales, au deuxieme rang
(apres les streptocoques du groupe B) des agents isolés des infections néonatales précoces,
avec une incidence estimée de 0,28 cas pour 1000 naissances [215] et en premiere place

pour les infections tardives (aprés 72h de vie) [215, 216].

Infections nosocomiales

E. coli occupe le premier rang des agents infectieux responsables d’infections nosocomiales,

selon la derniere enquéte nationale de prévalence des infections nosocomiales, menés par le
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réseau RAISIN, I'Institut de Veille Sanitaire, et le Centre de coordination de la lutte contre les
infections nosocomiales (C-CLIN) Paris-Nord [217]. Comme nous |’avons dit plus haut, E. coli
peut étre I'agent de PAVM [2, 4, 23-26], mais aussi de PAH [9]; E. coli est également
impliquée dans la survenue de bactériémies nosocomiales avec 15,4% des épisodes recensés
au cours de l'enquéte nationale de prévalence 2012 [217]. En réanimation, E. coli est
responsable de 10,4% des bactériémies, a la deuxieme place, aprés les S. epidermidis (10,9%)
[4].

E. coli est un des agents prédominant d’infections liées a I'oxygénation extracorporelle a
membrane (ECMO) [218]. Nous avons étudiés les isolats d’E. coli responsables d’infections
lices a I'ECMO, en montrant que leurs caractéristiques étaient celles d’isolats a
pathogénicité extra-intestinales dans la grande majorité des cas (Messika et coll. accepté

pour publication dans Journal of Medical Microbiology).

Infections extra-intestinales et phylogénie

De nombreux travaux ont mis en évidence un lien fort entre phylogénie et pathogénie, dans
différents types d’infections. Les isolats responsables d’infections extra-intestinales sont
préférentiellement de groupes B2 et D, mais peuvent aussi étre issus de tous les groupes
phylogénétiques [150, 180-182, 187, 189, 190, 214, 219-224]. De plus, le contenu en
facteurs de virulence de ces isolats responsables d’infections extra-intestinales peut étre de
guantité variable. En I'absence de caractéristiques spécifiques a chaque site infectieux,
Russo et Johnson ont proposé en 2000 [225] la notion de pathogéne extra-intestinal (ExPEC).
Une souche ExPEC est alors définie comme une souche possédant un/des facteur(s) de
virulence extra-intestinaux, ou si sa pathogénicité est confirmée sur un modeéle animal.
Cependant, les auteurs admettent le caractere artificiel d’'une telle dénomination puisque la
pathogénicité ne dépend pas que des caractéristiques de la souche elle-méme, mais aussi

des caractéristiques de I'h6te, de la taille de I'inoculum, de la présence de co-pathogenes...

Les facteurs de virulence et leur lien avec la pathogénie

Les facteurs de virulence d’E. coli

E. coli peut étre porteur de nombreux facteurs de virulence. lls servent la bactérie pour

I'invasion de I’hbte et sa résistance (voir Tableau 3). Ces facteurs de virulence peuvent étre
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classés en grandes classes fonctionnelles: facteurs d’adhésion (Sfa, pilus associé aux

pyélonephrites-papC, fimbriae, adhésines...), des toxine cytolytiques (CNF1 et 2, hémolysine,

shigatoxine...), des entérotoxines, des invasines (lbeA...), des sidérophores (aérobactine,

IroN, yersiniabactine...), des systemes de défense contre le complément (capsule K1, TraT),

ou des facteurs de mobilité (flagelle).

Tableau 3. Principaux facteurs de virulence d’E. coli. D’aprés [226].

Facteur de virulence

Role/effet

IcsA

Nucléation des filaments d’actine

Intimine

Adhésine — induction d’une réponse Thl

Adhésines Dr ; Fimbriae de type 1, F1C, S ; Fimbriae adhérente-aggrégante

Adhésines

Fimbriae P (Pap)

Adhésine — induction de I’'expression de cytokines

CFA

Adhésines (plus de 20 types différents)

BFP (bundle-forming pilus)

Pilus de type IV

Paa ; ToxB ; LPF (long polar fimbriae) ; Saa ; OmpA ; Curli

Adhésines

Efa-1/LifA Adhésine, inhibition de I’activation lymphocytaire
lbeA, B, C; AslA Invasines
Dispersine Facteur de colonisation

Antigéene K de capsule

Résistance a la phagocytose

Aerobactine ; Yersiniabactine

Métabolisme du fer, sidérophores

IreA Métabolisme du fer, récepteur d’un sidérophore

IroN Métabolisme du fer, récepteur de la salmochéline (sidérophore)
Chu Métabolisme du fer, transport de ’heme

Flagelline Motilité

Lipopolysaccharide

Induction de I’expression des cytokines, plus de 80 O-types

Entérotoxine labile (LT) ; Heat-stable enterotoxin a, b (STa, STb) ; EAST ;
Shigella enterotoxin 1 et 2 (ShET1, ShET2) ; Pet ; SigA

Sécrétion ionique

Shigatoxine (Stx)

Induction de I'apoptose

Cytolethal distending toxin (CDT)

DNAase

Urease

Clive I'urée

Esp (C, P) ; SepA

Sérines protéases

Hemoglobin-binding protease

Dégradation de ’hémoglobine

Pic Protéase, mucinase

Sat Formation de vacuoles

Facteur inhibiteur de cycle (Cif) Blocage de la mitose

EspF Induction apoptose

EspH Modulation architecture cellulaire
Map Rupture paroi mitochondriale

Tir Action sur protéines cytosquelette
IpaA Dépolymérisation de I'actine

IpaH Modulation de I'inflammation
IpgD Phosphatase, destruction membranaire
VirA Destruction membranaire

StcE, TraT Résistance au complément

Hémolysines, Ehx, Facteurs nécrosants cytotoxiques (CNF1, CNF2)

Destruction cellulaire

Les génes de ces facteurs de virulence sont regroupés au sein d’ilots de pathogénicité

(Pathogenicity islands — PAIs) [227]. Les PAls peuvent étre portés par des plasmides, ou

directement intégrés au chromosome bactérien [204]. IIs peuvent faire I'objet de transferts

horizontaux, au sein de populations d’E. coli voire vers d’autres espéces bactériennes.

L'identification de ces facteurs de virulence peut se faire selon plusieurs méthodes. Alors
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gue la méthode historique est une hybridation par sonde a ADN [223, 224, 228, 229], elle se
fait actuellement de facon rapide et large par PCR [220, 224, 230, 231]. C'est d’ailleurs ainsi
gue cette recherche est réalisée dans les travaux épidémiologiques récents, visant a décrire
les caractéristiques des isolats responsables d’infections de différents sites [178-182, 214,
219-222, 224]. Comme nous l'avons dit plus haut, la généralisation du séquencage a haut
débit permet maintenant de rechercher les facteurs de virulence en méme temps que

I’étude génétique poussée des souches [172, 173].

Intérét des modéles animaux

Cette virulence extra-intestinale a été testée dans divers modeéles animaux. Des isolats
cliniques de divers sites ont été testés sur différents modeles d’infection. Ces travaux sont
concordants pour mettre en évidence une létalité plus importante des isolats chargés en
facteurs de virulence, des isolats de groupe B2, et de I'origine non-fécale de ceux-ci [179,

232, 233].

Modeles murins d’infections urinaires

De facon naturelle, et puisqu’un des sites infectieux préférentiels d’E. coli est urinaire, un
modele murin d’infection urinaire a été développé. Il consiste en l'injection vésicale, sous
anesthésie, d’un inoculum bactérien chez des souris femelles. Les souris sont sacrifiées a
différents temps et les homogénats rénaux sont mis en culture. Ce modeéle a permis de
confirmer, entre autres, le pouvoir élevé de colonisation du systéme urinaire par les souches

du complexe clonal 025b-ST131 [234].

Modeles murins d’infections disséminées

La virulence extra-intestinale peut étre testée par inoculation sous-cutanée [232] et/ou
intra-péritonéale [179]. Dans ce cas, la létalité post-inoculation peut é&tre mesurée pour une

souche, a un inoculum donné. De plus, le foie, la rate, les reins d’animaux sacrifiés a
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différents temps peuvent étre broyés, et, comme du sang de I’'animal sacrifié, mis en culture.
Cette technique a permis de faire le lien entre groupe phylogénétique, contenu en facteur

de virulence et virulence extra-intestinale [179, 232].

Modéles murins de pneumonies

Le modeéle de pneumonie a été développé chez le rat, et testé dans le contexte d’infections a
E. coli [235] ou a d’autres pathogénes [236]. Le modele de pneumonie chez la souris est plus
simple de manipulation, I'instillation est nasale et non trachéale. Pour ces deux espéces, la
|étalité d’'une souche ou d’un isolat pour un inoculum donné peut-étre testée. Certains
animaux peuvent étre sacrifiés a différents temps, leurs poumons examinés
macroscopiquement, puis en histologie, et l'inflammation pulmonaire est cotée selon
I'intensité de la réaction inflammatoire et de l'infiltration cellulaires [237, 238]. lls peuvent
étre aussi broyés et mis en culture, et des mesures de la réponse inflammatoire par dosage

de cytokines dans ’lhomogénat peuvent étre faites, soit directement, soit par PCR [239].

Les alternatives aux modeles de mammiféeres

Les préoccupations éthiques grandissantes poussent la communauté scientifique a
rechercher des alternatives aux modeles de mammiferes pour I'expérimentation. La "regle
des 3 R", énoncée par W.M.S. Russell et R.L. Burch [240, 241] comprend les points suivants :
Reduce - Réduire le nombre d'animaux en expérimentation; Refine - Raffiner la
méthodologie utilisée ; et Replace - Remplacer les modéles animaux. Ce concept a été
introduit dans la réglementation par le Conseil de I'Europe (convention STE N° 123), I'Union
européenne (directive n® 2010/63/UE) et la France (décret n° 2013-118 ; arrétés du ler
février 2013) et repris par les organismes de recherche, comme I'INSERM [242].

Les pistes de remplacement font appel a divers organismes :

- Diard et coll. ont confirmé que le nématode Caenorhabditis elegans pouvait étre
utilisé dans I’étude de la virulence d’isolats d’E. coli. Une corrélation forte entre
|étalité chez C. elegans, |étalité dans un modéle murin de septicémie et virulence
extra-intestinale était mise en évidence. Ainsi, C. elegans était une alternative fiable
pour les modeéles de septicémie a E. coli.

- L'utilisation d’embryon de poisson-zébre (Danio rerio) est une piste intéressante pour
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I’étude de la létalité d’E. coli [243]. Le modeéle de septicémie chez I'embryon de
poisson-zébre confirme la létalité des isolats virulents; de plus, la réaction
inflammatoire qui suit I'inoculation d’un isolat virulent s’"accompagne d’'un cedéeme
visible de I'embryon, régressif lorsque I'embryon est traité par de la ciprofloxacine. La
réaction inflammatoire est attestée par I'activation transcriptionnelle de génes de
I'inflammation, proches de ceux de la réaction inflammatoire humaine. Les
similitudes avec les mécanismes humains en font un modele de choix de la
septicémie a E. coli.

Cependant, pour l'infection pulmonaire, les modeles animaux, s’ils restent nécessaires, font

appel a des mammiféres, avec un systéme respiratoire proche du systeme humain.

E. coli, entérobactérie clé de la résistance aux antibiotiques

A I'état sauvage, E. coli est hautement sensible aux antibiotiques. Cependant, au cours des
derniéres années, les entérobactéries sont devenues de plus en plus fréquemment
résistantes aux antibiotiques, en particulier du fait de la production de BLSE. Des données
francaises récentes signalent d’ailleurs I'augmentation significative des résistances d’E. coli
entre 2004 et 2012 a certaines B-lactamines (ampicilline, céfépime, ceftriaxone) [244]. Nous
discuterons d’abord des différents mécanismes de résistance d’E. coli aux B-lactamines, puis
nous discuterons I'épidémiologie et son évolution de la résistance des entérobactéries, et
plus précisément d’E. coli aux B-lactamines, principale classe utilisée dans le traitement de

ces infections, en Europe puis en France.

Mécanismes de résistance aux B-lactamines d’E. coli

E. coli est une espéce naturellement sensible aux B-lactamines. Cependant, les mécanismes
de résistance aux B-lactamines des entérobactéries en général, et d’E. coli en particulier,
peuvent étre divers [245]. Les principaux sont: une diminution de la concentration en
antibiotique dans la cellule (du fait d’un efflux, ou d’'une modification de porine), une
diminution de I'affinité de "antibiotique pour sa cible, et I’'hydrolyse de la B-lactamines par

une enzyme, une B-lactamase. Ce dernier mécanisme est le plus répandu, avec une capacité
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a diffuser par le transfert d’éléments génétiques et a diffuser dans le monde [245—-247]. Ces
B-lactamases peuvent étre classées par leur structure moléculaire (c’est la classification
d’Ambler [248]). La classification fonctionnelle de Bush [249] les répertorie en fonction de
leur cible. Parmi celles-ci, deux types intéressent le clinicien, du fait de leurs implications
thérapeutiques : la production de BLSE et de carbapénémases, inactivant pour les premiéres,
les pénicillines et les céphalosporines de 3émes génération (C3G) et pour les secondes, en
plus, les carbapénémes.
Les BLSE sont de plusieurs types. Chaque type possede de nombreux variants génétiques,
différant par des mutations, pouvant induire une activité d’hydrolyse différente. Les
principaux types sont les suivants :
- les enzymes de type TEM: il en existe 223 différentes répertoriées [250]. Elles
hydrolysent de facon préférentielle la ceftazidime
- les BLSE de type SHV sont moins nombreuses [251], avec moins de possibilités de
mutations. Leur spectre d’hydrolyse est centré sur le cefotaxime.
- Cent-soixante-douze BLSE de type CTX-M différentes sont répertoriées a ce jour
[252]. Les CTX-M n’hydrolysent classiqguement pas la ceftazidime [247]. Le support
génétique des CTX-M est plasmidique, expliquant a la fois son pouvoir de diffusion
important, mais aussi les co-résistances pour d’autres classes d’antibiotiques [246].
Parmi les CTX-M, la CTX-M-15 est non seulement la plus fréquente, mais aussi
mondialement répandu [197], évoluant par épidémies [197, 246]. De plus, une
proportion importante d’isolats issus du complexe clonal STc131 a été décrite au sein
des isolats cliniques d’E. coli porteurs de CTX-M15 [195, 198, 246]. D’autres clones
ont été décrits comme associés aux enzymes de type CTX-M, comme des souches de
groupe D, connues pour leur virulence extra-intestinale, de sequence type ST38,

ST393, ST315, ST405 et ST648 [246, 253, 254].

Les carbapénémases d’E. coli les plus fréquentes sont la New-Delhi metallo-B-lactamase,
I'oxacillinase 48 et la Klebsiella pneumoniae carbapenemase [199, 255]. La encore, leur
présence au sein de complexe clonaux virulents et a dissémination globale (comme le ST131
[199]) est une préoccupation majeure pour |'évolution des stratégies thérapeutiques dans le

traitement des infections séveres.
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Résistance d’E. coli aux B-lactamines : données européennes

Il est malaisé d’obtenir des données sur I'épidémiologie de ces souches dans le monde,
compte tenu de I'hétérogénéité des prévalences d’un pays a l'autre. Le « European Centre
for Disease Prevention and Control» coordonne le réseau de surveillance de
I'antibiorésistance européen (« European Antimicrobial Resistance Surveillance Network » —
EARS-Net) et collige les données de résistance bactérienne aux antibiotiques en santé
humaine. Les bactéries cibles sont S. pneumoniae, S. aureus, E. faecium, E. faecalis, P.
aeruginosa et Acinetobacter spp., issus d’infections invasives. Le dernier rapport en date est
celui de novembre 2016, rapportant I'épidémiologie de 2015 [256]. Deux constats sont
dressés, et illustrés par la Figure 8 :
- tout d’abord, il existe des variations majeures des taux de bactéries résistantes a
travers le continent. Effectivement, pour E. coli, alors que les taux de résistances aux
C3G est de I'ordre de 1,7% [0-5] en Islande, elle concerne 38,5% [32-46] des isolats en
Bulgarie ;
- ensuite, la proportion d’isolats d’E. coli résistants aux C3G est globalement en

augmentation depuis 2012.

Figure 8 Pourcentage d’isolats d’E. coli issus d’infections invasives avec résistance aux C3G en Europe en 2012 et 2015.
D’apreés [256].

Ces variations, a I'échelle européenne mais aussi a I'échelle mondiale, ont des explications
multiples : les différences en niveau de richesses, en politiques d’antibiothérapies (humaines

et animales), les flux migratoires...
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Résistance des entérobactéries aux B-lactamines : données francaises

En France, I'évolution des résistances des entérobactéries aux B-lactamines est suivie par les
réseaux de surveillance, comme |'Observatoire National de I'Epidémiologie et des
Résistances Bactériennes (ONERBA), les C-CLIN, rapportés par Carbonne et coll. [257] et par
le rapport de BMR-RAISIN 2014 (publié en novembre 2016) [258]. Le réseau BMR-Raisin
regroupe les données des C-CLIN des 5 inter-régions francaises. Les données du rapport
2014 ont été recueillies dans 1 442 établissements de santé, totalisant 75,6 % du total des
408 063 lits d’hospitalisation compléte. Le recueil des données est réalisé pendant 3 mois du
premier semestre de I'année considérée, a partir des isolats cliniques des établissements
participants. Ces données donnent donc une idée représentative de I'épidémiologie des
résistances bactériennes en France pour I'année considérée.

Les données notables concernant les entérobactéries sont les suivantes :

- en 2014, les 13876 cas d’infections a entérobactéries productrices de BLSE se
répartissaient principalement en isolats d’origine urinaire (70,4%), puis des
hémocultures (7,4%), de préléevements respiratoires (6,6%) et de pus profonds
(5,5%) ;

- La prédominance d’E. coli au sein des entérobactéries productrices de BLSE, observée
depuis plusieurs années [257] (Figure 9), se confirmait encore, avec 58% d’E. coli,
devant K. pneumoniae (24,4%) [258] ;

- De fait, en indexant a [Iactivité, la densité d’incidence pour 1000 jours
d’hospitalisation (JH) a elle aussi augmenté, en passant de 0,02 en 2002 a 0,36 pour

1000 JH en 2014 [258] (Figure 10).
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Figure 9 Evolution de la répartition (en %) des souches d’entérobactéries sécrétrices de BLSE (d’apres [258]).

0,4

0,35 /
0,3 /

0,25 /
0,2 //

0,15 /
0,1 /

N

005 | —— i
A

0
Q > > » © Q % o o 5 o > >
N $ & N N $ & & S N N N N
D O SR S, SO S, * D A A D A D
“>=E.coli =K. pneumoniae E. cloacae  =*E. aerogenes

Figure 10 Evolution des densités d’incidence (pour 1000 journées d’hospitalisation) des souches d’entérobactéries sécrétrices

de BLSE (d’apres [258]).

Ces données confirment la place majeure qu’occupe E. coli dans la résistance aux
antibiotiques. De plus, I'émergence de nouveaux mécanismes de résistance [259] et leur
dissémination sur la planete [255, 259-261] rendent indispensable I'approfondissement des
connaissances que nous avons sur E. coli. Comme nous avons dit plus haut, le complexe
clonal ST131 représente I'un des clones d’E. coli dont la résistance aux antibiotiques et la

diffusion sur la planéte en fait I'un des clones les plus redoutés.
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E. coli au cours de la PAVM

Nous avons vu I'épidémiologie générale des PAVM, et détaillé dans le Tableau 1 I'évolution
au cours du temps de cette épidémiologie. Il est intéressant de noter qu’E. coli représente
maintenant I'entérobactérie prédominante des PAVM [2, 4, 23-25, 262]. Différents travaux
se sont interessés au spectre de sa sensibilité aux antibactériens. Cependant, aucun travail
ne s’est interessé a ces souches.

Une recherche des termes Medical Subject Heading (MeSH) « Escherichia coli» et
« pneumonia, ventilator-associated » [263] sur PubMed retrouve 15 références, soit pres de
10 fois moins que les 145 resultats de la recherche « Pseudomonas aeruginosa » et
« pneumonia, ventilator-associated » [264] ou que les 142 de « Staphylococcus aureus» et
« pneumonia, ventilator-associated » [265]. Parmi ces 15 références, seules 3 se réféerent

directement a E. coli dans le titre.

E. coli et colonisation oropharyngée

Les entérobactéries sont l'une des espéces bactériennes principales qui colonisent
I'oropharynx des patients de réanimation, avec, dans ce cas, une augmentation nette du
risque de PAVM au méme germe. Alors que la physiopathologie de la PAVM passe par la
sphere oropharyngée, et que les mesures préventives qui ont fait leur preuve passent par
I'oropharynx, le manque de données sur E. coli est criant. Une recherche des termes MeSH
« Escherichia coli », «xoropharynx » et « humans » [266] sur PubMed retrouve 35 références,
dont 30 datent du siécle dernier.

Ce manque de données justifie les travaux qui suivent.
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Objectifs du travail

Ce travail est donc justifié par : d’'une part les inquiétudes que font naitre les entérobactéries
au niveau international [267], et E. coli parmi elles, tant en terme de résistance aux
antibiotiques que de pouvoir pathogéne ; et d’autre part par I'ancienneté des données de
colonisation oropharyngée des patients de réanimation, et I'absence de donnée concernant

les isolats d’E. coli responsables de PAVM.

Les objectifs de ce travail de thése sont donc les suivants :

Actualiser les données placant les entérobactéries en téte dans I'épidémiologie des

PAVM, et au sein de celles-ci, la place d’importance d’E. coli ;

Décrire les caractéristiques phénotypiques et génotypiques des isolats d’E. coli

responsables de colonisation ou d’infection respiratoire des patients de réanimation ;

- Etudier la colonisation oropharyngée a BGN pathogénes dans différentes

populations, de gravités différentes.

- Décrire les caractéristiques des isolats d’E. coli responsables de colonisation
oropharyngée des patients de réanimation, et les comparer a leurs pendants rectaux

et respiratoires.
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Partie 2 : Travaux personnels

Nous avons vu dans la partie précédente I'importance de la colonisation oropharyngée a
BGN, et a fortiori d’E. coli dans la survenue des PAVM, ainsi que les liens que cette bactérie

ubiquitaire tisse entre colonisation digestive et oropharyngée.

Nous avons aussi détaillé I'importance de cette bactérie dans I'épidémiologie des PAVM,
dans le tableau des résistances aux antibiotiques, a I'échelle des services de réanimation,
mais aussi a I'échelle européenne et mondiale. Alors que les populations d’E. coli a
pathogénicité extra-intestinale sont de mieux en mieux caractérisées, que |’évolution des
techniques d’études moléculaires en permettent une classification rigoureuse et I'étude
extensive des caractéristiques de virulence, le manque de données sur les E. coli

responsables de PAVM et de colonisation respiratoire est criant.

Ainsi, il était nécessaire de s’intéresser a E. coli dans ce contexte, dans une approche multi-

facettes.

Dans un premier travail, nous avons souhaité décrire I'évolution de |'épidémiologie
microbienne des PAVM de ces derniéres années dans notre Service de Réanimation Médico-
Chirurgicale [262]. Ce travail, publié dans International Journal of Antimicrobial Agents
tentait de faire le lien entre la modification de I'épidémiologie bactérienne et la
consommation d’antibiotiques de I'année précédente. Nous avons repris |'épidémiologie des

PAVM entre 2007 et 2011 et les consommations d’antibiotiques de 2006 a 2010.

Un deuxiéme travail s’est focalisé sur I'épidémiologie des populations d’E. coli colonisant
I'oropharynx, le tube digestif et les voies aériennes des patients de réanimation sous
ventilation artificielle invasive : ce travail expérimental a été publié dans Intensive Care
Medicine [268]. Nous avons caractérisé des isolats d’E. coli oropharyngés, respiratoires et
rectaux de patients de réanimation sous ventilation mécanique invasive : leur phylogénie a
été déterminée, leur sensibilité aux antibiotiques, leur contenu en facteur de virulence. Nous
avons testé in vivo, sur un modele murin de pneumonie la virulence de divers isolats

représentatifs.

Dans un troisieme temps, nous avons mené une étude nationale, visant a décrire les
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caractéristiques génomiques des isolats d’E. coli respiratoires de patients de 14 réanimations
francaises. Il s’agissait d’E. coli responsables de PAVM, de colonisation, mais aussi de
pneumonies hors ventilation artificielle et de pneumonies communautaires. Ce travail a été
en partie présenté par le Dr Béatrice La Combe, au congres de la Société de Réanimation de

Langue Francaise en janvier 2014 [269].

Enfin, le dernier travail est actuellement en cours: le projet OROCOLI est centré sur la
colonisation oropharyngée. Ce travail est financé par un Contrat de Recherche Clinique de
I’Assistance Publique-Hopitaux de Paris. Nous étudions la diversité de la colonisation
oropharyngée dans différentes populations de patients hospitalisés dans différents secteurs
et chez des sujets sains. Chez les patients hospitalisés, nous décrirons la dynamique de
colonisation oropharyngée a BGN. Puis nous nous attacherons a |'étude spécifique des
isolats d’E. coli, en terme de caractéristiques phylogéniques et de sensibilité aux

antibiotiques.
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Chapitre 1 : Epidémiologie des PAVM et relation avec

la consommation d’antibiotiques

Ce premier travail est une mise en perspective de |’évolution de I'épidémiologie des PAVM
avec |"évolution décrite dans la littérature et les consommations en antibiotiques de notre
service. Nous nous sommes intéressés a la description épidémiologique de la documentation
microbiologique des PAVM de notre service de 2005 a 2011. Ce travail a été publié dans

International Journal of Antimicrobial Agents.

Objectifs

L'objectif de notre travail était double : tout d’abord décrire I’évolution de I'épidémiologie
bactérienne et des résistances aux antibiotiques des PAVM sur 5 années de surveillance, et
de la mettre en paralléle avec les consommations d’antibiotiques de notre Service de

Réanimation Médico-Chirurgicale.

Méthodes

Nous avons mené une étude observationnelle monocentrique rétrospective, sur une période
de 5 ans (2006 a 2011). Les patients étaient identifiés par le logiciel de gestion du laboratoire
de Microbiologie de I’hopital Louis Mourier. Ceux pour qui un prélevement microbiologique
respiratoire protégé avait été réalisé alors qu’ils étaient sous ventilation artificielle étaient
inclus. Le diagnostic de PAVM et son délai de survenue (précoce ou tardive) étaient notés en
plus de données cliniques, anamnestiques et radiologiques, du taux de bactéries dans le
prélevement, de la prise en compte du résultat dans le traitement de I'épisode, et du délai
de survenue apreés mise sous ventilation artificielle invasive. L'incidence de chaque germe a
été calculée pour 1000 JH, et mise en relation avec la consommation en antibiotiques du
service sur la période étudiée.

L’évolution des consommations d’antibiotiques, de I'épidémiologie et des résistances a été

analysée par régression linéaire et par une loi de Poisson selon le temps. De méme, une
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régression de Poisson a été utilisée pour analyser la corrélation entre I'incidence de chaque

espéce bactérienne et la consommation d’antibiotiques de I'année précédente.

Résultats

Au cours de la période d’étude, 252 épisodes de PAVM ont été diagnostiqués, chez 184
patients. La fréquence des PAVM était de 16,2%, sans variation d’incidence au cours de la
période. Trois cent soixante-quatre agents pathogéenes étaient impliqués.

Les résultats principaux sont les suivants: 1) la proportion de PAVM précoces a
significativement décru au cours de la période (de 26 a 9%, p=0,007); 2) nous avons
constaté une augmentation au cours de la période d’étude de [Iincidence des
entérobactéries (de 6,64 a 10,52 cas pour 1000 JH ; 3) cette augmentation était
principalement le fait de I'augmentation des entérobactéries du groupe Ill (2,85 a 4,51
isolats/1000 JH) ; 4) et dans une moindre mesure, par I'augmentation de l'incidence d’E. coli
; 5) la consommation d’antibiotiques a augmenté entre 2006 et 2010, de facon significative
pour les macrolides, les fluroquinolones, les C3G, et les carbapénemes ; 6) les résistances
aux antibiotiques ont significativement cru pour 6 classes d’antibiotiques : la combinaison
trimétoprime-sulfaméthoxazole, les fluoroquinolones, les B-lactamines anti-Pseudomonas
(céfépime et ceftazidime) et I'association pipéracilline-tazobactam ; I'augmentation des
résistances au céfépime était le fait de I'augmentation des E. coli ; 7) les résistances a
I’'association pipéracilline-tazobactam était deux fois plus fréquente que les résistances aux
C3G; 8) enfin, nous avons mis en évidence une corrélation significative entre les
consommations d’amoxicilline-acide clavulanique, de B-lactamines anti-Pseudomonas, de
carbapénémes avec I'augmentation de l'incidence des PAVM a entérobactéries de groupe
lll 'année suivante; de méme, l'augmentation de consommation de C3G était

significativement corrélée a I'augmentation des E. coli résistants aux C3G |'année suivante.
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Article history: The epidemiology of multidrug-resistant bacteria (MDRB) has changed significantly in European health-

Received 23 April 2015 care settings, with a decrease in frequency of meticillin-resistant Staphylococcus aureus and an increase in

Accepted 1 July 2015 extended-spectrum B-lactamase (ESBL)-producing Enterobacteriaceae. Little is known about the effects
of these changes on ventilator-associated pneumonia (VAP). A retrospective 5-year trend analysis of

Keywords: ICU antibiotic consumption and resistance in bacteria causing VAP was undertaken. Poisson regres-
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sion analysis between complete microbiological data and antibiotic consumption was performed. In
total, 252 episodes of VAP in 184 patients were identified between 2007 and 2011, from which 364
causal bacteria were isolated. Enterobacteriaceae isolation rates increased significantly over this period
[from 6.64 to 10.52 isolates/1000 patient-days; P=0.006], mostly due to an increase in AmpC-producing
Enterobacteriaceae (APE) (2.85-4.51 isolates/1000 patient-days; P=0.013), whereas the number of
episodes due to S. aureus and Pseudomonas aeruginosa remained stable. A positive association was
found between the increase in APE infections and an increase in past-year antibiotic consumption:
amoxicillin/clavulanic acid (P=0.003), ceftazidime and cefepime (P=0.007), carbapenems (P=0.002),
fluoroquinolones (P=0.012), macrolides (P=0.002) and imidazoles (P=0.004). No such association was
found for the emergence of resistance in P. aeruginosa. These results indicate a change in the epidemiology
of VAP, with Enterobacteriaceae exceeding P. aeruginosa and S. aureus. Moreover, a positive correlation
was observed between antibiotic consumption and the incidence of potentially MDRB such as APE. No
such correlation was found for ESBL-producing Escherichia coli and antibiotic-resistant P. aeruginosa.

© 2015 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

1. Introduction

T coresmondi nor. P » Service de Réanimation Médi Ventilator-associated pneumonia (VAP), defined as pneumonia
 Corresponding author. Present address: Service de Reanimation Medico- occurring >48 h after the initiation of mechanical ventilation, is
chirurgicale, Hopital Louis Mourier, 178 rue des Renouillers, F-92700 Colombes, A ) . ) . A .
France. Tel.: +33 147 60 61 95; fax: +33 147 60 61 92. the most common life-threatening hospital-acquired infection in
E-mail address: jean-damien.ricard@Imr.aphp.fr (J.-D. Ricard). the intensive care unit (ICU). This complication affects 8-28% of

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2015.07.010
0924-8579/© 2015 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.
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patients receiving mechanical ventilation [1] and accounts for up
to 50% of all antimicrobials prescribed in the ICU. It is associated
with increased morbidity, increased costs and increased length
of stay in the ICU [2,3]. In older series, the principal pathogens
recovered in bronchoscopy samples were Pseudomonas aeruginosa
(24.4%), Staphylococcus aureus (20.4%), Enterobacteriaceae (14.1%)
and Haemophilus sp. (9.8%) [1]. Several studies have shown that
initial treatment of VAP with inappropriate antimicrobial drugs is
associated with a poorer outcome [4]. Knowledge of the epidemi-
ology and resistance trends of the bacteria concerned is therefore
of particular importance.

Over the last decade there has been a considerable change
in the epidemiology of multidrug-resistant bacteria (MDRB) in
Europe [5,6], particularly in French healthcare settings [7]. In the
Assistance Publique-Hopitaux de Paris (AP-HP), a consortium of
Parisian hospitals, the incidence of meticillin-resistant S. aureus
(MRSA) was found to have decreased by 43% over a period of 9
years with the implementation of a bundle programme to con-
trol cross-transmission [8]. Over the same period, the incidence
of extended-spectrum (-lactamase (ESBL)-producing Enterobac-
teriaceae increased by 182%, mostly due to the emergence of
Escherichia coli clones producing CTX-M type ESBL both in the com-
munity and in healthcare settings [9].

The relationships between antibiotic use and the emergence of
MDRB are complex. Possible or confirmed MDRB infection leads to
an increase in antibiotic consumption, which itself increases the
selective pressure favouring the most resistant bacteria. Several
recent studies have reported an effect of antibiotic use on MDRB
emergence both at the national [10] and hospital levels [11,12].
However, it was not possible to control for differences in pre-
scription habits, the infections treated, infection control measures
and epidemic phenomena between participating hospital wards in
these studies.

We avoided such biases in this study by focusing on changes
in the epidemiological characteristics of bacterial VAP, a typical
hospital-acquired infection, within a single ICU department. We
also investigated the correlation between ICU antibiotic consump-
tion and antimicrobial resistance of the pathogens recovered in the
ICU between 2007 and 2011.

2. Methods
2.1. Setting and case definition

Louis Mourier Hospital is a 460-bed, university-affiliated ter-
tiary care institution in Colombes (France), with 600 ICU admissions
per year.

All adult patients (>15 years) presenting at least one episode of
VAP at this hospital between January 2007 and December 2011
were included in this observational historical cohort study. The
completeness of episode counts was ensured by cross-referencing
data from two different and completely independent registries: the
files of the microbiology department and the nosocomial infection
registry of the ICU.

VAP was defined according to widely accepted criteria [13].
Lung samples were obtained for each patient by invasive tech-
niques, namely protected telescopic catheter (PTC) specimens [1]
or bronchoalveolar lavage (BAL). Samples were immediately dis-
patched at room temperature to the microbiology department for
analysis. VAP episodes were classified as ‘early’ if they occurred
on or before Day 5 of mechanical ventilation and as ‘late’ if they
occurred after Day 5 [1,14]. A new episode was defined as the
occurrence of a new VAP due to bacterial species different than
those responsible for the previous episode; hence, patients with
more than one VAP were included as long as the pathogen was
different.

2.2. Microbiological study

Lung specimens were processed according to stan-
dard procedures [15]: (i) direct examination following
May-Griinwald-Giemsa and Gram staining; (ii) quantitative
cultures on blood agar plates were incubated for 2 days in aerobic
and anaerobic atmospheres, while cultures on chocolate agar
plates were incubated for the same duration in a CO,-enriched
atmosphere; and (iii) specific, prolonged cultures for Legionella
spp. and Nocardia spp., as appropriate.

The usual thresholds were applied for the interpretation of
quantitative cultures, i.e. >103 CFU/mL and >104 CFU/mL for PTC
and BAL specimens, respectively. All bacteria present in num-
bers exceeding the threshold were identified on the basis of their
biochemical characteristics using an API® System (bioMérieux,
Marcy-I'Etoile, France). Antibiotic susceptibility was determined by
the disc diffusion method or with Etest strips (bioMérieux). Iso-
lates were classified as susceptible, intermediate or resistant to the
antibiotics concerned according to the guidelines of the Comité de
I'antibiogramme de la Société francaise de microbiologie (CA-SFM)
(http://www.sfm-microbiologie.org) [16].

2.3. Data collection and antibiotic policy

Prospectively collected data (clinical, biological, radiological
and microbiological) were retrieved retrospectively from the
microbiology department and from the patients’ records for anal-
ysis. As stated above, the completeness of episode counts was
ensured by cross-referencing the data from the microbiology
department with those noted in the ICU nosocomial infection reg-
istry.

Patients with suspected VAP were given first-line empiri-
cal treatment with aminopenicillins + 3-lactamase inhibitors or
cefotaxime for early episodes, or ceftazidime or imipenem, in
combination with an aminoglycoside for late episodes. Selec-
tive digestive decontamination is not performed in our ICU.
VAP prevention measures include strict hand hygiene policy
with alcohol-based rubs, a 30-45° semi-recumbent position, cuff
pressure monitoring but without subglottic secretion drainage,
no ventilatory circuit changes unless specifically indicated, and
chlorhexidine oral care.

During the study period, all patients admitted to the ICU were
screened for multidrug-resistant organisms (MDROs) (MRSA and
ESBL-producing Enterobacteriaceae) at admission and then once a
week. Monitoring was conducted by the infection control unit to
detect MDRO outbreaks.

Data regarding the activity [number of patient-days (PD)
in full hospitalisation] from hospital administration and
the annual consumption [defined daily doses (DDDs) per
1000 PD] of all antibiotics in the ICU over the study period
were obtained from the hospital pharmacy department.
These data were analysed according to the Anatomic Ther-
apeutic Chemical (ATC) Classification System of the World
Health Organization (WHO) (http://www.whocc.no/atc.ddd-
publications/guidelines): groups G, V, M and A narrow-spectrum
penicillins (JO1CE+]JO1CF+]J01CA04); aminopenicillins + 3-
lactamase inhibitors (JO1CRO1+]J01CR02); penicillins active
against P. aeruginosa (JO1CA13+]J01CR03+]J01CA12+]J01CRO5);
third-generation cephalosporins (3GCs) ineffective against P.
aeruginosa (i.e. cefotaxime J01DDO1 + ceftriaxone J01DD04); 3GCs
active against P. aeruginosa (ceftazidime JO1DDO02 +cefepime
JO1DEO1 + monobactams JO1DF); carbapenems (JO1DH); amino-
glycosides (JO1GB); macrolides (JO1FA); fluoroquinolones
(JO1MA); vancomycin (JO1XA01); imidazoles (JO1XD+P01AB);
and trimethoprim plus sulfamethoxazole (JO1EEO1).
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2.4. Statistical analysis

The annual incidence rates of isolates and of isolates resis-
tant to antibiotics were reported as number per 1000 PD in
order to standardise epidemiological and bacterial resistance data
over the study period. Annual antibiotic consumption data were
reported as DDD/1000 PD. Rates of change were therefore deter-
mined as changes in either the number of isolates/1000 PD or in
the number of DDD/1000 PD during the study period. Linear and
Poisson regression were carried out to analyse the trends in antibi-
otic consumption and resistance, respectively, over time. Poisson
regression was also used to analyse the correlation between annual
incidence of each isolate and past-year antibiotic consumption.
Therefore, incidence rates from 2007 to 2011 are considered in
relation to antibiotic consumption from 2006 to 2010. Regres-
sion coefficients (f) are reported with their P-value (Wald test).
Autocorrelation in the residuals was checked graphically [auto-
correlation function (ACF) plot]. As not all continuous variables of
patient characteristics were normally distributed, we chose for sake
of homogeneity to report them all as median (interquartile range)
or number (%), and they were compared within the study period in
Kruskal-Wallis non-parametric tests for continuous variables or x?
tests for trend for categorical variables, as appropriate. A P-value of
<0.05 was considered significant. Statistical analysis was performed
with R 3.0.2 (http://www.R-project.org).

3. Results
3.1. Epidemiology of ventilator-associated pneumonia

During the study period, 2783 patients were admitted to the
ICU, among which 1133 (40.7%) underwent invasive mechanical
ventilation for >48 h. In total, 252 VAP episodes occurred in 184
patients (16.2%). The frequency of early episodes decreased signif-
icantly over the study period (from 26% in 2007 to 9% in 2011;
P=0.007). Annual data for ICU activity and patients with at least
one VAP diagnosis are summarised in Table 1. Of the VAP episodes,
90% were diagnosed using PTC.

These 252 episodes lead to the isolation of 364 causal bac-
teria (Table 2). The incidence of Enterobacteriaceae isolation
increased from 6.64 to 10.52 isolates/1000 PD over the study
period (P=0.006). This increase mostly reflected a significant steady

increase in the isolation of AmpC-producing Enterobacteriaceae
(APE) (2.85 to 4.51 isolates/1000 PD; P=0.013) and, to a lesser
extent, an increase in the incidence of VAP episodes due to E. coli
(2.21-3.91 isolates/1000 PD; P=0.08). The incidence of S. aureus
and P. aeruginosa isolation remained stable. The incidence of
Haemophilus influenzae episodes decreased significantly over the
study period and this decrease was accompanied by a decrease in
the frequency of ‘early’ VAP episodes (P=0.007) (Table 1).

During the study period, no outbreak with MDROs occurred in
the ICU.

3.2. Antimicrobial drug consumption

The impact of antibiotic prescription on resistance was assessed
by analysing antibiotic consumption in the previous year. Data
for antibiotic consumption between 2006 and 2010 were there-
fore analysed. Antibiotic consumption rose by more than one-third
during this period, but this change was not statistically significant
(P=0.07) (Table 2). The increase was particularly marked and sig-
nificant for five classes. The largest increase was for macrolides
(3-fold increase), followed by imidazoles (2.5-fold increase), flu-
oroquinolones (2-fold increase), 3GCs (1.7-fold increase) and
carbapenems (1-fold increase).

However, despite the increase in the use of these five classes
of drugs, they accounted for only 9.3%, 8.8%, 5.9%, 14.1% and 3.0%,
respectively, of total antimicrobial drug consumption in 2010. The
most frequently prescribed antibiotics were penicillins G, V and A,
which accounted for 25.3% of all antibiotic use in 2010. A decrease
in consumption, albeit non-significant, was observed for only one
class of antibiotics: antipseudomonal penicillins (28.1% decrease,
B=-2.6; P=0.09).

3.3. Antimicrobial resistance

A significant increase in resistance rates was observed for
six classes of antimicrobial drugs (Table 3). The largest increase
(204.4%) was that observed for trimethoprim/sulfamethoxazole
(B=0.22; P=0.03). This trend towards an increase in resistance was
particularly marked for Enterobacteriaceae isolates (from 1.26 to
3.61 isolates/1000 PD; P=0.020). The increase in fluoroquinolone
resistance, as demonstrated by the 113.8% increase in ciprofloxacin
resistance (8 =0.20; P=0.03), was due to a combined increase in the

Table 1
Characteristics of intensive care unit (ICU) activity and of patients with at least one ventilator-associated pneumonia (VAP) diagnosis during the study period.
Characteristic Year P-value
2007 2008 2009 2010 2011
No. of ICU admissions 470 556 570 636 551 -
No. of hospitalisation days 3161 3245 3353 2943 3326 -
No. of patients ventilated for >48 h 211 214 224 248 236 -
No. of patients with at least one VAP during ICU stay 35 32 48 36 33 -
No. of VAP episodes 43 43 70 49 47
Early [n (%)] 11(26) 12(28) 19(27) 7(14) 4(9) 0.011 (x? for trend)
Late [n (%)] 32(74) 31(72) 51(73) 42(86) 43(91)
VAP incidence (/1000 PD) 129 12.6 19.1 143 13.8 -
Admission diagnosis [n (%)] -
Septic shock 8(23) 11(34) 7(15) 6(17) 11(33)
Haemorrhagic shock 1(3) 0 1(2) 1(3) 2(6)
Cardiogenic shock 1(3) 0 4(8) 3(8) 1(3)
Acute respiratory failure 20(57) 12(38) 23(48) 14(39) 12(36)
Neurological disorder 4(11) 6(19) 3(6) 7(19) 5(15)
Metabolic disorder 0 1(3) 2(4) 2(6) 0
Emergency surgery 1(3) 2(6) 7(15) 2(6) 2(6)
Scheduled surgery 0 0 1(2) 1(3) 0
Age (years) [median (IQR)] 55(43-63) 67.5(44.5-74) 62(52.5-70)  56.5(51-67.5) 60(44.5-73) 0.36
SAPS Il [median (IQR)] 44 (39-56) 47(35.5-58)  50(38.5-60)  46(35.5-59.5) 50(38-69) 0.68
Discharged alive from ICU [n (%)] 22(63) 20(63) 35(73) 25(69) 21(64) 0.73

PD, patient-days; IQR, interquartile range; SAPS, Simplified Acute Physiology Score.
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Table 2
Trends for isolation rates and antibiotic consumption.
Isolate or antibiotic Year Rate of change (%) B P-value
2006 2007 2008 2009 2010 2011

Isolates/1000 PD
All Enterobacteriaceae - 6.64 5.24 8.65 11.9 10.52 58.4 0.17 0.006
Escherichia coli - 221 1.54 239 3.06 3.91 76.9 0.19 0.08
Kilebsiella pneumoniae - 0.95 1.23 1.19 1.02 1.20 26.3 0.03 0.87
APE - 2.85 1.54 4.47 7.48 4.51 58.2 0.22 0.013
Pseudomonas aeruginosa - 6.96 4.62 8.95 5.78 5.41 -22.3 —-0.03 0.67
Other non-fermenting GNB " - 1.58 0.62 2.68 0.34 1.80 13.9 0.021 0.89
Haemophilus influenzae - 0.95 1.54 2.09 0.34 0 -100 -0.33 0.08
Staphylococcus aureus 3.80 3.08 3.58 2.72 3.31 -12.9 —-0.04 0.69
Other Gram-positive bacteria © - 127 0.92 3.58 170 1.20 -5.5 0.035 0.79

Antibiotic consumption (DDD/1000 PD)
Total antibiotics 1004 1195 1383 1506 1389 - 383 106.1 0.07
Penicillins G, Vand A 316 426 489 430 352 - 114 7.6 0.78
AMC 115 133 193 196 180 - 56.5 19.3 0.89
Antipseudomonal penicillins 32 36 33 28 23 - -28.1 -2.6 0.09
3GCs 73 143 147 163 196 - 168.5 26.6 0.02
Ceftazidime and cefepime 60 29 43 83 88 - 46.7 11 0.2
Carbapenems 21 23 32 41 42 - 100 6 0.006
Aminoglycosides 73 88 60 83 81 - 11.0 1.1 0.79
Macrolides 32 48 83 138 129 - 303 284 0.013
Fluoroquinolones 26 59 70 86 82 - 215 13.9 0.03
Vancomycin 32 29 49 33 28 - -125 -04 0.91
Imidazoles 35 77 100 134 122 - 248 231 0.023

PD, patient-days; APE, AmpC-producing Enterobacteriaceae; GNB, Gram-negative bacteria; DDD, defined daily doses; AMC, amoxicillin/clavulanic acid; 3GCs, third-generation

cephalosporins.

2 Regression coefficient (>0, positive trend over time; <0, negative trend over time).
b Other non-fermenting GNB included Stenotrophomonas maltophilia (52%), Acinetobacter spp. (38%) and other Pseudomonas spp. (10%).
¢ Other Gram-positive bacteria included Streptococcus pneumoniae (43%), other Streptococcus spp. (33%), Enterococcus spp. (14%) and Corynebacterium spp. (10%).

resistance rates of all Enterobacteriaceae isolates (from 0 to 2.4 iso-
lates/1000 PD, $=0.56; P=0.002), but particularly to an increase
in the incidence of quinolone-resistant APE (from 0 to 0.90 iso-
lates/1000 PD, $=0.80; P=0.03).

The highest rates of (3-lactam resistance were those for
amoxicillin, amoxicillin/clavulanic acid (AMC) and cefotaxime,
but the largest increases in resistance rate over the study
period were observed for ceftazidime (116.1%, $=0.23; P=0.006),
cefepime (99.7%, $=0.23; P=0.011) and piperacillin/tazobactam
(TZP) (58.5%, p=0.15, P=0.011). These increases in resistance to
most 3-lactams reflected the higher rates of isolation of resistant
E. coli and APE isolates. However, the increase in cefepime resis-
tance was due to resistant E. coli alone, as no significant increase
was observed for APE. TZP resistance was almost twice as frequent
as 3GC resistance in E. coli and Klebsiella pneumoniae at the end of
the study.

The resistances carried by K. pneumoniae, P. aeruginosa and
non-fermenting Gram-negative bacilli remained stable over the
study period. The frequency of macrolide resistance decreased in
S. aureus, whereas the frequency of meticillin resistance remained
constant.

3.4. Relationship between the annual incidence rate of isolation
of pathogens causing 460 ventilator-associated pneumonia
episodes and past-year antibiotic consumption (Table 4)

A positive correlation was found between the increase in the
incidence of APE infections and the increases in the past-year con-
sumption of AMC (P=0.003), ceftazidime and cefepime (P=0.007)
and carbapenems (P=0.002). A similar association was noted for
other drug classes such as fluoroquinolones (P=0.012), macrolides
(P=0.002) and imidazoles (P=0.004). However, a negative correla-
tion was observed between the consumption of antipseudomonal
penicillins (which decreased over the study period) and the emer-
gence of infections with E. coli (P=0.049) and APE (P=0.025). The
use of 3GCs, mostly cefotaxime in our institution, had no effect on

the incidence of infections due to enterobacteria. Similar results
were obtained for other classes of antibiotics, such as amino-
glycosides and vancomycin. By contrast, there was a significant
association between the use of these two classes of antibiotics
and the incidence of infections due to P. aeruginosa (P=0.017 and
P=0.027, respectively). No correlation was found between antibi-
otic use and the incidence of S. aureus infections.

The decrease in antipseudomonal penicillin consumption was
associated with an increase in resistance to the combination TZP in
E. coli (P=0.016) and an increase in the frequency of APE isolation
(P=0.010). By contrast, the increase in 3GC consumption was cor-
related with an increase in resistance to these antibiotics in E. coli
(P=0.006). No such increase in resistance with 3GC consumption
was observed for APE. No association was found between antibiotic
consumption and the emergence of resistance in P. aeruginosa. By
contrast, an increase in macrolide consumption was found to be
correlated with a decrease in the incidence of isolation of S. aureus
strains resistant to this class of antibiotics.

4. Discussion

In this study, the change in the epidemiological characteristics of
bacterial VAP and the impact of antibiotic use on this epidemiology
over a 5-year period were evaluated.

The major findings can be summarised as follows: (i) Enter-
obacteriaceae have now overtaken P. aeruginosa as the leading
pathogens responsible for VAP; (ii) the increase in the incidence of
Enterobacteriaceae isolation was the result of a significant increase
in the incidence of AmpC-producing bacteria; (iii) the incidence of
P. aeruginosa and MRSA remained stable; (iv) the frequency of early
VAP decreased considerably over the study period; and (v) overall
antibiotic consumption remained stable in the ICU, but 3GC con-
sumption increased in association with an increase in the incidence
of APE.

A clear link between inappropriate initial antimicrobial therapy
and mortality in severe infections has been demonstrated [4], and
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Table 3
Trends in the incidence of pathogens not susceptible to the indicated antimicrobial agent from 2007-2011.
Organism/antibiotic No. of isolates/1000 PD for each year Rate of change B P-value
(%) between
2007 and 2011
2007 2008 2009 2010 2011
All micro-organisms
Amoxicillin 18.67 7.09 18.49 21.75 19.85 6.3 0.1 0.02
AMC 14.56 8.63 19.98 17.33 15.03 32 0.06 0.17
TZP 7.59 5.55 10.14 10.19 12.03 58.5 0.151 0.011
Cefotaxime 10.76 7.39 14.02 10.87 12.63 174 0.07 0.21
Ceftazidime 3.48 2.16 5.67 4.42 7.52 116.1 0.23 0.006
Cefepime 3.16 1.85 477 4.76 6.31 99.7 0.23 0.011
Imipenem 5.69 3.08 5.07 238 4.51 -20.7 -0.07 0.43
Amikacin 2.85 1.54 298 238 271 -49 0.02 0.83
Ciprofloxacin 253 2.78 4.74 5.1 5.41 113.8 0.20 0.03
Erythromycin 1.90 2.16 3.28 1.36 1.80 -53 -0.05 0.71
SXT 1.58 247 4.18 272 4.81 2044 0.22 0.03
Escherichia coli
Amoxicillin 1.27 0.62 1.79 272 3.61 185.2 0.359 0.008
AMC 0.95 0 1.79 238 1.50 57.9 0.27 0.096
TZP 1.27 0.62 149 2.04 3.01 136 0.30 0.034
Cefotaxime 0 0 0.30 1.02 1.80 1.04 0.006
Cefepime 0 0 0 1.36 1.80 1.20 0.005
Imipenem 0 0 0 0 0 0 1
Amikacin 0 0 0 0 0 0 1
Ciprofloxacin 0 0.62 0 1.36 0.90 0.48 0.07
SXT 0.32 0.62 0.89 0.68 1.50 0.32 0.13
Klebsiella pneumoniae
AMC 0 031 0.30 034 0.60 0.42 0.23
TZP 0.95 1.23 1.19 1.02 1.20 263 0.027 0.87
Cefotaxime 0 031 0 034 0.60 0.56 0.19
Cefepime 0 0.31 0 0.34 0.60 0.56 0.19
Imipenem 0 0 0 0 0 0 1
Amikacin 0 031 0 034 0.30 0.35 0.43
Ciprofloxacin 0 031 0.30 034 0.60 043 023
SXT 0 0.31 0.30 034 0.60 0.43 023
AmpC-producing Enterobacteriaceae
TZP 0. 0.62 0.89 3.06 241 2825 0.42 0.008
Cefotaxime 0.63 0.62 0.60 2.04 211 2349 0.39 0.03
Cefepime 0 0 0 0.34 0.90 1.56 0.08
Imipenem 0 0 0 0.34 0 0.56 0.51
Amikacin 0 0 0 [ 0 0 1
Ciprofloxacin 0 0 0.30 1.02 0.90 0.80 0.03
SXT 0.63 0 0.89 1.02 1.50 0.36 0.09
Pseudomonas aeruginosa
TZP 1.58 0.92 2.68 238 271 715 0.18 0.15
Ceftazidime 1.27 0.62 239 1.02 1.50 18.1 0.07 0.66
Cefepime 1.27 0.92 2.68 238 1.50 18.1 0.11 0.43
Imipenem 2.85 1.54 1.79 034 1.80 -36.8 -0.19 0.18
Amikacin 0.95 0.62 0.60 1.02 0.30 —68.4 -0.14 0.52
Ciprofloxacin 0.63 031 0.90 1.70 1.20 90.5 0.27 0.15
Other non-fermenting Gram-negative bacilli®
TZP 0. 0.31 2.09 0.34 1.50 579 0.12 0.49
Ceftazidime 1.27 0.31 2.09 0 1.50 18.1 0.03 0.87
Cefepime 1.27 031 2.09 034 1.50 18.1 0.06 0.74
Imipenem 0.95 0 2.09 034 1.50 57.9 0.16 0.38
Amikacin 1.27 031 2.09 034 1.20 -5.51 —0.001 0.99
Ciprofloxacin 0.95 031 1.79 0 0.90 -5.26 -0.04 0.841
SXT 0 0.31 0.89 0 0 -0.13 0.72
Haemophilus influenzae
Amoxicillin 0.32 0 0.30 0.34 0 -0.17 0.68
AMC 0.32 0 0 0 0 -22.1 1
SXT 0.32 0.62 0.30 0.34 0.60 0.43 0.23
Staphylococcus aureus
Oxacillin 0.95 0.92 0.30 034 0.60 —-36.8 -0.21 0.37
Gentamicin 0.32 0 0 [ ) -22.1 1
Erythromycin 127 123 0.89 0 0.30 —-76.4 —0.45 0.05
Ofloxacin 0.95 0.92 0.30 034 0.60 —36.8 -0.21 0.37
Vancomycin 0 0 0 0 0 0 1
SXT 0 0 0 0 0.60 234 1
Other Gram-positive bacteria*
Amoxicillin 0.63 0.62 1.19 0.68 0.60 —4.8 —0.001 0.99
Cefotaxime 0.63 0.62 119 1.02 0.60 —4.8 0.037 0.85
Erythromycin 0.63 0.92 239 1.36 0.90 428 0.074 0.64
Vancomycin 0 0 0 0 0 0 0
SXT 0 031 0.89 0.68 0.60 0.323 0.223

PD, patient-days; AMC, amoxicillin/clavulanic acid; TZP, piperacillin/tazobactam; SXT, trimethoprim/sulfamethoxazole.
2 Regression coefficient (>0, positive trend over time; <0, negative trend over time).

b Other non-fermenting Gram-negative bacilli included Stenotrophomonas maltophilia (52%), Acinetobacter spp. (38%) and other Pseudomonas spp. (10%).

¢ Other Gram-positive bacteria included Streptococcus pneumoniae (43%), other Streptococcus spp. (33%), Enterococcus spp. (14%) and Corynebacterium spp. (10%).
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Table 4

Relationship between the annual incidence rate of isolation of pathogens causing ventilator-associated pneumonia (VAP) and past-year antibiotic consumption.
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there have been recent changes in the epidemiological patterns of
MDRB. We therefore thought that it was important to update data
for nosocomial infections. We chose VAP as a model because it is
the most frequent life-threatening nosocomial infection in the ICU
even if its attributable mortality has recently been revised [2,3],
accounting for more than one-half the antimicrobial agents pre-
scribed in the ICU, and also because contrary to other infections, we
follow a very specific diagnostic procedure to identify VAP, identical
throughout the study period.

The incidence of VAP remained stable over the study period,
consistent with recent surveys indicating that, despite preven-
tive measures, patients undergoing invasive mechanical ventilation
remain exposed to a significant risk of VAP [17]. One key finding
in this study was the decrease in isolation rates for H. influen-
zae, accompanied by a decrease in the incidence of early VAP. The
strengthening of preventive measures, such as semi-recumbent
position and cuff pressure monitoring, during the study period may
account for this decrease. It was beyond the scope of the study to
analyse changes in VAP rates. We can therefore only speculate on
the effect of the measures taken. However, these measures have
been shown to be effective in other studies and to have a greater
impact on early VAP [18].

One key change was the significant increase in the incidence
of Enterobacteriaceae infections, particularly those involving APE,
over the study period, whereas the incidence of bacteria typically
involved in late VAP, such as antibiotic-resistant P. aeruginosa and
MRSA, remained stable. These results are consistent with those
reported in a recent retrospective analysis of over 300 episodes
of microbiologically proven VAP [19].

Total antibiotic consumption remained stable during the study,
close to the median of 1254 DDD/1000 PD recently reported in a
European ICU multicentre surveillance programme [20]. However,
3GC consumption increased and this increase was positively cor-
related with the incidence of infections due to bacteria belonging
to normal human gut flora, such as Enterobacteriaceae in general,
and APE in particular. A similar effect was also found for macrolides
and imidazoles, both of these antibiotic classes being recognised as
fostering the emergence of bacteria such as vancomycin-resistant
enterococci or Clostridium difficile in the hospital setting [21].
Furthermore, the increase in 3GC consumption was positively cor-
related with the emergence of E. coli resistant to these antibiotics.
These data suggest that controlling the use of antibiotics capable
of disrupting the digestive flora could play a major role in reduc-
ing the risk of VAP due to multidrug-resistant Enterobacteriaceae
[22,23]. By contrast, the occurrence of VAP due to S. aureus was not
correlated with the consumption of any of the classes of antibiotics
studied. This indirectly confirms the greater importance of hand
hygiene measures for the control of these infections [8].

We showed that VAP due to fluoroquinolone- and 3GC-resistant
Enterobacteriaceae strains has increased in incidence in our ICU. In
particular, anincrease in resistance of cefepime was directly related
to the worldwide emergence of ESBL-producing E. coli strains [9],
and the increase in carbapenem consumption at our ICU might
be the clue. Over the same period, the incidence of resistance
in typical hospital bacteria, such as K. pneumoniae, P. aeruginosa
and non-fermenting Gram-negative bacilli, remained stable despite
the increase in antibiotic consumption in our ICU. A recent study
reported a positive correlation between consumption of 3GCs and
fluoroquinolones and ESBL incidence at the hospital level [24].

However, this study provided no details of the types of ESBL
isolated, and there are probably important epidemiological dif-
ferences between Enterobacteriaceae species [25]. Furthermore,
consumption of carbapenems or fluoroquinolones in our ICU was
not correlated with the occurrence of infections with P. aeruginosa
resistant to these antibiotics. We indirectly confirmed that short-
ening the duration of VAP, rather than controlling antibiotic
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consumption, is the key to preventing the emergence of resistant
P. aeruginosa [26]. These findings conflict with those reported at a
national level by the ATB-RAISIN network [10]. This highlights that
an empirical antibiotic policy should be based on local epidemiol-
ogy toincrease the rate of appropriate therapy. This may also reflect
the role played by patients referred to our ICU with antibiotic-
resistant bacteria acquired outside our hospital for which we have
no information on and no control of antibiotic consumption. These
results confirm the influence of antibiotic consumption outside the
ICU [24,27] and call for the implementation of antibiotic consump-
tion control policies at a higher level than hospital wards. A recent
study showed that changes in antibiotic prescription at national
level had an effect on the rates of resistance in Enterobacteriaceae
isolates from blood cultures [28].

This study is subject to several limitations. First, we reported
antibiotic consumption in DDD/1000 PD because this allows bench-
marking between institutions. However, this method does not
distinguish between a small number of patients receiving a class
of antibiotics for a long period or at a high dose and a large number
of patients receiving small amounts of antibiotic or antibiotic over
a short period. Moreover, this method is influenced by the length
of stay of patients [29] and may overlook antibiotic de-escalation.
However, the number of patients ventilated for >2 days and the
mean duration of ventilation remained stable throughout the study
period. Second, due to the retrospective, uncontrolled design of the
study, potential confounders, such as staffing levels and compliance
with hand hygiene rules, may have influenced trends. However,
staffing remained stable in the ICU over the study period and the
use of alcohol-based gels for hand hygiene was introduced sev-
eral years before the study period. Third, there are many reasons
for prescribing antibiotics and the dose may depend on the indica-
tion. The selection of resistant bacteria occurs in individuals, and
we did not measure individual exposure to antibiotics or assess
the homogeneity of prescription [30]. However, no outbreaks were
highlighted by the local infection control unit during the study
period and relative changes in different bacterial groups revealed
differences in behaviour in the same environment. Fourth, VAP
diagnosis has been a subject of intense debate because of pitfalls
associated with the different diagnostic strategies. In the context
of antibiotic consumption, we believe that VAP criteria based on
quantitative cultures is the strategy that induces less undue treat-
ments. This strategy is the only one applied in our unit for many
years, including the study period. Finally, data were collected in a
single service over a period of only 6 years, but our results on micro-
bial epidemiology are consistent with other monocentric studies
[19], thus suggesting a certain external validity. Obviously, larger
prospective multicentric studies are welcome to support these
findings.

For the first time in the context of a nosocomial disease, such as
VAP, we show here that antibiotic consumption is correlated with
anincrease in the incidence of potentially MDRB such as APE. These
results add to several studies that have suggested that consump-
tion of antibiotics has a negative ecological impact that fosters the
emergence of bacterial resistance [ 10,24,27,28]. As correlation does
not prove causation, interventional studies are required to inves-
tigate the possibility of a causal relationship. However, empirical
antibiotic treatments for VAP should take changes in the epidemi-
ological situation into account, and a policy to control the spread
of these bacteria is warranted.
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Commentaires de larticle: Five-year trends for ventilator-associated
pneumonia: correlation between microbiological findings and antimicrobial

drug consumption

Ce travail a décrit les modifications de |'épidémiologie bactérienne des PAVM de notre
service sur une période de 5 ans, et les liens entre I’évolution de cette épidémiologie et les
consommations d’antibiotiques de I'année précédente.

Nous avons mis en évidence une diminution significative de I'incidence des PAVM précoces.
L’application de combinaisons de mesures de prévention des PAVM (les « bundles ») ont
montré leur efficacité dans la réduction de lI'incidence des PAVM [107]. Au cours de notre
travail, les mesures de prévention des PAVM, si elles étaient déja recommandées dans notre
service, ont pu faire I'objet d’'une meilleure observance : acquisition d’appareil de
surveillance et de régulation de la pression du ballonnet, marquage des lits pour maintenir
une position demi-assise entre 30 et 45°, et désinfection orale a la chlorhexidine en routine.
La modification de I'épidémiologie bactérienne des PAVM que nous avons observée est la
méme que celle décrite par les réseaux de surveillance nationaux au cours de ces dernieres
années [4, 23-25, 270], par un autre travail monocentrique [26], et que nous avons détaillée
plus haut: les entérobactéries occupent ici la premiére place des agents pathogénes
responsables de PAVM. Les incidences de P. geruginosa et des staphylocoques n’ont pas
évolué significativement dans notre travail. Pour observer une décroissance des PAVM a S.
aureus, il aurait été nécessaire d’étendre la période de ce recueil et le débuter avant I'année
2007. Effectivement, la décroissance la plus importante de l'incidence des infections a S.
aureus (en particulier résistant a la méticilline) a eu lieu au début des années 2000 [271]
avec l'introduction des solutions hydro-alcooliques pour I’hygieéne des mains.

Nous avons constaté une augmentation de la consommation des C3G au long de notre
recueil. En paralléle, nous avons observé l'augmentation de lincidence des PAVM a
entérobactéries et en particulier d’E. coli résistantes aux C3G. Il est malaisé d’introduire un
lien de causalité entre ces phénomeénes observés. Néanmoins, cette augmentation peut
aussi étre due a la pression antibiotique que les patients (et leur flore) subissent en ville, ou
dans d’autres secteurs de I’'hopital, et a 'émergence de clones d’E. coli sécréteurs de BLSE
[244, 256-258]. La modification de |'épidémiologie des résistances bactériennes dans la
communauté peut aussi étre I'une des explications de I'augmentation de consommation des
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carbapénémes que nous avons constatée. Effectivement, le risque d’une antibiothérapie
empirique inadaptée est un facteur de risque de mortalité chez les patients atteints de
PAVM [16]. Ainsi, I'utilisation d’une carbapénéme en empirique peut-étre rendue nécessaire

chez les patients de réanimation les plus sévéres.

Les limites principales de ce travail résident dans sa méthodologie. Le caractéere rétrospectif
peut en étre une. Cependant, il n'y a pas eu de changement dans les grandes lignes des
mesures de prévention des PAVM pratiquées dans le service ; il n’y a pas eu de modifications
dans les modalités du diagnostic des PAVM. La nature monocentrique de ce travail en est
une autre. Cependant, comme nous l'avons dit plus haut, I'épidémiologie que nous avons
rapportée est proche de celle rapportée par les différents observatoires [4, 23, 23—-26]. De
plus, le lien statistique que nous avons mis en évidence ne prouve pas la causalité, mais
I'association forte. Une étude prospective, multicentrique pourrait explorer de fagon plus

solide ce lien, en s’affranchissant d’éventuels effets confondants.
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Chapitre 2 : Génomique comparative des souches
d’Escherichia coli responsables de colonisation
digestive, oropharyngée et respiratoire : implications

pour la physiopathologie des PAVM

Aprés avoir mis en évidence l'importance des entérobactéries en général et d’E. coli en
particulier dans I'épidémiologie des PAVM, nous présentons un travail s’intéressant
particulierement aux isolats d’E. coli des patients de réanimation. Ce travail s’est attaché a
faire le lien entre les colonisations respiratoire, oropharyngée et digestive. Nous nous
sommes intéressés aux isolats d’E. coli de patients colonisés aux 3 sites. Il s’est agit d’un
travail prospectif, monocentrique descriptif. Ce travail a été publié dans Intensive Care

Medicine.

Objectifs

Le but de notre travail était de comparer, chez un méme patient sous ventilation mécanique,
des souches d’E. coli isolées de selles a celles retrouvées dans |'oropharynx et dans le
poumon. Les souches ont été caractérisées en matiere de phylogénie, de phénotype de
résistance aux antibiotiques et de facteurs de virulence. Les résultats obtenus pourraient
permettre une meilleure connaissance des mécanismes conduisant de la colonisation
digestive a l'infection des voies respiratoires lors de la ventilation mécanique, et pourraient
ouvrir des perspectives en matiére de prévention des PAVM (décontamination digestive ou
orale ciblée sur les phénotypes ou génotypes potentiellement responsables de PAVM, par

exemple).

Méthodes

Le recueil prospectif des souches d’E. coli a été effectué dans le Service de Réanimation

Médico-Chirurgicale de I’"h6pital Louis Mourier, centre hospitalo-universitaire de 508 lits.
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Les patients ventilés mécaniquement depuis plus de 72h étaient prélevés aux 3 sites : rectal
et oropharyngé par écouvillonnage, et respiratoire par aspiration trachéale ou prélevement
distal protégé. La présence d’E. coli était affirmée par ensemencement sur un milieu
spécifique. Lorsque ces 3 prélevements étaient positifs, 5 souches de chaque site étaient
isolées et étudiées. Le phénotype de résistance aux antibiotiques a été déterminé par la
réalisation d’un antibiogramme sur gélose. Aprés extraction de I’ADN bactérien, le groupe
phylogénétique de chaque isolat a été déterminé par PCR [161-163], et 5 a 7 génes codant
pour des facteurs de virulence ont été recherchés [219, 226]. Le typage moléculaire par
électrophorese en champ pulsé a été réalisé [156] sur les isolats de 4 patients pour qui une
diversité de sensibilité aux antibiotiques au sein du préléevement respiratoire était retrouvée.
Puis, nous avons déterminé les sous-groupes [150] des isolats de groupe B2 responsables de
PAVM. Enfin, nous avons testé certains isolats représentatifs dans un modeéle murin de

pneumonie.

Résultats

Un total de 343 isolats d’E. coli ont été recueillis chez 25 patients sous ventilation artificielle
invasive (13 colonisations, 12 PAVM) depuis plus de 3 jours, au niveau trachéo-bronchique,
rectal et oropharyngé. Parmi ceux-ci, 228 avaient une méme identité génétique, aboutissant

a I'analyse de 115 isolats.

Nous avons pu mettre en évidence que 1) la colonisation a E. coli aux 3 sites est fréquente,
observée chez 19% des patients prélevés ; 2) la majorité des isolats appartenait au groupe
B2 (présent respectivement dans 49%, 51% et 66% des isolats rectaux, oropharyngés et
pulmonaires) ; 3) ces isolats de groupe B2 étaient plus souvent sensibles aux antibiotiques et
plus chargés en facteur de virulence que les isolats non-B2 ; 3) cette prédominance d’isolats
de groupe B2 se retrouvait aussi bien chez les E. coli responsables de PAVM (76 %) que chez
ceux présentant une simple colonisation (50 % ; p = 0,10) ; 4) les sous-groupes des isolats de
groupe B2 ne faisaient pas partie de ceux attendus dans le contexte d’infection extra-
intestinale (STc131). 5) des isolats de sensibilités différentes aux antibiotiques

(hétéroresistance) étaient retrouvés dans le prélevement respiratoire de 13/25 patients
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(dont 4/12 avec PAVM); 6) la confirmation de la virulence extra-digestive a été faite en
corrélant le contenu en facteur de virulence et la mortalité dans un modeéle murin de

pneumonie.
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Abstract Purpose: To character-
ize Escherichia coli ventilator-
associated pneumonia (VAP) in
intensive care unit (ICU) patients by
determining antibioresistance and
genotypic characteristics of E. coli
isolates responsible for VAP or lung
colonization, by comparing them with
their oropharyngeal and rectal
counterparts and by assessing repre-
sentative isolates’ virulence in a
pneumonia mouse model.

Methods: Patients under mechani-
cal ventilation for more than 72 h
were screened for simultaneous pres-
ence of E. coli in rectal,
oropharyngeal, and respiratory sam-
ples (colonization or VAP). If
present, E. coli isolates were
characterized by antimicrobial sus-
ceptibility, phylogenetic grouping,
and virulence factor (VF) gene con-
tent determination. BALB/c mice
were challenged intranasally with
3.6 x 108 colony-forming units
(CFU) of patients’ E. coli isolates.
Results: Multisite E. coli coloniza-
tion was observed in 19 % of patients
(25 patients, 12 with E. coli VAP).

One hundred fifteen distinct E. coli
isolates were analyzed. B2 phyloge-
netic group was predominant, with
high VF gene content and low anti-
microbial resistance. Antimicrobial
resistance diversity was observed in
four patients with VAP. E. coli iso-
lates from VAP patients were more
frequently B2 isolates, with signifi-
cantly greater VF gene content than
lung colonization isolates. Among
screened VF genes, iroN and sfa
appeared important for lung infection.
A very strong correlation (R*> = 0.99)
was found between VF gene content
and mortality in the mouse model.
Conclusions: This is the first study
establishing antibioresistance and
genotypic characteristics of E. coli
isolates responsible for VAP in adult
ICU patients. These isolates are
highly virulent specific extraintestinal
pathogenic E. coli strains expressing
virulence factors, representing poten-
tial targets for new therapies.

Keywords Nosocomial infection -
Ventilator-associated pneumonia -
Escherichia coli - Virulence factor
genes - Antibiotic resistance -
Animal model
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Introduction

Lung is the first site of infection in intensive care unit (ICU)
patients [1], and ventilator-associated pneumonia (VAP) is
the most common life-threatening hospital-acquired infec-
tion despite considerable efforts to implement guidelines for
its prevention [2, 3]. Consequences of VAP include
increased duration of mechanical ventilation and length of
ICU and hospital stay [4, 5], high morbidity and mortality
[6], and increased antibiotic consumption and hospital costs
[7]. Gram-negative bacteria (GNB) predominate in hospital-
acquired pneumonia, and among them, Escherichia coli is
the main Enterobacteriaceae involved in VAP [6]. E. coli is
the most abundant aero-anaerobic commensal intestinal
bacterium [8], with extraintestinal pathogenicity (extrain-
testinal pathogenic E. coli: EXPEC) [9]. Although a huge
amount of data has accumulated on E. coli pathogenicity in
intestinal, urologic, central nervous system, and bloodstream
infections, there is, surprisingly, little data on lung infection
[10], despite E. coli now being as often responsible for ICU
infections as Pseudomonas aeruginosa [1]. Given the wor-
risome increase in multidrug resistance among GNB
including E. coli [11], future therapeutic approaches will
have to rely on other strategies including vaccine and
immunotherapy [12, 13]. Greater knowledge of genotypic
and phenotypic characteristics of E. coli responsible for
VAP is the necessary first step in the search for potential
vaccine candidates, as for P. aeruginosa [14, 15].

Phylogenetic analysis shows that E. coli population
can be divided into four major groups (A, B1, B2, and D).
Strains belonging to groups A and Bl are known to
carry few genes encoding virulence factors (VF), with weak
extraintestinal pathogenicity [16], and are commonly mul-
tidrug resistant [17]. On the other hand, group B2 and D
strains typically express numerous VF mediating bacterial
adhesion and protection, cell host invasion, toxicity, and iron
uptake [10], usually exert high extraintestinal pathogenicity
[16], and are generally more susceptible to antibiotics [17].

Phenotypic and genetic characteristics of EXPEC isolates
have been extensively studied except for oropharyngeal and
respiratory E. coli isolates in the ICU, for which there are no
data. We, therefore, aimed to characterize E. coli respiratory
isolates of ICU mechanically ventilated patients and com-
pare them with their oropharyngeal and digestive
counterparts. To better understand E. coli lung infection
pathophysiology, an in vivo animal model of lung infection
was used to assess pulmonary virulence of various repre-
sentatives of these isolates.

Patients and methods

Patients

This prospective study was conducted in Louis-Mourier
University Hospital medico-surgical ICU (Colombes,

France) and approved by the ethics committee of the
French National Society of Intensive Care (SRLF), which
did not require informed consent since there was no
change in practices and all procedures were already rou-
tinely performed. Patients or family/relatives were
informed of the nature of the study, its purpose and
objectives. During 22 months, all patients mechanically
ventilated for 3 days or more were systematically sam-
pled for simultaneous presence of E. coli in the digestive,
oropharyngeal, and respiratory tract (and then once a
week if still under mechanical ventilation). This screening
was only possible during weekdays. Patients for whom
day 3 occurred during the weekend were sampled on the
Monday (unless they were extubated in the meantime).
For each patient whose samples showed simultaneous
colonization of the three sites, clinical, epidemiological,
and laboratory data were recorded. Concomitant E. coli
pneumonia was also reported.

E. coli isolates [see electronic supplementary material
(ESM)]

Fecal isolates of E. coli were obtained by rectal swabbing
performed during routine surveillance of multidrug-
resistant bacteria carriage. Oropharyngeal isolates were
obtained by swabbing the oropharyngeal cavity immedi-
ately before routine oropharyngeal care performed every
6 h on average in our unit.

Respiratory isolates were obtained from respiratory
secretions retrieved either during routine tracheal suc-
tioning or during fiberoptic bronchoscopy performed for
VAP suspicion.

When all three sites were positive for E. coli, five
colonies of each site were randomly picked [18], isolated,
and stored at —80 °C in brain-heart infusion broth con-
taining glycerol 20 %.

Isolates’ genetic background analysis (see ESM)

Triplex polymerase chain reaction (PCR) method [19]
was used to determine the E. coli phylogenetic group
membership (A, B1, B2, D). Multiplex PCR was used to
detect genes encoding for seven frequently encountered
extraintestinal VF, which belong to the main classes of
VF (adhesin, toxin, and iron capture system) (see ESM
Table 1) [20]. The VF score was defined as the number of
VF present divided by the number of VF tested for each
isolate.

Isolates’ intrasample genotypic diversity was investi-
gated based on triplex PCR profile and/or VF gene
content as in [21]. Different comparisons of intrasample
diversity were made: between each site, between VAP
and lung colonization, and between VAP and all other
samples.
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Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) was performed
as in [22] on some isolates. VAP B2 phylogroup isolates
were further characterized by presence of 11 additional VF
[20], PCR O-typing [23], and B2-subgrouping [24].

Antimicrobial susceptibility (see ESM)

Antimicrobial susceptibility of each isolate was deter-
mined by disk-diffusion method according to the French
Society of Microbiology. Susceptibility score was defined
as the sum of active in vitro antimicrobial agents for each
isolate. A score of 1 was attributed for a sensitive, 0.5 for
an intermediary, and O for a resistant isolate, a higher
score thus indicating a more sensitive isolate.

Infection/colonization definitions (see ESM)

Infection was defined as a microbiologically proven VAP.
Colonization was defined as E. coli present in the respi-
ratory sample but in the absence of clinically suspected or
microbiologically confirmed VAP.

Animal study

Experiments were performed in pathogen-free 6-8-week-
old male BALB/c mice (Janvier SA, France) in compliance
with the recommendations of the French Ministry of
Agriculture and approved by the French Veterinary Ser-
vices. E. coli isolates were grown overnight (LBMedium®;
BIO101 Inc., Carlsbad, CA, USA), and serial dilution was
performed to obtain different inocula. To assess pulmonary
virulence of various isolates, these microorganisms were
inoculated via nasal route [25] under light anesthesia with
pentobarbital (Sigma, France) and sevoflurane (Abbott,
France). Preliminary experiments using a well-known
EXPEC E. coli isolate (strain 536) [26] served to determine
an inoculum that would yield 60 % mortality. This cutoff
was chosen in order to be able to detect more or less virulent
strains, being obtained with a 3.6 x 10® colony forming
unit (CFU) inoculum per mouse. This value was therefore
used for the experiments for each isolate.

Preliminary experiments with each strain tested were
used to confirm histologically and microbiologically the
presence of pneumonia. Animals were closely monitored
for 96 h. Death never occurred after 48 h. This duration
was subsequently used to assess mortality in our experi-
ments. Each isolate was tested in 25 mice challenged
intranasally with 3.6 x 10® CFU.

Statistical methods

Results are expressed as mean =+ standard deviation (SD)
if not indicated otherwise. The y* test or Fisher’s exact

test was used to compare categorical variables, and
analysis of variance and ¢ test were used for continuous
variables. Probability of survival was assessed by Kap-
lan—Meier analysis. Correlation between content of VF
genes and mortality was tested using nonlinear regression.
GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, San Diego, USA)
was used. All tests were two-tailed, with P < 0.05 con-
sidered significant.

Results

Patients

During the study period, 891 patients were mechanically
ventilated, a total of 381 for more than 3 days, of whom
132 patients were sampled. Others were not sampled
mainly because they were extubated before the sampling
could be performed. All rectal samples were positive for
E. coli. Among those patients, 12 were also positive in the
oropharynx (but negative for the lung) and 25 had positive
cultures for E. coli at the three sites (rectum, oropharynx,
and lung). Positive samples in the lung were always
associated with positive oropharyngeal samples.

Five E. coli colonies were randomly picked from each
sample. Figure 1 depicts the flowchart of the patients and
the isolates. Based on the genotype and antibiotype
characterization, a total of 115 distinct isolates were
studied.

Patients’ characteristics are displayed in Table 1.
Twelve of these patients had documented E. coli VAP.
No significant difference was found between patients with
and without VAP in terms of characteristics (Table 1).

Phylogenetic groups and VF genes

Considering all three sites, B2 was the main phylogenetic
group (55 %), followed by group A (28 %), D (13 %),
and B1 (3 %). The distribution pattern (Fig. 2) was sim-
ilar among sites, although there was a trend towards a
higher proportion of B2 in the respiratory tract than in the
oropharyngeal and the rectal site (66, 51, and 49 %,
respectively).

Table 2 details the distribution of VF genes among
phylogenetic groups. All screened VF genes were dif-
ferent in B2 compared with non-B2 isolates: all but traT
and aer genes were more prevalent in B2 isolates. Fur-
thermore, B2 isolates had a significantly higher virulence
score than non-B2 isolates (0.70 4+ 0.18 versus
0.37 £ 0.25; P < 0.0001). There was a trend towards
more isolates with a greater virulence score at the respi-
ratory and oropharyngeal sites than the rectal site (data
not shown). When considering respiratory samples only
(Table 3), there was a trend toward more B2 strains and
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891 patients
mechanically ventilated

510 patients
ventilated < 3d

381 patients
ventilated >3d

249 patients not sampled:
- extubation before sampling
- sampling due on weekends

132 patients sampled

25 patients positive at the 3 sites
(rectum, oropharynx, respiratory)

For each patient, 5 colonies
picked in each sample of each
site: 25 x 5 x 3 = 375 isolates

Incomplete analysis for
technical problems for:
- 12 rectal

- 5 oropharyngeal

- 15 lung isolates

Total number of isolates studied:
- 113 rectal
- 120 oropharyngeal

- 110 lung
4>{ Exclusion of identical isolates

Final number of isolates analysed:
- 41 rectal

- 39 oropharyngeal

- 35 lung

Fig. 1 Flowchart of patients and isolates. One hundred fifteen
distinct E. coli isolates were obtained from 343 studied isolates
from 25 patients. Isolates were considered as identical when they
exhibited identical PCR phylotyping pattern, VF gene content, and
antibiotype

fewer A strains in isolates from patients with VAP than
from those without. In addition, VAP isolates had a sig-
nificantly higher virulence score than those coming from
patients with colonization only. This also held true when
only considering non-B2 isolates (data not shown).
Among VF genes, iroN and sfa were significantly more
present in VAP isolates than colonization isolates
(Table 3). Further characterization of the 16 VAP B2
isolates showed that only two belonged to the frequently
recovered subgroup II [multilocus sequence type complex
(STc)73)] [27]. Of note, five isolates from four patients
belonged to subgroup IIT (STc127), which encompasses
the highly virulent archetypal strain 536 [26] (Table 4).

Table 1 Patient demographic and clinical characteristics

Pneumonia Lung P value
(n=12) colonization
(n=13)
Age (years) 63 (49-70.5) 62 (46.5-69.5) 0.84
Male gender, n (%) 9 (75) 10 (77) 1
Comorbid condition, n
Neoplastic disease 2 4
Cirrhosis 2 6
Chronic kidney disease 2 1
Dialysis 1 0
COPD 4 4
Chronic heart failure 4 1
Chronic alcohol consumption 5 6
Reason for ICU admission, n
Community-acquired 3 3
pneumonia
COPD 3 1
Status epilepticus 2 2
Coma 1 3
Cardiac arrest 0 1
Septic shock 1 1
Acute pulmonary edema 1 0
Acute renal failure 1 0
Abdominal surgery 0 1
Hemorrhagic shock 0 1
Severity Score (SAPS 1II) 42.5 (34.5-45.5) 45 (37-59.5) 035

on admission [50]

Duration of mechanical
ventilation prior to
E. coli isolation (days)

Ongoing exposure to 7 (58) 9 (69) 0.57
antimicrobial
therapy,” n (%)

Prior exposure to 8 (67) 4 (31) 0.07
antimicrobial
therapy,” n (%)

ICU mortality

105 (3.5-20) 4 (2.5-8) 0.15

6 (50 %) 4 (30 %) 0.33

COPD chronic obstructive pulmonary disease, SAPS Simplified Acute
Physiology Score

% An exhaustive list of ongoing and prior antimicrobial therapy can be
found in ESM Table 2

Individual characteristics of the respiratory isolates of
the 12 VAP patients are given in ESM Table 3. Two
patients were considered to have VAP despite bacterial
count below threshold. Antimicrobial agents were given
in these patients because VAP was strongly suspected in
view of a low PaO,/FiO, ratio with new radiological
infiltrate, no other site of infection, and favorable out-
come with appropriate anti-E. coli agents. Of note, lung
microbiological sampling in these patients was performed
while patients had already started receiving antibiotics for
VAP suspicion, a situation in which thresholds of bacte-
rial count should be reduced to maintain validity [28].

Isolates’ intrasample genotypic diversity was assessed,
and no difference was found; For example, the mean and
range of phylogenetic group/subgroups among the five
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Fig. 2 Distribution of phylogenetic groups A, B1, D, and B2 at the
three sites where E. coli was sampled: rectum, oropharynx, and
respiratory tract. The distribution pattern was similar among sites,
although there was a trend towards a higher proportion of B2 in the
respiratory tract than in the oropharyngeal and the rectal site (66,
51, and 49 %, respectively)

isolates originating from rectum, oropharynx, and lung
were 1.14 (1-3), 1, and 1, respectively.

Antimicrobial susceptibility

Antimicrobial susceptibility to seven clinically relevant
antibiotics is summarized in ESM Table 4. Of all isolates,
11 % were piperacillin—tazobactam resistant or interme-
diate and third-generation cephalosporin susceptible.

Two patients had extended-spectrum f-lactamase
(ESBL)-producing E. coli isolates at the three sites. B2
isolates were significantly more sensitive than non-B2
isolates with a greater susceptibility score (15.0 £ 2.7
versus 8.6 &+ 3.7; P < 0.0001).

In 12 patients, all rectal, oropharyngeal, and respira-
tory isolates held the same antimicrobial susceptibility
profile. In the remaining 13, intrasite diversity was
observed (ESM Fig. 1). Four patients with various anti-
biotic susceptibility profiles in respiratory samples (ESM
Table 5) had VAP. To differentiate further, PFGE were
performed, and for three of them, similar genomic iden-
tities were evidenced (less than 11 % difference),
suggesting a monoclonal population with microhetero-
geneity. For the last patient, the PFGE pattern evidenced
polyclonal infection. No other case of antimicrobial
heteroresistance was seen in the respiratory samples.

Animal study

Representative photos of histological features of pneu-
monia obtained during preliminary experiments are
displayed in ESM Fig. 2. Characteristics of the six rep-
resentative isolates that were used are detailed in Table 5.
Twenty-five mice were used per isolate, thus a total of
150 mice were tested. No death occurred before 6 h after
inoculation. We found significant differences in survival
rates in mice challenged with these isolates (Fig. 3a). The
B2 isolate with the greatest content in VF genes (n = 7)
induced the highest mortality. A B2 isolate carrying five
VF genes had significantly higher mortality power than A,
B1, or B2 isolates with fewer VF. We found a very strong
positive correlation (R* = 0.99) between the numbers of
VF genes carried by E. coli isolates and mortality induced
in the pneumonia model (Fig. 3b).

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study
showing genotypic and phenotypic characteristics of
E. coli isolates responsible for VAP in ICU patients and

Table 2 Distribution of virulence factor genes according to the phylogenetic group of the 115 E. coli isolates sampled from the three sites

Virulence factor genes Phylogenetic group

A B1 D Non-B2 B2 P*
n=32 n=>5 n=15 n=>52 n =063
papC, n (%) 8 (25 %) 0 2 (13 %) 10 (19 %) 49 (77 %) <0.0001
hlyC 0 3 (60 %) 0 3(6 %) 48 (76 %) <0.0001
aer 20 (63 %) 1 (20 %) 11 (73 %) 32 (62 %) 24 (38 %) 0.0123
sfa nd nd nd nd 52 (83 %) -
cnfl nd nd nd nd 47 (75 %) -
traT 15 (47 %) 1 (20 %) 15 (100 %) 31 (60 %) 26 (41 %) 0.0502
iroN 13 (41 %) 1 (20 %) 3 (20 %) 17 33 %) 60 (95 %) <0.0001
Virulence score 0.4 £0.3 024 £02 041 £02 037 £0.3 0.70 £ 0.2 <0.0001
Antimicrobial susceptibility score 83 +39 50+ 40 106 + 1.4 8.6 £3.7 150 £ 2.7 <0.0001

sfa was searched for in B2 isolates, and cnf] in B2 isolates carrying hlyC

* Comparisons made between B2 and non-B2 isolates
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Table 3 Phylogenetic group, content in virulence factor genes, and
antibiotic susceptibility score of E. coli isolates from VAP and lung
colonization

VAP, Lung P
n=21 colonization,
n=14

Phylogenetic group, n (%)
A

4 (19 %) 5 (36 %) 0.236
Bl 0 1 (7 %) 0.100
D 1(5 %) 1(7 %) 0.740
B2 16 (76 %) 7 (50 %) 0.109
Virulence factor, n (%)
papC 15 (71 %) 6(43 %) 0.163
aer 8 (38 %) 5 (36 %) 0.886
hlyC 12 (57 %) 6 (43 %) 0.406
traT 10 (48 %) 6 (43 %) 0.781
iroN 18 (86 %) 7 (50 %) 0.022
sfa 15 (83 %) 5 (36 %) 0.006
enfl 12 (92 %) 4 (29 %) 0.007
Virulence score 0.651 £ 0.196 0.435 £0.317 0.018
Antimicrobial 15.8 £ 1.55 10.5 £ 4.74 <0.0001

susceptibility score

sfa was screened in 18 pneumonia and 8 colonization isolates, and
cnfl was screened in 13 pneumonia and 6 colonization isolates

comparing them with their rectal and oropharyngeal
counterparts. We also assessed pathogenicity and viru-
lence of representative isolates in a pneumonia mouse
model. The main results can be summarized as follows:
(1) multisite colonization with E. coli is frequent,
observed in 19 % of our patients; (2) the majority of
isolates belong to phylogenetic group B2, characterized
by higher susceptibility to antimicrobial agents and
greater content of VF genes than the other phylogenetic
groups; (3) VAP isolates belong more often to group B2
and have higher VF content than colonization isolates; (4)
VAP B2 isolates exhibit infrequent ExPEC sequence
types; (5) antimicrobial resistance diversity is observed in
respiratory samples of patients with E. coli VAP, an
unprecedented finding; (6) high extraintestinal virulence
of these clinical isolates responsible for VAP is confirmed
in a mouse model of E. coli pneumonia, and content of
VF genes and mice mortality are strongly correlated.
These results may have significant impact in VAP pre-
vention and treatment, given the growing prevalence of
hospital-acquired infections due to GNB [29], by pro-
viding for the first time a detailed analysis of E. coli
strains colonizing and infecting ICU patients. They may

Table 4 Extended characteristics of the 16 VAP B2 E. coli isolates

g - Q N
s g 2 R k. B
s & @ & ° g - g z

= @ =

£ )
T145 12 B2 v 141 NT + - - 4+ Il + + + + + - - + - + + A
T146 12 B2 v 141 NT  + - -+ Il + + + + + - - + - + - B
T147 12 B2 11 73 06a + + + I + + + + + + + + - + - C
T148 12 B2 v 141 NT  + - -+ WM + + + + + - - + - + -cC
T149 12 B2 v 141 NT  + - -+ I + + + + + - _ 4 - 4+ 11
T189 15 B2 1l 73 NT - - -+ I + + + 4+ + _ 4 4 - 4 - A
T204 16 B2 11 127 O6a - - -+ I+ + + 4+ 4 _ 4 4+ _ 4+ 4+ D
T205 16 B2 UG NT - - - - - - - - _ _ 4 4 4+ - E
T206 16 B2 UG NT - - - - - - - -4+ 4 - - 4+ 4+ + - F
T208 16 B2 11 127 O6a  — - -+ I + + + + + _ 4+ 4+ - 4+ 4+ A
T232 18 B2 11 127 O6a - - -+ I + + + 4+ + _ 4 4 - 4 4 A
AT261 20 B2 UG o6a - ~— *+ + - - - - - -4 4+ _ _ 4+ 4+ 1+ 1 G
pDP272 21 B2 11 73 NT - + - - - - - +[/4 + _ _ 4+ - 4+ + H
PDP291 22 B2 uG NT - - -+ W + + + 4+ + _ _ 4 4 4 - A
PDP302 23 B2 11 127 O6a - - -+ I + + + + + _- _ 4+ - 4+ -1
PDP317 24 B2 111 127 O6a - - -+ Il + + + .+ +|- - + - + - B

UG ungrouped, NT non O1, O2a, 04, O6a, 07, 012, 015, 016, 018, 025a, 075, O157

? Determined by the triplex PCR method of Clermont et al. [19]
b According to Ref. [24]

¢ Sequence type complex (STc) according to the Achtman multilocus sequence typing (MLST) scheme (http://mlst.ucc.ie)

d According to Ref. [23]

¢ The virulence genes were grouped in pathogenicity islands (PAls) and plasmid as in Ref. [51] as follow: grey = plasmid, blue =
PAI Icgro73, orange = PAI Iljg6, green = PAI Ills36, violet = high-pathogenicity island (PAI IVs36)
" Antibiotypes defined for each patient according to a given pattern of antibioresistance

92



Messika Jonathan - Thése de doctorat - 2017

Table 5 Characteristics of the six isolates assessed for mortality in
the mouse pneumonia model

Sample site Phylogenetic Number of = Name of

group virulence virulence

factor genes factor genes
Rectal Bl 0 None
Respiratory A 1 aer
Rectal B2 3 aer, traT, iroN
Respiratory A 4 papC, aer, traT, iroN
Respiratory B2 5 papC, aer, hlyC, traT,
iroN

Rectal B2 7 papC, aer, hlyC, traT,

iroN, sfa, cnfl

provide potential leads to investigate future therapeutic
strategies such as those based on vaccine candidates
[30-33].

A large-scale epidemiological study on infections in
the ICU showed for the first time that E. coli was more
frequent than P. aeruginosa in North America and as
frequent in Western Europe [1]. More recent data even
suggest that Enterobacteriaceae (and among them
E. coli) are now more often responsible for VAP than

P. aeruginosa and Staphylococcus aureus [34, 35]. Our
local epidemiology of VAP is in agreement with these
recent findings. Paradoxically, little is known about
E. coli lung pathogenicity, apart from the inflammatory
role of E. coli capsule and O-antigen [30] and hemolysin-
induced surfactant dysfunction [36].

In order to investigate potential differences in E. coli
isolates between intestinal commensalism, oropharyngeal
colonization, respiratory tract colonization, and sub-
sequent lung infection, we included in our study only
patients whose samples were simultaneously positive for
E. coli at these three sites. With this restriction in mind,
we found that 25/132 (19 %) of our patients had multisite
positive samples. Among them, 12 were diagnosed with
E. coli VAP. Because of the specific aims of our study
and therefore its design, comparison with existing data is
difficult. However, our results expand those previously
published dealing with GNB colonization, indicating
increasing levels of colonization with increasing patient
severity and subsequent risk for VAP [37-39].

The B2 group was the most frequent phylogenetic
group at all sites (Fig. 2) with a trend towards a higher
proportion in respiratory samples than oropharyngeal and

Fig. 3 a Survival curves of a —( Bl rectal OVE
mice instilled with 100 i =X 4l respiratory IVE ( (7(1 3?)
3.6 x 10° CFU of different J S—E—E—E
E. coli clinical isolates (25 mice %0 = Al respiratory 4VEs (hly)
per isolate). A significant 80 1
difference was found o= 70
(P < 0.001) among survival = 60 .
rates. B1, A, and B2 isolates =
with zero, one, and three ® 504 —#— B2 respiratory 5VEs (hly+)
virulence factor genes, g 40
respectively, exerted w34
significantly less mortality that
one group A or two group B2 20 A
isolates with, respectively, four, 10 4
five, and seven virulence factor *  — B2 rectal TVEs (bly+)
genes. b Relationship between 0 T T T Y
mortality and content of 0 12 24 36 48
virulence factor genes: a very Time (h)
strong correlation (R* = 0.99)
was found between the number b 100 A
of virulence factor genes carried
by E. coli isolates in the
pneumonia mouse model and 2_
mortality. The best fit was 75 R*=0.99
observed with a sigmoidal ';
curve, indicating that a s
minimum of virulence factor B
genes are required to induce = 50
mortality, and that maximum g
mortality was observed with )
seven virulence factor genes =

25

0 L 4 T \d T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Number of virulence factor genes
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rectal samples. Furthermore, these B2 isolates harbored
more VF genes than isolates from other phylogenetic
groups, in agreement with former findings [16]. This
distribution is similar to what has been described in uri-
nary tract infection, septicemia or neonatal meningitis
[16, 40, 41], and reflects the greater virulence of B2
strains.

Testing of antibiotic susceptibility showed signifi-
cantly higher antimicrobial susceptibility in B2, compared
with non-B2, for both respiratory and nonrespiratory
isolates. This is also in agreement with former findings in
other settings [17]. Furthermore, this trade-off between
virulence and resistance was also observed within the
B2 isolates (ESM Fig. 3). Importantly, we identified 11 %
of isolates that were resistant to the combination pipera-
cillin-tazobactam but were still susceptible to third-
generation cephalosporin (in relation to secretion of
a high level of penicillinase). This was observed in
both respiratory (2/35; 6 %) and nonrespiratory isolates
(11/80; 14 %) and confirms previous reports on this
phenomenon [42]. This finding bears potential therapeutic
impact if piperacillin—tazobactam is used as first-line
empirical therapy for Gram-negative VAP. Interestingly,
we found that E. coli isolates retrieved from a single
respiratory sample could yield different antimicrobial
susceptibility patterns, highlighting antimicrobial resis-
tance polymorphism in E. coli. Of note and bearing
potential impact on VAP treatment, this diversity was
only evidenced in respiratory samples from patients with
pneumonia (4/12 patients; 33 %). PFGE was performed in
order to test the clonality of the isolates and confirmed
that three of these patients had monoclonal infection. In
all other respiratory samples, colonies had the same
antimicrobial resistance phenotype. Antimicrobial diver-
sity resided in sensitivity to fS-lactams in three patients,
and in antimicrobial agents of lesser medical interest
(trimethoprim or chloramphenicol) for two of these
patients and for the remaining patient (ESM Table 5), and
resulted probably from plasmid loss. This finding may
explain clinical failure of antimicrobial treatment when
the more susceptible strain has been picked for the anti-
biogram. We recently described the same phenomenon in
other E. coli extraintestinal infections [43], and it has
been reported for other microorganisms [44—47]. We,
therefore, believe that several colonies of a single respi-
ratory sample should be tested for antimicrobial
susceptibility in case of GNB VAP.

We found among the respiratory isolates that those
responsible for VAP had greater content of VF genes than
those implicated in simple colonization. This held true for
both B2 and non-B2 isolates (data not shown). VF genes
of interest included iroN and sfa, indicating that, along-
side host factors, pathogen factors also play a major role
in lung infection development. iroN codes for a sidero-
phore receptor of extraintestinal pathogenic E. coli, and

has been implicated in the virulence of these strains.
Studies have shown that iroN may be a potential vaccine
candidate to prevent urinary tract infections [48]. We
found that E. coli isolates responsible for VAP harbored
iroN more often than those responsible for respiratory
tract colonization, showing the unprecedented potential
role of iroN in lung pathogenicity. Further studies are
required to confirm and clarify the respective roles played
by these VF, but our findings are consistent with the
choice of iron uptake proteins as potential candidates for
vaccines against E. coli as recently published [32].

Given the scarcity of experimental data with clinical
respiratory isolates of E. coli (since the bulk of in vitro
and in vivo extraintestinal experimental data focus on
bloodstream, meningitis, and uropathogenic isolates), we
decided to test representative strains in an animal model
of pneumonia. We found that isolates with the greatest
content of VF genes were associated with the highest
mortality. Interestingly, even a rectal isolate was capable
of very high mortality, in agreement with the notion that
virulence is a by-product of commensalism [24] (Fig. 3a).
Not surprisingly [16], but never reported before in the
setting of pneumonia, we found a very strong correlation
between the number of VF genes carried by isolates and
mortality (Fig. 3b). The additive effects of VF have been
recently reported experimentally using mutant strains
[49].

Limitations and strength of the study

One limitation of the study is the number of patients
screened, and therefore studied. This screening (which
includes extended-spectrum f-lactamase GNB and
methicillin-resistant S. aureus) is part of our routine ICU
admission procedure. Any incoming patient (whether
under mechanical ventilation or not) is screened for the
pathogens listed above on ICU admission and then once
a week. As mean duration in our ICU is 6 days, a
limited number of patients were screened repeatedly
during their stay (n = 20, 15 %), thus it is difficult to
assess the dynamics of colonization, and the sequential
acquisition of various isolates at the different sites. We
can only speculate on the qualitative order of E. coli
acquisition sequence: rectum, then oropharynx, then
lung. The quantitative order (exact time to acquisition)
requires another study, which we are about to perform.
Because studies on E. coli VAP are very limited (and
because P. aeruginosa has been already extensively
studied), we deliberately focused solely on E. coli.
Despite a limited number of patients, a major strength of
the study is that it provides for the first time an in-depth
phenotypic and genotypic analysis of E. coli VAP
in comparison with their oropharyngeal and rectal
counterparts.
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Taken together, our results show that respiratory
isolates and especially those responsible for VAP are
more often B2 E. coli, with greater VF gene content
than other isolates, including iron uptake genes such as
iroN. Targeting these proteins by way of vaccines or
monoclonal antibodies may help establish novel thera-
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Commentaires de l|'article : Pathophysiology of Escherichia coli ventilator-
associated pneumonia : implication of highly virulent extraintestinal pathogenic

strains

Ce travail a permis de décrire pour la premiere fois I'épidémiologie et les caractéristiques
génotypiques et phénotypiques des isolats respiratoires d’E. coli chez les patients de
réanimation ventilés mécaniquement et de les comparer a leurs pendants oropharyngés et
rectaux. De plus, la pathogénicité et la virulence de certains isolats représentatifs ont été
testées in vivo.

Plusieurs travaux similaires ont été réalisés dans le cadre des bactériémies [155, 181, 182,
221], des infections urinaires [179, 190, 220, 224], ou des méningites [187], mais aucun ne
s’était intéressé aux souches respiratoires d’E. coli.

Le recueil exhaustif des isolats a permis d’évaluer a 19% les patients ventilés
mécaniquement depuis plus de trois jours avec une colonisation rectale et oropharyngée,
associée a une colonisation ou une infection respiratoire a E. coli.

L’étude de la répartition en groupes phylogénétiques a mis en évidence la prédominance
d’isolats du groupe B2 aux 3 sites, en proportion significativement plus importante au niveau
respiratoire que digestif. Ces isolats de groupe B2 étaient, comme attendu, plus souvent
sensibles aux antibiotiques, et plus souvent chargés en facteurs de virulence.

La diversité de sensibilité aux antibiotiques observée au sein d’'un méme prélévement
respiratoire chez 4 patients, tous atteints de PAVM, peut avoir des conséquences
importantes sur la prise en charge thérapeutique de ces patients. Si le résultat de
I’antibiogramme rendu au clinicien ne concerne habituellement qu’une seule colonie piquée
au hasard au sein du prélévement respiratoire, il est possible que I'isolat étudié soit I'un des
plus sensibles aux antibiotiques, et le clinicien s’appuiera sur un antibiogramme incomplet
pour traiter la PAVM. Ce phénomeéne a récemment été décrit avec d’autres pathogenes,
comme S. pneumoniae [272], les mycobactéries [273], Acinetobacter spp. [274] et
Cryptococcus neoformans [275] mais jamais dans le cas de pneumonies a E. coli. Il doit donc
étre fortement recommandé d’étudier plus d’une souche lors de l'isolement d’'un micro-
organisme, a fortiori d’un E. coli, en cas de suspicion de PAVM.

Les limites de cette étude sont principalement liées au moment du recueil des isolats : les
préléevements ont été réalisés a un temps donné aux trois sites. Notre étude n’a donc pas
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pris en compte un éventuel caractére dynamique d’évolution de la colonisation entre le tube
digestif, I'oropharynx et les voies aériennes. Un tel travail impliquerait des prélevements
répétés des trois sites, I'étude d’un nombre important d’isolats et une charge de travail plus
importante.

Les perspectives qu’ouvrent notre travail sont diverses: des études de virulence sur un
modele animal de pneumonie d’isolats modifiés génétiguement doivent étre menées ; une
étude dynamique de la colonisation s’est avérée nécessaire, et nous verrons le travail en
cours plus bas ; des caractéristiques génétiques d’isolats avec un phénotype particulier (par
exemple : les isolats porteurs d’une BLSE) pourront étre étudiés; enfin, une étude de
I’hétérodiversité d’isolats obtenus au cours de prélevements de PAVM.

De plus nous avons montré que le carrefour oropharyngé était une étape centrale dans
I’évolution vers la colonisation et I'infection respiratoire. Nous discuterons donc plus bas de
la description de cette colonisation dans différentes populations (patients de chirurgie, de
réanimation et adultes sains), afin de relier certains types de colonisation a des
caractéristiques cliniques et anamnestiques ; la sensibilité de cette colonisation a certaines
thérapeutiques permettant de réduire cette colonisation (antisepsie a la chlorhexidine par
exemple) se doivent d’étre étudiées afin d’agir efficacement sur les risques infectieux
respiratoires. Enfin, I'application des conclusions de ce travail a d’autres pathogeénes
impliqués dans la survenue de PAVM (autres entérobactéries, P. aeruginosa) pourront se

faire si elles sont confirmées.

Le projet COLOCOLI s’est donc naturellement imposé, comme suite logique, dans ce travail

de these.
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Chapitre 3 : Génomique comparative des souches
d’Escherichia coli isolées dans les voies aériennes des

patients de réanimation — I’étude nationale COLOCOLI

Les données intéressantes du travail précédent ont comme limite principale leur caractere
monocentrique. Il nous a ainsi paru intéressant de le poursuivre en étendant le recueil a un
niveau national. Ainsi, nous avons mené une étude multicentrique, dans 14 unités de

réanimation francaises afin d’étayer les données observées dans le travail précédent.

Objectifs

Le but de notre travail était de recueillir 'ensemble des souches d’E. coli respiratoires isolées
dans les réanimations participantes. L'objectif était de dresser un portrait de l'identité

génétique des isolats d’E. coli respiratoires.

Méthodes

Patients et définitions

Nous avons recueilli prospectivement tous les isolats d’E. coli respiratoires (colonisation ou
infection pulmonaires) dans les services de réanimation participant durant une période de
38 mois. Une PAVM était définie comme une pneumonie diagnostiquée plus de 48h apreés la
mise sous ventilation artificielle ; lorsqu’'une pneumonie survenait hors du contexte de la
ventilation invasive, elle était considérée comme PAH ; une pneumonie dont le diagnostic
était fait dans les 48h qui suivaient I'admission a I’hopital était considérée comme étant
communautaire ; enfin, I'isolement d’'une bactérie en I'absence de suspicion clinique de

pneumonie était définie comme une colonisation.
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Etude de la sensibilité aux antibiotiques

Le phénotype de résistance aux antibiotiques a été déterminé par la réalisation d'un
antibiogramme sur gélose, par la méthode de diffusion en milieu gélosé selon les
recommandations du Comité Antibiogramme de Société Francaise de Microbiologie (CA-
SFM) [276]. Les antibiotiques testés étaient : amoxicilline, amoxicilline-acide clavulanique,
ticarcilline, pipéracilline, pipéracilline—tazobactam, céfotaxime, ceftazidime, imipénéme,
gentamicine, amikacine, minocycline, acide nalidixique, ofloxacine, ciprofloxacine,
fosfomycine et triméthoprime. Leur interprétation en sensible (S), intermédiaire (I) et
résistant (R) a été faite selon les recommandations du CA—SFM [276]. Un score de résistance
a été calculé, en attribuant un score de 1 pour un isolat résistant, 0,5 pour un isolat

intermédiaire et 0 pour un isolat sensible.

Etude des caractéristiques génétiques des isolats d’E. coli

Le groupe phylogénétique a été déterminé selon la méthode décrite par Clermont et coll.
[161-163], permettant de classer les isolats dans I'un des 7 groupes phylogénétiques
identifiés. Pour les isolats de groupe B1, le complexe clonal 87 a été déterminé; les 9 sous-
groupes de B2 les plus fréquents [163] et le groupe clonal A des isolats de groupe D ont été
déterminés [153]. Les O-types les plus fréquents (01, O2a, 02b, 04, 06, 07, 012, 015, 016,
017,018, 022, 025a, 025b, 0453, 075 et 0O78) ont été recherchés par PCR [150].

La recherche de 11 génes codant pour des facteurs de virulence a été réalisée par PCR

multiplex [224, 230, 231].

Considérations éthiques

Le projet COLOCOLI est une recherche non-interventionnelle, qui a recu un avis favorable de

la Commission d’Ethique de la Société de Réanimation de Langue Francaise (CE 12-388).
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Résultats

Les résultats préliminaires ont fait 'objet d’'une présentation au congrés de la Société de
Réanimation de Langue Francaise 2014 [269]. Durant la période d’étude, 307 isolats d’E. coli
ont été recueillis chez 289 patients, 260 dans le cadre de pneumonies (117 PAVM, 61 PAH,
82 pneumonies communautaires) et 47 colonisations (27 nosocomiales et 20
communautaires). Les principales caractéristiques des patients inclus sont résumées dans le
Tableau 4. llIs étaient agés de 63 ans [52-73], avaient été principalement admis pour un
insuffisance respiratoire aigue (n = 81; 26,4%), un coma (n = 62; 20,2%), ou un choc
septique (n =55; 17,9%). Les patients avec un diagnostic de pneumonie étaient plus souvent
atteints d’une pathologie respiratoire chronique (13,1 vs 2,1% ; p=0,03) ou admis dans un
contexte de polytraumatisme (8,5% vs 0; p=0,03. A l'inverse, les patients consommateurs
d’alcool ou en post-opératoire avaient plus fréguemment une colonisation plutét qu’une
infection respiratoire a E. coli (respectivement 40,4% vs 24,2% ; p=0,03 et 3,1 vs 10,6;
p=0,03).
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Tableau 4. Caractéristiques des patients inclus dans I’étude COLOCOLI

Pneumonies (n = 260) Colonisation (n = 47) P

Age (années) 63 [52-73] 65 [54-75] 0,9
Hommes, n (%) 197 (75,8) 35 (74,5) 0,8
Score IGSIl a admission 69 [42-70] 41 [39-61] 0,08
Comorbidités, n (%)

- Consommation alcool chronique 63 (24,2) 19 (40,4) 0,03

- Diabéte 47 (18,1) 6(12,8) 0,5

- Néoplasie 49 (18,8) 9(19,1) 1

- Immunodépression* 77 (29.6) 14 (29,8) 1

- Cirrhose 13 (5) 2(4,3) 1

- Pathologie rénale chronique 19 (7,3) 1(2,1) 0,3

- Dialyse 6(2,3) 0 0,6

- Pathologie respiratoire chronique 34 (13,1) 1(2,1) 0,03

- Cardiopathie chronique 44 (16,9) 3(6,4) 0,08
Motif d’admission, n (%)

- Insuffisance respiratoire aigue 69 (26,5) 12 (25,5) 1

- Coma 50 (19,2) 12 (25.5) 0,3

- Choc septique 46 (17,7) 9(19,1) 0,8

- Arrét cardiaque 31 (11,9) 5(10,6) 1

- Choc cardiogénique 14 (5,4) 0 0.1

- Polytraumatisé 22 (8,5) 0 0,03

- Surveillance post-opératoire 8(3,1) 5(10,6) 0,03

- Choc hémorragique 6(2,3) 3(6,4) 0,1
Exposition aux antibiotiques dans les 3 mois, n (%) 105 (40,4) 21 (44,7) 0,6

- amoxicilline 6(2,3) 4 (8,5) 0,05

- amoxicilline — acide clavulanique 41 (15,8) 10(21,3) 0,4

-C36G 19 (7,3) 7 (14,9) 0,09

- aminosides 34 (13,1) 4 (8,5) 0,5

- pipéracilline - tazobactam 28 (10,8) 3(6,4) 0,4

- fluoroquinolones 15 (5,8) 0 0,1

- carbapénemes 12 (4,6) 2(4,3) 1
Polymicrobien 60 (23,1) 7 (14,9) 0,25
Durée de séjour en réanimation (j) 11.5 [8-35] 8.5 [4-27] 0,03
Durée de séjour a I’hopital (j) 18 [11-51] 35.5 [6-43] 0,08
Mortalité

- en réanimation 93 (35,8) 10 (21,3) 0,06

-3 'hépital 105 (40,4) 11 (23,4) 0,03

- en lien avec E. coli 27 (10,4) 4 (8,5) 1

Abréviation : IGSII : index de gravité simplifié Il

Les résultats sont présentés en n (%) ou médiane [25-75 interquartile].
* Une immunosuppression est définie comme la présence d’au moins une comorbidité parmi les suivantes : néoplasie solide, hémopathie

maligne, infection par le VIH, traitement immunosuppresseur, corticothérapie au long cours.
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Caractéristiques des isolats

Le groupe phylogénétique B2 était le plus représenté (n=186; 60,6% des isolats), plus
souvent d’origine communautaire, suivi par les isolats de groupe B1 (n=28; 9,1%), A et D (27
isolats de chacun de ces groupes, 8,8%), C (n=25; 8,1%), et F (n=13; 4,2%). Enfin, un isolat
appartenait au clade I. Le sous-groupe de B2 le plus fréquemment représenté était le sous-
groupe Il (n=52 ; 28%), suivi par le sous-groupe | (n = 30, 16.1%), le sous-groupe IV (n = 22,
11.8%), et le sous-groupe lll (n = 19, 10.2%). Un phénotype compatible avec la sécrétion de
BLSE était retrouvé pour 25 isolats (8,1%). Les isolats de groupe B2 avaient un score de
résistance moindre que les isolats de groupe non-B2 (2 [0-4] vs 4,5 [3-7,5]; p<0,0001) et
avaient un score de virulence plus important (7 [5-7] vs 3 [2-4] ; p<0,0001). Il n’y avait pas de
différence significative en scores de résistance ou de virulence selon [origine

communautaire ou nosocomiale des isolats, ou selon le contexte d’isolement (pneumonie ou

colonisation).

Tableau 5. Caractéristiques phylogénétiques des 307 isolats d’E. coli étudiés issus des prélévements respiratoires

Tous Pneumonie Colonisation p Isolats Isolats p
isolats (n=260) (n=47) communautaires nosocomiaux
(n=307) (n=102) (n = 205)
A 27 (8,8) 22 (8,5) 5 (10,6) 0,6 6 (5,9) 21 (10,2) 0,3
B1 28(9,1) 26 (10) 2(4,3) 0,3 4(3,9) 24 (11,7) 0,03
B2 186 (60,6) 155 (59,6) 31 (66) 0,5 71 (69,6) 115 (56) 0,03
1ST131 21 (11,3) 18 (11,6) 3(9,7) 1 9(12,7) 12 (10,4) 0,6
Inon-ST131 9 (4,8) 6(3,9) 3(9,7) 0,2 3(4,2) 6 (5,2) 1
I 52 (28) 40 (25,8) 12 (38,7) 0,2 21 (29,6) 31 (26,9) 0,7
1] 19 (10,2) 16 (10,3) 3(9,7) 1 7(9,9) 12 (10,4) 1
v 22 (11,8) 20 (12,9) 2 (6,5) 0,5 5(7) 17 (14,8) 0,2
v 1(0,5) 1(0,6) 0 1 1(1,4) 0 0,4
Vi 14 (7,5) 14 (9) 0 0,1 6 (8,4) 8(7) 0,8
Vi 7(3,8) 3(1,9) 4(12,9) 0,02 3(4,2) 4(3,5) 1
X 15 (8,1) 14 (9) 1(3,2) 0,2 5(7) 10 (8,7) 1
Non-assigné 26 (14) 23 (14,8) 3(9,7) 0,6 11 (15,5) 15 (13) 0,4
C 25(8,1) 20(7,7) 5(10,6) 0,6 13 (12,7) 12 (5,8) 0,05
D 27 (8,8) 25 (9,6) 2(4,3) 0,4 4(3,9) 23(11,2) 0,03
F 13 (4,2) 11 (4,2) 2(4,3) 1 4(3,9) 9 (4,4) 1
Clade | 1(0,3) 1(0,4) 0 1 0 1(0,5) 1
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Tableau 6. Résistance et virulence des 307 isolats d’E. coli selon leur groupe phylogénétique

B2 non-B2 p A B1 C D F
(n=186) (n=121) (n=27) (n=28) (n=25) (n=27) (n=13)
Résistance aux antibiotiques, n (%)
- amoxicilline 91(48,9) 96(79,3) <0,0001 24 (88,9) 21(75) 19(76) 21(77,8) 11(84,6)
- amoxicilline-ac clavulanique 76 (40,9) 76 (62,8) 0,0002 21 (77,8) 14 (50) 18 (72) 15 (55,6) 8(61,5)
- pipéracilline-tazobactam 22 (11,8) 31 (25,6) 0,003 7 (25,9) 7 (25) 8(32) 4 (14,8) 5(38,5)
- céfotaxime 11 (5,9) 21 (17,4) 0,002 6(22,2) 6(21,4) 2(8) 3(11,1)  4(30,8)
- ceftazidime 13 (7) 21 (17,4) 0,008 6(22,2) 6(21,4) 2(8) 3(11,1)  4(30,8)
- imipénéme 0 1(1) 0,4 0 1(3,6) 0 0 0
- gentamicine 4(2,1) 11 (9,1) 0,01 3(11,1) 1(3,6) 3(12) 1(3,7) 3(23,1)
- amikacine 4(2,1) 1(1) 0,6 0 0 0 0 1(7,7)
- ofloxacine 17 (9,1) 34(28,1)  <0,0001 10 (37) 6(21,4) 8(32) 2(7,4) 8 (61,5)
- ciprofloxacine 15 (8,1) 30(24,8)  0,0001 10 (37) 5(17,9) 8(32) 2(7,4) 5 (38,5)
Score de Résistance 2 [0-4] 4.5([3-7.5] <0,0001 6 [4-8] 4.5[1-6] 4.5[3-8] 4[2.5-5.5] 7.5[4.5-9]
Phénotype BLSE, n (%) 10 (5,4) 15 (12,4) 0,05 6(22,2) 3(10,7)  1(4) 2(7,4) 3(23,1)
Phénotype sauvage, n (%) 99 (53,2) 27 (22,3) <0,0001 4 (14,8) 7 (25) 6 (24) 8(29,6) 2 (15,4)
Facteur de virulence, n (%)
-iroN 156 (83,9) 59 (48,8) <0,0001 11 (40,7) 14 (50) 19(76) 7(259)  8(61,5)
- sfa/foc 129 (69,3) 0 <0,0001 0 0 0 0 0
- neuC 46 (24,7) 0 <0,0001 0 0 0 0 0
- fyuA 183 (98,4) 59 (48,8)  <0,0001 9(33,3) 11(39,3) 19(76) 10(37)  10(76,9)
- hlyc 116 (62,4) 3(2,5) <0,0001 0 2(7,1) 0 1(3,7) 0
- enfl 107 (57,5) 1(1) <0,0001 0 1(3,6) 0 0 0
- aer 80 (43) 75 (62) 0,0016 16 (59,2) 16(57,1) 17(68) 16(59,2) 10(76,9)
- papC 117 (62,9) 32(26,4)  <0,0001 8(29,6) 4(14,3) 9(36) 9(33,3) 2(154)
- papGli 33(17,7) 6 (5) 0,002 0 0 0 5(18,5) 1(7,7)
- papGlil 74 (39,8) 0 <0,0001 0 0 0 0 0
- traT 84 (45,2) 92(76)  <0,0001  18(66,7) 21(75) 20(80) 22(81,5) 11(84,6)
Score de virulence 7 [5-7] 3 [2-4] <0,0001 2 [1-3.5] 3 [1-4] 4 [3-5] 3 [2-3] 3 [3-4]

Abréviation : BLSE : B-lactamase a spectre élargi

Les résultats sont présentés en n (%) ou médiane [25-75 interquartile].
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Tableau 7. Résistance et virulence des 307 isolats d’E. coli selon leur statut « pneumonie » ou « colonisation » et
« communautaires » ou « nosocomiaux »

. . o Isolats Isolats
Tous isolats Pneumonie Colonisation . ]
P communautaires  nosocomiaux

(n=307)  (n=260) (n=47) (n=102] (n = 205)

Score de résistance 3.5[0-5,5] 3.5[0-5,5] 3.5 [0-6] 0,6 2.5 [0-4,5] 3.5 [0-6] 0,06
Phénotype BLSE, n (%) 25 (8,1) 22 (8,5) 3(6,4) 1 5(4,9) 20(9,8) 0,3
Phénotype sauvage, n (%) 126 (41) 108 (24) 18 (38,3) 0,7 48 (47) 78 (38) 0,1
Facteur de virulence, n (%)

- iroN 215 (70) 182 (70) 33 (68,8) 1 75 (73,5) 140 (68,3) 0,4
- sfa/foc 129 (42) 109 (41,9)  20(41,7) 1 49 (48) 80 (39) 0,1
- neuC 46 (15) 41 (15,2) 5 (10,4) 0,5 14 (13,7) 32 (15,6) 0,7
- fyuA 242(79)  203(78,1)  39(81,3) 0,1 88 (86,3) 154 (75,1) 0,03
- hlyC 119 (38,8) 100(38,5) 19 (39,6) 0,9 45 (44,1) 74 (36,1) 0,2
- enfl 108 (35,2) 92 (35,4) 16 (33,3) 1 41 (40,2) 67 (32,7) 0,2
-aer 155(50,5) 132(50,8) 23 (47,9) 0,9 46 (45,1) 109 (53,2) 0,2
- papC 149 (48,5) 127 (48,8) 22 (46,8) 0,9 45 (44,1) 104 (50,7) 0,3
- papGll 39(12,7)  31(11,9) 8(17) 0,3 12 (11,8) 27 (13,2) 0,9
- papGlil 74 (24,1)  64(24,6) 10 (21,3) 0,7 24 (23,5) 50 (24,4) 1

- traT 176 (57,3) 152 (58,5) 24 (50) 0,4 54 (52,9) 122 (59,5) 0,3
Score de virulence 5 [3-7] 5 [3-7] 5 [3-7] 0,8 5 [3-7] 5 [3-7] 0,6

Abréviation : BLSE : B-lactamase a spectre élargi
Les résultats sont présentés en n (%) ou médiane [25-75 interquartile]
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Introduction : Les entérobactéries ont une responsabilité croissante
dans la survenue de pneumonies acquises sous ventilation mécanique,
et, parmi elles, Escherichia coli est la premiére espéce impliquée.
De plus, elle est la plus fréquente des entérobactéries productrices
d’une B-lactamase a spectre élargi (BLSE). Un premier travail mono-
centrique [1] sur un petit nombre d’isolats d’Escherichia coli avait
montré que les souches responsables de pneumonies acquises sous
ventilation mécanique étaient plus souvent de groupe phylogénétique
B2 (connues pour leur pathogénicité extra-intestinale ; 66 %), por-
taient significativement plus de génes de virulence, et avaient une plus
grande sensibilité aux antibiotiques. Notre objectif était de confirmer
ou d’infirmer ces résultats sur une plus large échelle.

Patients et méthodes : Nous avons réalisé¢ une étude multicentrique,
prospective, avec recueil systématique des isolats respiratoires d ’Esche-
richia coli des patients sous ventilation mécanique invasive, dans neuf
réanimations frangaises. Pour chaque isolat, nous avons caractérisé
I’antibiotype, et, déterminé par PCR, les groupes et sous-groupes
phylogénétiques, le O-type et le contenu en facteurs de virulence [2].

MEDECIN

Nous avons établi un score de résistance aux antibiotiques, ainsi
qu’un score de virulence, selon la présence de 11 génes de virulence.
Enfin, nous avons comparé les caractéristiques phénotypiques et géno-
typiques des isolats, selon qu’ils soient responsables de colonisation
ou de pneumonie.

Résultats : Parmi les 84 isolats respiratoires d’Escherichia coli
recueillis chez 80 patients, 59 étaient responsables de pneumonies
(23 pneumonies acquises sous ventilation mécanique, 20 pneumonies
d’inhalation, 16 liées aux soins) et 25 étaient responsables de colonisa-
tion simple. Les isolats sécréteurs d’une BLSE représentaient 13 % de
I’ensemble, sans différence de répartition entre colonisations et infec-
tions. Les souches du groupe phylogénétique B2 étaient majoritaires,
que ce soit parmi les patients colonisés (56 %), ou infectés (58 %).
Elles présentaient alors des scores de résistance aux antibiotiques infé-
rieurs aux isolats non-B2 (2 [0-5] vs 5 [1-7] ; p = 0,004), et étaient
significativement moins représentées parmi les souches BLSE (27 vs
63 % ; p = 0,048). Parallélement, leur score de virulence était supé-
rieur a celui des autres souches (7 [4-7] vs 3 [0,5-4] ; p < 0,0001).
Le sous-groupe II prédominait parmi celles-ci (22 %), majoritairement
de sérotype O6. Concernant les autres isolats, on constatait 9,5 % de
souches du groupe phylogénétique A, 9,5 % du groupe D, 8,3 % du
groupe B1, 7,1 % du groupe C, 7,1 % du groupe F, 1,2 % de Clades.
Il n’y avait pas de différence en termes de score de résistance, ni de
contenu en génes de virulence entre les souches responsables de colo-
nisation ou de pneumonie. Au moins un gene impliqué dans le trans-
port du fer était porté par 87 % des isolats et un géne codant pour une
adhésine était présent pour 57 % d’entre eux.

Discussion : Ces résultats, s’ils confirment I’implication des isolats
du groupe phylogénétique B2 et leur fort potentiel d’invasion extra-
intestinale (notamment respiratoire), montrent que d’autres groupes
phylogénétiques, beaucoup moins sensibles aux antibiotiques, sont éga-
lement responsables de pneumonies acquises sous ventilation mécani-
que. Parallélement, I’émergence de souches sécrétrices de BLSE est un
aspect nouveau et préoccupant.

Conclusion : La part croissante d’isolats sécréteurs d’une BLSE, et
la richesse en facteurs de virulence des isolats respiratoires d’Esche-
richia coli, rendent nécessaire le développement de nouvelles voies
thérapeutiques et préventives pour contrecarrer a la fois la virulence
des isolats sensibles aux antibiotiques et les isolats multirésistants.
Une stratégie vaccinale ciblant certains génes de virulence pourrait
étre une voie de recherche prometteuse. Cette étude a obtenu le sou-
tien de la Fondation du Souffle et du Fonds de Dotation Recherche
en Santé Respiratoire.
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Commentaires du travail : Epidémiologie et physiopathologie de la colonisation
et des infections pulmonaires a Escherichia coli — étude multicentrique

nationale COLOCOLI

Ce travail dresse un tableau large de la population d’E. coli isolée dans les voies aériennes
des patients de réanimation, soit dans le cadre d’une infection pulmonaire, soit dans le
cadre d’une colonisation respiratoire. Nos constats sont les suivants : 1) la confirmation des
données précédentes sur l'importance des isolats de groupe B2 (60,6%) dans les
préléevements respiratoires des patients de réanimation, comme dans les autres infections
extra-intestinales ; 2) la représentation importante des isolats de sous-groupe Ill; 3) le
caractéere communautaire des isolats B2 et C, alors que les isolats B1 et D sont prédominant
dans les isolats nosocomiaux; 4) peu de différences significatives entre les isolats
responsables d’infections ou de colonisation.

Comme nous avons dit plus haut, les isolats de groupe B2 sont prédominants dans les isolats
extra-intestinaux. Cette abondance (60,6%), est concordante avec les 66% au sein des isolats
respiratoire retrouvés dans notre étude monocentrique [268]. Ces 60,6% sont supérieurs aux
isolats de B2 retrouvés dans les bactériémies (49,7% dans le travail de Jauréguy et coll. [181]
et 52% dans la série COLIBAFI [182]). L'une des explications possibles est I'origine urinaire
des isolats de bactériémies (de plus de la moitié des isolats étudiés), expliquant la différence
entre ces caractéristiques.

De plus, ces isolats de groupe B2 sont, comme décrits précédemment [181, 224, 268], plus
sensibles aux antibiotiques et plus chargés en facteurs de virulence. Ainsi, méme si les isolats
de groupe non-B2 sont moins représentés, ils ne sont pas rares : ils correspondent a 39,4%
des isolats respiratoires étudiés, et 40,4% des isolats de pneumonie. De plus, ils étaient plus
volontiers sécréteurs d’une BLSE que les isolats de groupe B2 (12,4% vs 5,4% ; p<0,0001).
Ainsi, ils peuvent, du fait de leur profil de résistance, représenter un enjeu thérapeutique.
D’autant plus gu’il a été montré récemment que le modéle habituellement admis de
résistance accrue des isolats peu pathogenes pouvait étre battu en bréche [277].

L'absence de différence des caractéristiques phylogénétiques et en contenu en facteurs de
virulence entre les isolats de colonisation et de pneumonie sont un argument qui étaye
I’hypothese du continuum entre colonisation et infection respiratoire : a 'occasion d’un
déséquilibre immunitaire, local ou général, un isolat simple colonisant peut devenir
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responsable d’une infection.

Ce travail exhaustif, ayant inclus 307 isolats de 14 centres francais, représente, a ce jour, le
tableau le plus complet de |la population d’E. coli responsables de colonisation ou d’infection
respiratoire des patients de réanimation. Les techniques utilisées sont fiables et les résultats
confirment, en grande partie, ceux retrouvés dans d’autres contextes infectieux, leur
attribuant une forte validité externe.

La suite de ces deux travaux se devait d’envisager le carrefour oropharyngé comme axe
majeur de la physiopathologie de la colonisation (et donc de l'infection) respiratoire des

patients de réanimation. C’'est donc cet axe qui est investigué dans le travail suivant.
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Chapitre 4 : Epidémiologie microbienne comparative
de la colonisation oropharyngée et digestive de

patients hospitalisés et de sujets sains: le projet

OROCOLI

Les travaux précédents s’étaient focalisés sur la colonisation respiratoire, mais aussi
oropharyngée, et rectale a E. coli des patients de réanimation. Cependant, ces travaux
comportaient certaines limites: d’abord, les patients de réanimation sous ventilation
artificielle ne sont pas les seuls susceptibles de contracter une infection respiratoire, en
particulier a BGN: I'étude de la colonisation (et la prévention des pneumonies
nosocomiales) peut étre nécessaire dans d’autres populations ; ensuite, la dynamique de
colonisation oropharyngée ou digestive n’avait été investiguée dans aucun des travaux

précédents.

Ainsi, nous sommes en train de mener I'étude OROCOLI, afin d’étudier I'épidémiologie
générale de la colonisation oropharyngée dans différentes populations, et plus

spécifiguement les caractéristiques des isolats d’E. coli responsables de cette colonisation.

Justification de la recherche

Nous avons vu plus haut que les données exhaustives de colonisation oropharyngée
remontent a plusieurs décennies [3]. Ces travaux doivent étre réactualisés a la lumiere des
changements profonds qui ont eu lieu ces derniéres années en matiére de résistance aux
antibiotiques et de diffusion dans la communauté de souches multirésistantes.

Par ailleurs, si la prise de conscience du réle et du risque de la colonisation oropharyngée et
de la nécessité d’'une décontamination sont établies et admises en réanimation, il n"en est
pas de méme dans d’autres secteurs de soins a I’'hdpital. En chirurgie, une littérature
abondante a clairement établi que le risque de complication pulmonaire post-opératoire (et
principalement d’infection pulmonaire) était important, source d’une morbi-mortalité

considérable [278-281]. Il existe cependant quelques données laissant penser que la
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réduction de la contamination bactérienne de |'oropharynx puisse étre associée a une
réduction du taux de complications infectieuses pulmonaires post-opératoires [282, 283].
Pour autant les programmes et les incitations a une décontamination oropharyngée en
milieu de chirurgie n’existent peu ou pas.

Ainsi, ces données indiquent clairement la nécessité de poursuivre la recherche sur la
physiopathologie de la colonisation oropharyngée, en réactualisant les données
épidémiologiques de cette colonisation a la lumiére des changements importants récents et

en choisissant un agent pathogene (E. coli) pouvant servir de modele général.

Notre hypothése est qu’'une meilleure connaissance de la colonisation oropharyngée et
digestive des sujets sains et des patients de différentes populations est indispensable pour
améliorer la prévention des pneumonies liées aux soins et les complications pulmonaires
post-opératoires. Les données en la matiere datant de plus de 40 ans, compte tenu du
contexte récent de I'émergence des bactéries multi-résistantes, nous souhaitons déterminer
la prévalence et l'incidence de la colonisation oropharyngée a bactéries potentiellement
pathogenes.

Les buts sont donc de déterminer la prévalence de cette colonisation oropharyngée dans
différentes populations lors de leur admission a I’"hopital ou a un moment donné pour les
sujets sains; de la comparer a la colonisation digestive dominante; d’en déterminer la
cinétique d’acquisition dans I'oropharynx et la colonisation digestive ; et d’étudier les isolats
d’E. coli issus de ces colonisations en terme de sensibilité aux antibiotiques, et de

caractéristiques génétiques.

Méthodes

Populations a étudier

Seront inclus les patients admis a I’'h6pital dans quatre secteurs de soins :
- Chirurgie Digestive (Hopital Louis Mourier)
- Chirurgie Thoracique (H6pital Avicenne)

- Chirurgie Orthopédique (Hopital Lariboisiére)
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- Réanimation Meédico-Chirurgicale (HoOpital Louis Mourier et Centre Hospitalier
d’Argenteuil).

A notre sens, la population chirurgicale ne peut étre considérée comme une population
homogene en termes de COP. Nous pensons que le risque de COP est différent en secteur
digestif, orthopédique et thoracique, ce qui justifie pleinement une estimation séparée de la
prévalence de la COP. Les pathologies, les comorbidités, les durées de séjour, les
antibiothérapies préalables de ces patients, sont trés différentes d’un secteur chirurgical a
un autre : les pathologies traumatologiques des patients d’orthopédie surviennent le plus
souvent chez des sujets sains et plus jeunes que la pathologie néoplasique digestive, tandis
gue la situation est intermédiaire concernant les pathologies thoraciques.

Les sujets sains seront recrutés par le Centre d’Investigation Clinique de I’hopital Bichat.

Objectifs

Objectif principal

Il s’agira de déterminer la prévalence de la colonisation oropharyngée a BGN pathogénes
(COP-BGNP) chez des sujets sains, et chez les patients au moment de leur admission dans
guatre secteurs de soins (chirurgies digestive, orthopédique, thoracique et réanimation).
Nous considérerons comme BGN pathogenes la colonisation oropharyngée a Haemophilus
influenza, entérobactéries (et en premier lieu, E. coli) et BGN non-fermentants (P.

aeruginosa, Acinetobacter...).

Objectifs secondaires

- Déterminer l'incidence de I'acquisition de la COP-BGNP au cours de |"hospitalisation
dans chacun des secteurs de soins

- Déterminer les facteurs de risque de la COP-BGNP a la fois a I'admission mais aussi en
cours d’hospitalisation dans chacun des secteurs de soins

- Identifier les caractéristiques phylogénétiques des souches d’E. coli responsables de

colonisation des sujets sains et patients hospitalisés.

111



Messika Jonathan - Thése de doctorat - 2017

Comparer les caractéristiques phylogénétiques des souches d’E. coli responsables de
colonisation a celles des souches responsables d’éventuelles infections en cours
d’hospitalisation.

Déterminer le spectre de sensibilité aux antibiotiques des souches d’E. coli des sujets
sains et patients hospitalisés

Comparer la COP-BGNP a la flore prédominante de colonisation digestive

concomitante des sujets sains et patients hospitalisé.

Critéres d’évaluation

Critere d’évaluation principal

Le critére d’évaluation principal est la proportion de sujets ayant une COP-BGNP a l'inclusion

dans les différents secteurs de soins, et chez les sujets sains

Critéres d’évaluation secondaires

Incidence (en personne-jour) d’'une COP-BGNP chez les patients des différents
services (chirurgie digestive, thoracique, orthopédique et réanimation).

Comparaison de la flore dominante digestive avec la COP-BGNP dans les différents
groupes.

Caractérisation du spectre de sensibilité aux antibiotiques des isolats d’E. coli de la
colonisation digestive et oropharyngée

Caractérisation phylogénétique et virulence des isolats d’E. coli de la colonisation
digestive et oropharyngée dans les différents groupes, aux différents temps de
prélevement.

Et comparaison aux isolats d’E. coli responsables d’éventuelles infections en cours

d’hospitalisation.

Critéres de sélection des participants

Critéres d’inclusion

Patient 4gé de plus de 18 ans
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- Patient admis a I’hopital dans I'un des services participants
- Sujet sain sans antécédent :
* De radiothérapie ORL
* Personnel de pathologie digestive
* De symptomatologie évocatrice d’'immunodépression
¢ D’antibiothérapie dans le mois précédent

* D’hospitalisation dans les 3 mois précédents I'inclusion

Critéres de non inclusion

- Sujet non affilié a un régime de sécurité sociale ou CMU

- Antécédent de radiothérapie ORL

- Atteints de bronchectasies

- Opposition par le patient hospitalisé ou par sa famille (en absence de possibilité
d’information du patient), de participation a cette étude

- Refus de participer a I’étude pour les sujets sains

Déroulement de la recherche (Figure 11)

Suivi de la population

Chaque patient inclus aura trois prélévements microbiologiques oropharyngés destinés a
rechercher la présence de bactéries pathogénes : lors de son admission a I’h6pital, a J5 et
lors de sa sortie, ou a J10 s’il est toujours hospitalisé. L'étude de la flore dominante digestive
sera réalisée en paralléle avec un prélévement rectal a I'admission et un autre a la sortie ou
a J10 si le patient est toujours hospitalisé. Chaque sujet sain aura un préléevement
microbiologique oropharyngé et un préléevement rectal. Le préléevement microbiologique
oropharyngé sera réalisé a 'aide d’un écouvillon standardisé (eSwab™, Copan, Brescia, Italie)
selon une méthode de référence, par balayage vigoureux de la muqueuse jugale interne
pour tous les sujets. Le préléevement rectal sera réalisé lui aussi selon une méthode de
référence, par une rotation de I'écouvillon dans I"'ampoule rectale. Chaque écouvillon sera
déchargé dans le milieu de conservation correspondant, puis congelé a -80°C jusqu’a

réalisation de la technique.
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Caractéristiques microbiologiques des colonisations oropharyngées et digestives

La quantification et la caractérisation de ces colonisations seront réalisées : des dilutions
successives du milieu de conservation des prélévements oropharyngés (pur et 107) et
rectaux (102 a 10°®) seront ensemencées sur milieu sélectifs et milieux chromogénes, pour
une analyse quantitative. Les prélevements oropharyngés seront en plus ensemencés sur
gélose au sang cuit pour une évaluation globale de la flore oropharyngée. Les boites seront
incubées durant 24h a 37°C. Les bactéries opportunistes colonisant |'oropharynx seront
identifiées et comptées. Les différentes colonies bactériennes issues des cultures de selles
seront comptées et identifiées. La souche de BGN dominante sera identifiée par étude des

dilutions successives.

Sensibilité aux antibiotiques des isolats d’E. coli

Afin de tester la sensibilité aux antibiotiques des isolats d’E. coli, un antibiogramme sera
réalisé par la méthode de diffusion en milieu gélosé selon les recommandations du CA-SFM

[276].

Etude des caractéristiques génétiques des isolats d’E. coli

Le groupe phylogénétique sera déterminé selon la méthode décrite par Clermont et coll.
[163]. Il s’agira d’amplifier trois genes (chuA, yjaA, arpA) et le fragment anonyme TspE4.C2.
Ce groupage permettra de classer les isolats dans I'un des 7 groupes phylogénétique
identifiés.

La recherche de facteurs de virulence sera réalisé par PCR multiplex et comprendra la
détermination de la présence ou l'absence de génes codant pour de facteurs d’adhésion
(sfa, papC), des toxines (hlyC, cnf1) ou des sidérophores (aer, iroN) [220, 224, 230, 231]. Le
clone pandémique multi-résistant ST131 sera recherché parmi les isolats de groupe B2 [194],
en amplifiant un fragment du géne pabB, spécifique des souches B2 du sous-groupe 1/025b

(correspondant au clone ST131).
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Recueil des données cliniques Prélevements
Préelevement oropharynge Prélevement rectal Prélevements
JO, J5, J10 ou sortie JO, J10 ou sortie cliniques

Caractérisation qualitative de la “ étude
COP-BGNP flore dominante — flore responsable

Etude des isolats

d’E. coli
! !
Etude de la sensibilité Caractéristiques génétiques et phylogéniques
aux antibiotiques Groupage — sous groupage

Facteurs de virulence

Figure 11 Déroulement des protocoles OROCOLI et OROCOLI-HS. Les prélevements oropharyngés et rectaux seront réalisés a
JO uniquement pour les sujets sains, et a JO et J10 (ou J sortie) pour les patients de réanimation ou de chirurgie. A J5, les
patients hospitalisés auront uniquement un prélévement oropharyngé. COP-BGNP : colonisation oropahryngée a bacille a
Gram négatif pathogene.

Méthodes statistiques

Nombre de sujets nécessaires

Comme nous I'avons vu plus haut, les prévalences de colonisation oropharyngée a BGN sont
variables selon la population, allant de 2% parmi les sujets sains a plus de 60% chez les
patients les plus graves. Nous prévoyons donc une prévalence chez les sujets sains de moins
de 10% et chez les patients les plus séveres, de réanimation, aux alentours de 60%. Les
groupes intermédiaires devraient étre colonisés avec des prévalences variables, comprises
entre ces deux valeurs. Le travail international de Vincent et coll. [1] retrouvait en
réanimation une part prépondérante d’E. coli dans I'épidémiologie des infections en
réanimation (a égalité avec P. aeruginosa), a un tiers des BGN isolés. Il s’agit la de
prélevements infectieux, mais on peut supposer que la cartographie de la colonisation s’en
éloigne peu : il est possible que la moitié des BGN isolés soit de I'E. coli. Dans ce cas, la
prévalence d’E. coli dans les prélevements oropharyngés sera proche de 3% dans le groupe

témoin, et aux alentours de 30% dans le groupe des patients les plus graves. Avec un effectif
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de 100 sujets par groupe, toutes les prévalences seront estimées avec une précision

inférieure ou égale a 10%.

Analyses

Analyse principale

La proportion de sujets présentant a I'admission une colonisation oropharyngée a bactéries
potentiellement pathogenes sera calculée dans chacun des groupes de sujets avec son

intervalle de confiance de 95%.

Analyses secondaires

- Lincidence de la colonisation oropharyngée au cours de I’hospitalisation sera
calculée dans chacun des 4 secteurs de soins (avec son intervalle de confiance de
95%), parmi les patients hospitalisés indemnes de colonisation a leur admission. Elle
sera exprimée en nombre de cas par personne-jour.

- De méme, la prévalence et l'incidence de la colonisation digestive a ces mémes
germes seront calculées dans les 5 (prévalence) ou 4 groupes (incidence). La
concordance des caractéristiques phylogénétiques entre la flore prédominante de la
colonisation oropharyngée et de la colonisation digestive a I'inclusion et a la sortie du
patient (ou J10 le cas échéant) ainsi que la concordance entre la flore prédominante
de la colonisation oropharyngée et les isolats d’E. coli responsables d’éventuelles
infections en cours d’hospitalisation seront également explorées.

- Les facteurs associés a la colonisation oropharyngée a I'admission seront déterminés
par une analyse univariée puis multivariée. les facteurs associés analysés seront : le
groupe (secteur de soins particulier ou sujet sain) ; I'age a l'inclusion ; I'exposition
préalable a une antibiothérapie dans les 3 mois précédents; I'existence d’une
comorbidité, respiratoire en particulier; le motif d’hospitalisation (médical,
chirurgical programmé ou urgent).

- Les facteurs de risque de l'acquisition d’'une colonisation oropharyngée parmi les
patients indemnes a leur inclusion seront étudiés de maniere similaire, parmi les

patients des 4 groupes d’hospitalisation par une analyse uni puis multivariée.
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- Les caractéristiques (génétiques, et de sensibilité aux antibiotiques) des souches d’E.

coli responsables d’une colonisation oropharyngée seront décrites.

Considérations éthiques et réglementaires

Le projet OROCOLI a été scindé en deux parties. L'une, OROCOLI est menée uniquement
chez les patients hospitalisés. Il s’agit d’une recherche non-interventionnelle, qui a recu un
avis favorable de la Commission d’Ethique de la Société de Réanimation de Langue Francaise
(CE 15-06, en annexe 2). L'autre, OROCOLI-HS est menée chez les volontaires sains. Il s’agit
d’une recherche biomédicale, ayant obtenu un avis favorable du Comité de Protection des
Personnes (Avis 2015/64 du 12 février 2016, en annexe 3). L’étude OROCOLI est enregistrée
dans ClinicalTrials.gov sous le numéro NCT02839980, et OROCOLI-HS sous le numéro
NCT02840656.

Financement

Le projet OROCOLI a été soumis a un appel d’offre interne de I’Assistance Publique-Ho6pitaux
de Paris en 2012. Bien que le jury du Contrat de Recherche Clinique 2012 I'ait bien accueilli,
il n"a pas été retenu. Le projet a été soumis au Projet Hospitalier de Recherche Clinique
Inter-régional 2013, sans succes. Enfin, apres des modifications du protocole, il a été retenu
pour étre financé par un Contrat de Recherche Clinique de I’Assistance Publique-Hopitaux de

Paris en 2013.

Etat d’avancement

Les inclusions dans OROCOLI ont débuté le 6 octobre 2016. Au 1° Juin 2017, la totalité des
patients de réanimation ont été inclus; 55 patients de chirurgie digestive, 44 de chirurgie
thoracique, et 10 patients de chirurgie orthopédique ont été inclus. Les inclusions dans

OROCOLI HS ont débuté le 20 février 2017, et 56 sujets sains ont été inclus au 1 juin 2017.
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Partie 3 : Discussion et perspectives

Nous avons vu dans la partie précédente I'importance d’E. coli dans I'épidémiologie des
PAVM, l'implication des isolats a forte pathogénicité extra-intestinale et enfin I'étude en
cours de la colonisation oropharyngée. Dans la suite de ce travail, nous verrons donc dans
guelle mesure le champ de recherche sur I'implication d’E. coli en réanimation pourra étre
élargi ; nous discuterons ensuite du champ de recherche sur I'épidémiologie des PAVM a E.
coli ; puis, de I'épidémiologie de la colonisation oropharyngée et de sa prévention ; enfin,

nous aborderons les perspectives de traitement des PAVM.

Chapitre 1 : Escherichia coli : une des préoccupations

en réanimation

Notre premier travail ne confirme pas la prédominance d’E. coli sur Enterobacter comme
agent étiologique des PAVM, bien que cela soit rapporté par les données multicentriques [4,
23-25]. Cependant, il en souligne I'importance comme bactérie résistante, et comme sujette
a la pression antibiotique. De plus, la diversité des infections a E. coli en réanimation est une

préoccupation grandissante.

E. coli, pourvoyeuse des résistances bactériennes

L'importance de la sécrétion de BLSE

Nous avons montré que les résistances a de nombreux antibiotiques de premier recours ont
cru de facon significative parmi les isolats bactériens responsables de PAVM [262], avec une
atteinte particuliere de la sensibilité d’E. coli aux C3G. Ainsi, dans I’étude COLOCOLI [269], la

proportion d’isolats sécréteurs de BLSE s’élevait a 8,1%. De méme, dans notre article
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accepté pour publication dans Journal of Medical Microbiology « Extra-corporeal membrane
oxygenation associated infections: implication of extra-intestinal pathogenic Escherichia coli
clones », nous avons mis en évidence une proportion d’isolats sécréteurs de BLSE de |'ordre

de 11,7% au sein des isolats responsables d’infections liées a 'ECMO.

Quelle antibiothérapie empirique pour une infection nosocomiale a entérobactérie ?

Cependant, certains phénotypes de résistance, si ils ne sont pas aussi spectaculaires que la
sécrétion de BLSE, peuvent avoir une conséquence clinique. Meybeck et coll. [284] ont
rapporté une proportion de 13% d’isolats d’E. coli responsables d’infections en réanimation
sécréteurs de pénicillinase de haut niveau, résistants a [I'association pipéracilline-
tazobactam. De méme, 11% des isolats des sites respiratoires, oropharyngés ou rectaux
avaient ce méme phénotype dans notre travail [268]. De facon intéressante, la pipéracilline-
tazobactam est la deuxieme molécule dont la consommation a le plus progressé a
I’Assistance Publique-Hopitaux de Paris entre 2011 et 2015 (+39,7%) [285], et elle est plus
utilisée que les C3G. Il est donc raisonnable de ne pas I'envisager en antibiothérapie de
premiere ligne d’une suspicion de PAVM (ou d’autre infection nosocomiale), lorsque le
risque d’infection a P. aeruginosa est peu important. Une étude plus exhaustive de
I’épidémiologie des résistances respectives des entérobactéries issues d’infections
nosocomiales aux C3G et a I'association pipéracilline-tazobactam, si ces données étaient
confirmées, conduirait a la discussion de I'antibiothérapie empirique de ces infections. Ce
serait d’autant plus opportun que la Commission Médicale d’Etablissement de I’Assistance
Publique-Hbpitaux de Paris projette un audit de la consommation de pipéracilline-

tazobactam dans les mois qui viennent [285].

L’hétéroresistance, uniquement pour E. coli ?

Nous avons vu que pouvait coexister, dans les prélevements respiratoire des patients
atteints de PAVM, une diversité de spectre de sensibilité aux antibiotiques [268]. Ce
phénoméne a été décrit dans d’autres sites infectieux a E. coli [214], et pour d’autres
pathogenes, comme S. pneumoniae [272], les mycobactéries [273], Acinetobacter spp [274]
et Cryptococcus neoformans [275]. Il pourrait étre intéressant d’étudier prospectivement, de
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facon systématique, la sensibilité de plusieurs colonies d’'une bactérie isolée lors de la

suspicion de PAVM.

Quelles caractéristiques des isolats d’E. coli responsables d’infections en

réanimation ?

L’étude des isolats respiratoires d’E. coli des patients de réanimation a fait apparaitre une
prédominance d’isolats de groupe B2 (65,7% dans la série moncentrique [268] ; 60,6% dans
la série nationale [269]), avec une prédominance de sous-groupe lll (correspondant au
STc127, comprenant la souche de référence 536, connue pour sa virulence extra-intestinale
[232, 233]).

Les isolats d’E. coli responsables d’infections liées a 'ECMO (Messika et coll. accepté dans
Journal of Medical Microbiology) étaient, la encore de facon prédominante des isolats a fort
potentiel de virulence extra-intestinale, puisque les isolats de groupe B2, D et C
représentaient 69,7% des 23 souches. Parmi les 12 souches de groupe B2, celles issues du
sous-groupe |l étaient majoritaires (n=5), et le clone ST131 était majoritaire parmi les
souches du sous-groupe | (3/4 de celles-ci).

Jauréguy et coll. [181] ont étudié de facon différenciée 161 épisodes de bactériémies a E. coli
selon leur degré de sévérité, sans détailler quels patients étaient finalement admis en
réanimation. Les caractéristiques des isolats des patients en sepsis sévere ou en choc
septique n’étaient pas statistiquement différentes de ceux issus de bactériémies qui
n’avaient pas ces criteres de gravité, en matiere de groupe phylogénétique, de sensibilité
aux antibiotiques ou de contenu en facteur de virulence.

De maniere similaire, Lefort et coll. [182], dans la cohorte COLIBAFI de 1051 patients ayant
une bactériémie a E. coli, n‘ont pas différencié les patients admis en réanimation.
Cependant, la seule caractéristique des isolats associés avec une réduction de la mortalité en
analyse multivariée était la présence du gene de virulence ireA. Ce géne code pour un
peptide IreA, facteur de virulence impliqué dans la captation du fer, et dans la survenue
d’infections urinaires. De plus, dans cette série, un point de départ urinaire de la bactériémie
était encore un facteur protecteur, alors que les facteurs de risque de mortalité étaient

surtout liés au terrain: une infection nosocomiale, ou survenant chez un patient
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immunodéprimé, étaient liés significativement avec le déces en analyse multivariée.

L’étude Septicoli (NCT02890901), menée par le Dr V. de Lastours et actuellement en cours
dans 7 hopitaux de I’'Assistance Publique-Hopitaux de Paris, prévoit d’étudier les isolats d’E.
coli responsables de bactériémie. A la différence des deux travaux précédents, il est prévu
d’identifier les patients les plus sévéres et de noter s’ils ont été admis en réanimation. Ainsi,

il sera possible de rechercher les caractéristiques génétiques et de sensibilité de ces isolats.
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Chapitre 2 : Un génotype prédominant dans les

PAVM ?

Comme pour les infections sévéres a E. coli, nous avons recherché des caractéristiques
génétiques spécifiques des isolats responsables de pneumonie en comparaison des isolats

de colonisation.

Dans notre travail n°2 [268], nous avions comparé les 21 isolats issus de pneumonies aux 14
issus de colonisation respiratoire. Si les isolats de groupes B2 prédominaient au sein des
isolats de PAVM (76%), leur proportion dans le groupe des colonisations était moindre (50%)
sans atteindre la significativité. Cependant, des différences intéressantes étaient a noter sur
le contenu en facteurs de virulence. Tout d’abord, leur score de virulence (calculé par le
rapport entre le nombre de facteur de virulence présent sur le nombre de facteur de
virulence recherché) était significativement plus élevé pour les isolats de PAVM (0,651 vs
0,435 ; p=0,018). Ensuite, les genes iroN, sfa, et cnfl étaient significativement plus présents
dans les isolats issus de PAVM que de colonisation (respectivement 86, 83 et 92% vs 50, 36
et 29% ; p=0,022, 0,006 et 0,007). La cohorte multicentrique COLOCOLI [269] n’a pas permis
de confirmer ces données (voir Tableau 7), puisque les caractéristiques génétiques des
isolats de pneumonie et de colonisation n’étaient pas significativement différentes.
Cependant, les analyses de ce travail sont encore en cours, et il conviendra de comparer les
données issues de PAVM uniquement a celles issues des colonisations nosocomiales.

Une perspective intéressante peut étre la comparaison des caractéristiques des isolats de
PAVM avec celle d’'une part issues de bactériémies [182], mais aussi issues d’'une cohorte

d’étude des isolats commensaux [178].

De plus, le travail OROCOLI permettra de comparer les isolats d’E. coli des colonisations
oropharyngées et digestives. Ainsi, nous souhaitons définir un profil génotypique prédictif de
la transition de la colonisation digestive basse a la colonisation oropharyngée.

Ces résultats permettraient de tracer le profil de la souche la plus a risque de devenir
responsable de PAVM. Ainsi, on pourrait imaginer le développement de stratégies de
prévention (décontamination, vaccination) ciblées sur un certain génotype plus a risque

d’évoluer de la colonisation (digestive ou oropharyngée) vers la PAVM.
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Chapitre 3 : La colonisation oropharyngée, cible de la

prévention des PAVM

Nous avons vu plus haut I'importance des mesures ciblant I'oropharynx dans les mesures
préventives des PAVM. Plusieurs perspectives de travail, a partir des travaux expérimentaux

discutés ci-dessus ou d’autres travaux réalisés dans I’équipe peuvent étre envisagées.

Canneberge, adhérence et E. coli

Les proanthocyanidines sont extraites de la canneberge et leur efficacité contre I'adhérence
de E. coli en particulier a 'urothélium [286, 287], avec un effet sur la virulence d’E. coli dans
un modele in vivo d’infection de C. elegans [287]. Les travaux du Dr Dimitri Margetis (These
d’Université 2015) dans le laboratoire, publiés dans Critical Care Medicine [238], ont étudié
I’effet des proanthocyanidines de la canneberge sur différentes étapes menant a I'infection
pulmonaire : la croissance bactérienne, 'adhérence a des cellules épithéliales, et enfin un
modele murin de pneumonie. Différents isolats, issus du travail n°2 [268], ont été testés.
L'inhibition de la croissance des 8 isolats testés d’E. coli était nette, avec un effet
concentration-dépendant ; I'inhibition d’adhérence de 3 isolats différents d’E. coli a des
cellules épithéliales buccales a été montrée en présence de proanthocyanidines, avec un
effet plus important pour l'isolat le plus chargé en facteurs de virulence; enfin, I'effet
protecteur sur la mortalité a été confirmé sur un modéle murin : une pré-culture des isolats
dans une solution contenant des proanthocyanidines permettait de réduire de facon

significative la létalité d’'une pneumonie a E. coli, avec une réponse inflammatoire moindre.

Les perspectives de ce travail pourraient étre une transposition a la clinique de ces résultats
intéressants : tout d’abord I'effet d’une solution de proanthocyanidines de la canneberge
administrée a des animaux, a différents temps de la survenue d’une pneumonie : avant, en
méme temps et aprés challenge microbiologique ; ensuite, I'effet sur d’autres espeéces
bactériennes impliquées dans les PAVM ; puis une étude de la tolérance d’une solution de

proanthocyanidines de la canneberge sur la muqueuse oropharyngée; et une étude de
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décontamination, avec un objectif de diminution de la colonisation oropharyngée ou
trachéobronchique, plus que sur un critere de diminution d’incidence des PAVM.
Certains aspects de ces perspectives seront étudiés par le Dr Mélanie Fromentin dans son

travail de Doctorat d’Université.

L’antisepsie oropharyngée a la chlorhexidine

De nombreuses interrogations persistent sur l'intérét de I'antisepsie oropharyngée a la
chlorhexidine chez les patients de réanimation, mais aussi chez les patients a risque de
développer des infections respiratoires nosocomiales (en post-opératoire, par exemple).
Nous avons vu plus haut que son efficacité en soins oropharyngés dans la prévention des
PAVM restait débattue et que les recommandations existantes [8, 49] préconisent
actuellement la décontamination oropharyngée, sans consensus sur la dose, la fréquence,
ou la modalité d’application.

Notre équipe étudie la chlorhexidine selon une approche multi-facettes (Doctorat
d’Université du Dr Béatrice La Combe). Tout d’abord, la sensibilité de certains isolats
respiratoires d’E. coli vis-a-vis de la chlorhexidine doivent étre testés in vitro. Cela permettra
de tester I'hypothése d’une grande variabilité de sensibilité a la chlorhexidine en fonction
des isolats. Ensuite, la sensibilité des isolats oropharyngés, recueillis au cours des projets
OROCOLI et OROCOLI-HS doit étre étudiée. Enfin, la pertinence des soins oropharyngés
répétés a la chlorhexidine se justifierait si la stabilité de la chlorhexidine était démontrée
entre les différents temps de soins oropharyngés. Ainsi, des dosages répétés de

chlorhexidine dans les sécrétions oropharyngées au cours du temps doivent étre réalisés.
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Chapitre 4 : Quelles perspectives pour le traitement

des PAVM ?

Cependant, malgré les progres attendus sur la prévention des PAVM et le respect scrupuleux
des bonnes pratiques de prévention, leur incidence n’atteindra jamais zéro. Ainsi, des
traitements curatifs resteront nécessaires. D’un autre cOté, les perspectives de
développement des antibiotiques s’appauvrissent, et les résistances aux antibiotiques se
répandent. Ainsi, le besoin de traitements anti-infectieux alternatifs est important. Parmi
ceux-ci, certains semblent prometteurs, et adaptés aux PAVM : I'immunothérapie, avec la

vaccination anti poly-N-acétylglucosamine (PNAG) et le traitement par bactériophages.

L'immunothérapie anti-PNAG

Le PNAG est un polysaccharide de surface, exprimé a la surface de nombreux agents
pathogenes [288] : bactéries, champignons, parasites... a 'exception de P. aeruginosa. Des
anticorps monoclonaux ou polyclonaux peuvent étre synthétisés. Différents travaux ont
montré |'efficacité in vitro, d’anticorps anti-PNAG contre différents agents pathogéenes [288,
289]. Ces résultats ont été confirmés par des modeéles animaux, de pneumonie a
pneumocoque [288], de péritonite ou de bactériémie a entérobactéries multi-résistantes
[289]. L'une des difficultés est le choix du meilleur moment de la vaccination, puisque dans
les modeéles animaux, les anticorps anti-PNAG étaient administrés de facon préalable au
challenge bactérien, ce qui difficilement faisable en pratique clinigue, a moins de vacciner
tous les patients entrants en réanimation. Le développement clinique d’une telle
immunothérapie est en cours, avec une étude de phase I/l répertoriée sur ClinicalTrials.gov

[290].

Le traitement par bactériophages

Les bactériophages sont des virus infectant de facon spécifique une bactérie. Des travaux

expérimentaux, sur un modele murin de pneumonie a E. coli, menés au laboratoire
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(Doctorat d’Université du Dr Nicolas Dufour, 2015) ont permis de montrer une efficacité
d’un traitement par bactériophages dans la réduction de la mortalité, de facon équivalente a
un traitement par antibiotiques [291]. La décroissance de la charge bactérienne, mesurée
par bioluminescence était rapide, puisqu’elle survenait a partir de 6h apres l'instillation. Les
souches bactériennes utilisées dans ce travail étaient un isolat clinique de PAVM, issu de la
collection [268], ainsi qu’une souche de référence (536), toutes deux de groupe B2. Puis,
dans un deuxiéme travail [292], Dufour et coll. se sont focalisés sur le bactériophage LM33-
P1, avec une activité spécifique sur les isolats de sérogroupe 0O25b, et en particulier sur la
souche clinique LM33. Cette souche avait été responsable d’une PAVM chez un patient de
réanimation. Elle avait un phénotype de sécrétion de BLSE, appartenait au groupe B2, et au
complexe clonal ST131, connu pour, a la fois, sa virulence et ses difficultés de traitement,
dont nous avons discuté plus haut. L’étude in vitro de I'activité de LM33-P1 retrouvait une
rapidité d’action avec un attachement de 90% des virus a la bactérie en 3,5 minutes, une
détection des virions en 7 minutes, et une lyse bactérienne en 9 minutes. Un modele murin
de pneumonie confirmait son efficacité en réduisant les comptes bactériens dans le
poumon, apres administration du bactériophage soit par instillation intra nasale ou par
injection intra-péritonéale. Une diminution significative des comptes bactériens issus de
rates, de foies et d’homogénats de bloc cardio-pulmonaires extraits entre 24 et 30h d’une
inoculation sous-cutanée de LM33 était observée apreés injections intra-péritonéales du
bactériophage LM33-P1 a 2 heures, ou 2 et 12 heures de l'inoculation. Enfin, I'efficacité de
LM33-P1 était testée dans un modele d’infection urinaire, avec, encore une fois une
diminution significative des comptes bactériens des homogénats rénaux recueillis a 48h
d’une instillation intra-urétrale de LM33-P1, lorsque les souris étaient traitées par LM33-P1
en injection intra-péritonéale a 24 heures de I'inoculation bactérienne.

Ainsi, ces travaux ont permis de montrer 1) le caractére spécifique d’un bactériophage ; 2)
I'activité in vitro et in vivo, dans différents modeles animaux, de ces virus contre des isolats
cliniques et de référence d’E. coli, ouvrant ainsi la voie a des essais cliniques. Effectivement,
les bactériophages pourraient étre utilisés comme traitements curatifs d’infections, en
combinaison a des antibiotiques, ou bien alors seuls ; mais ils pourraient aussi faire partie de
I'arsenal de la décontamination digestive ou oropharyngée des patients porteurs d’isolats

d’E. coli connus comme étant hautement pathogénes.
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Conclusion

Nous avons vu, par ces travaux, la part considérable d’E. coli dans la survenue des PAVM.

Effectivement, la prédominance des entérobactéries dans ce contexte en souligne son
importance : nous avons montré que les résistances d’E. coli aux C3G dans cette infection
étaient en constante augmentation, possiblement du fait de la pression de sélection
antibiotique en milieu de soins ou en ville [262] ; et qu’elle était présente chez pres de 10%
des isolats d’E. coli responsables de PAVM [269] ; enfin, que les isolats responsables de

PAVM pouvaient appartenir a des clones a forte virulence extra-intestinale [268, 269].

De plus, nous avons confirmé, s’il en était besoin, la place centrale de la colonisation
oropharyngée a E. coli dans la survenue des PAVM. Effectivement, la positivité d’'un
préléevement respiratoire a E. coli était toujours associée a une colonisation oropharyngée
[268]. L'existence d’un gradient de COP-BGNP entre des populations de gravités différentes

doit étre confirmée par les travaux OROCOLI et OROCOLI-HS, encore en cours.

Nous avons vu que les perspectives ouvertes par les résultats attendus sont multiples : une
meilleure connaissance de la COP et de ses caractéristiques permettra de préciser les
facteurs de la bactérie associés a la persistance de celle-ci ; une comparaison des isolats d’ E.
coli de cette colonisation oropharyngée a celle responsables d’infections (bactériémies,
PAVM) et a celle de colonisation digestive permettra de déterminer les facteurs génétiques
nécessaires a cette colonisation oropharyngée et a son passage vers l|'infection. Ainsi,
certaines caractéristiques seront a cibler lors des essais de thérapeutiques préventives de

survenue de la PAVM.

Toutes ces données permettront, nous I'espérons, d’enrichir les connaissances sur le

passage de la colonisation oropharyngée a l'infection pulmonaire, et ainsi, de contribuer au

développement des stratégies préventives.
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Annexe 1 : Amorces pour les PCR citées dans ce travail

Longueur du

Cible [référence] Amorces Séquence (5’-3’) produit de PCR
(paires de bases)
Phylogroupage [162]
chuA.1b | 5 ATGGTACCGGACGAACCAAC
chuA 288
chuA.2 | 5" TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yiaA yvjaA.lb | 5 CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211
yjaA.2b | 5" AATGCGTTCCTCAACCTGTG
TspE4.C2 TspE4.C2.1b | 5' CACTATTCGTAAGGTCATCC 152
TspE4.C2.2b | 5" AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
AceK.f 5" AACGCTATTCGCCAGCTTGC
arpA : 400
ArpAl.r | 5" TCTCCCCATACCGTACGCTA
Sous-groupes de B2 [163]
putPgplb.r 5" ACCACCGGACCAAACGCC
Sous-groupe | putPgpl.f 5 GGTATCGCTTACTTTAACGG 373
Sous-groupe Il : pabBgpll.f | 5" GAGTCACTGCCAGAAATTGCA 415
pabB pabBgpll.r 5" GGCGAAAGGCTTAAAATTGCACT
Sous-groupe Il : trpAgplll.f | 5" GACGCGCTGGAATTAGGCTC 255
trpA trpAgplll.r | 5" ATCGGCAACCAGCACCGAAT
Sous-groupe IV : trpAgplV.f | 5’ TGCCAGTGGGAAGAGTCCGCT 261
trpA trpAgplV.r - 5 CCGGGGCGGAAATACCAAAG
Sous-groupe V : polBgpV.f | 5' GCCGTTTCGCCGAAGATAAA 530
polB polBgpV.r 5’ TAATGATCTTCAGCGCCTGT
Sous-groupe VI : dinBgpVI.f | 5 CAGCGGTGGAGATGCGCGAT 652
dinB dinBgpVIl.r = 5 TCGTCAATGCCCTGACTACA
Sous-groupe VIl : icdgpVIl.f 5 GCGGTATTCGCTCTCTGAAT 810
icd icdgpVIl.r =~ 5" CAATTAAATCAGCCGCTTCG
Sous-groupe IX : aesgplIX.f 5" CCTGGCCTGCAACGGGAG 160
aes aesgplX.r | 5" TCTGGCTGCGGATAAAAGAG
Sous-groupe X : aesgpX.f | 5" GACCGTTGTGAATACTCTTCA 713
aes aesgpX.r 5" CCAGATGATTGAGGGGTAAC
Groupe clonal A du groupe D [164, 165]
gyrB27f : 5' GGTGCGTTTCTGGCCA
Fragment de gyrB gyrB27r 5" GACGCCGATACCATC 269
Fragment de CGAf 5" GCTATCTGGCAGACT 175
fumcC CGAr | 5’CGTGCATCGCCGTTGGAAAG
Complexe clonal 87 du groupe B1 [166]
Fragment de icd icdCC87.f | 5° CCGAAGGCGCGTTTAAAGAT 226
icdCC87.r | 5" CGTCAGAAATGTAGTCACCA
O-types [150]
Locus rfb gnd.f 5 CCATACCGACGACGCCGATCTGTTGCTTGG 5000-17000
O1:rfb0O1 rfbOl.r | 5" CCAGAAATACACTTGGAGAC 189
02 :rfb02 rfbO2a.r | 5 GTGACTATTTCGTTACAAGC 274
018 :rfb0O18 rfbO18.r | 5 GAAGATGGCTATAATGGTTG 360
016 : rfbO16 rfbO16.r i 5" GGATCATTTATGCTGGTACG 450
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06 : rfb0O6 rfbO6a.r . 5° AAATGAGCGCCCACCATTAC 584
07 : rfbO7 rfbO7.r : 5" CGAAGATCATCCACGATCCG 722
04 : rfb0O4 rfbO4.r | 5 AGGGGCCATTTGACCCACTC 193
012 : rfb0O12 rfbO12.r | 5° GTGTCAAATGCCTGTCACCG 239
025 : rfb025 rfbO25a.r | 5" GAGATCCAAAAACAGTTTGTG 313
075 : rfbO75 rfbO75.r 1 5" GTAATAATGCTTGCGAAACC 419
015 : rfbO15 rfbO15.r | 5' TGATAATGACCAACTCGACG 536
0157 : rfb0O157 rfb0157.r : 5 TACGACAGAGAGTGTCTGAG 672
Facteurs de virulence [220, 224, 268]
aer.l1 5 AAACCTGGTTTACGCAACTGT
aer 269
aer.2 5" ACCCGTCTGCAACATGGAT
papC papC.1 5 GACTGGCTGTGTACTGCAGGGTGTGGCG 378
papC.2 | 5" ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA
traT traT.1 5 GGTGTGGTGCGATGAGCACAG 290
traT.2 5" CACGGTTCAGCCATCCCTGAG
FuA FyuA.1 5’ TGATTAACCCCGCGACGGGAA 780
FyuA.2 : 5 CGCAGTAGGCACGATGTTGTA
sfa/foc sfa.l 5 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 410
sfa.2 5" CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA
neuC NeuC.1 5'GTGAAAAGCCTGGTAGTGTG 555
NeuC.2 : 5’AACCAGTGTCAGCGTTACTG
hiyc hlyC.1 5 AGGTTCTTGGGCATGTATCCT 556
hlyC.2 = 5 TTGCTTTGCAGACTGCAGTGT
enfl cnfl.l | 5 CAGTGACCGGATCTCCGTTAT 240
cnfl.2 : 5 CGTGTAATTCTTCTGTACTTCC
papGll papG.Il.1 5: GGGATGAGCGGGCCTTTGAT 190
papG.1.2 | 5" CGGGCCCCCAAGTAACTCG
papGlll papG.lll.1 5’ GGCCTGCAATGGATTTACCTGG 558
papG.lll.2 : 5" CCACCAAATGACCATGCCAGAC
iroN iroN.1 | 5" AATCTTACCGGCAATAGCGC 150
iroN.2 : 5" GCTATAACGCACGGAGTTAC
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Annexe 2 : Avis favorable de la Commission d’Ethique de la Société

de Réanimation de Langue Frangaise pour le projet OROCOLI

G SOCIETE DE REANIMATION DE LANGUE FRANCAISE
Siege Social : 48, avenue Claude Vellefaux — 75010 Paris
Tél.: 01458674 00— Fax : 01 45 86 74 44
S R L F Site Internet : www srif.org

Commission d’Ethique

Secrétaire

Jean Reignier

jean.reignier@chd-vendee.fr Dr Jonathan MESSIK A
Service de réanimation
Hopital Louis Mourrier
Colombes

Membres SRLF

Fabienne Bordet
Alexandre Boyer
Sandrine Dray
Béatrice Eon
Frédéric Gonzalez .

Marie-Claude Jars-Guincestre Paris, le 24 mars 2015,
Odile Noizet-Yverneau
Jérome Pillot

Jean-Philippe Rigaud
Stéphane Rolando

Thierry Van Der Linden Cher Collégue,

Membres non SRLF

Isabelle Blondiaux

Bertrand Quentin Votre projet de recherche «KOROCOLI» (référence CE SRLF15-06) a été
réévalué par la Commission d’éthique de la SRLF aprés réception d’une

o o . version révisée.
Direction Administrative

Chantal Sevens La Commission d’éthique donne un avis favorable a votre projet.

chantal sevens@srlf.org

Secrétariat Pour information, je vous rappelle que 1’avis de la CE de la SRLF ne
Mathieu Lloung dispense pas des obligations légales éventuelles et qu’il reste de la
Florence Neels responsabilité de I’investigateur et du promoteur éventuel de I’étude de se

secretariat@srlf.org ., . . L, g
mettre en conformité avec la loi sur la recherche biomédicale et en

particulier de procéder aux soumissions ou avis aux comités ou
commissions légalement compétentes.

Recevez, Cher Collégue, I’assurance de nos salutations distinguées.

Dr Jean Reignier
Secrétaire de la Commission d’Ethique
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Annexe 3 : Avis favorable du Comité de Protection des Personnes -

lle de France IV pour le projet OROCOLI-HS

Comité de Paris, le 12 février 2016

Protection des

Personnes
Ile de France IV

Institutional Review
Board. Agrément de US
Departement of Health
and Human Services
NC°IRB 00003835

Hopital Saint-Louis
Porte 5 du carré Historique
1 avenue Claude Vellefaux
75475 Paris Cedex 10

Responsable
administrative :
Mme I. SCAGLIA
Tél. : 01.42.38.92.88
Fax : 01.42.38.92.98

cpp.iledefrance4@orange.fr

Président :

Dr Shahnaz KLOUCHE
Vice-président :

M. Marc BORAND
Secrétaire générale :
Mme B. LEHMANN
Secrétaire générale
adjointe:

Mme C. DELETOILLE-LANDRE
Trésorier :

Pr O. CHASSANY
Trésoriére Adjointe :
Mme C. MASCRET

Membres du Comité :
Collége I

Médecins et chercheurs
0. CHASSANY

J-P. CESARINI

E. CAROSELLA

S. KLOUCHE

M.-H. DIZIER

B. PAPP

M.MINKOWSKI

J. FRDJA

D. TER-MINASSIAN
Pharmacien hospitalier
B. LEHMANN
Infirmiére

C. DELETOILLE-LANDRE
1. DELLATTRE

Collége II

Questions éthiques
J.-C. KRZYWKOWSKI
Psychologue

A.S VAN DOREN
Travailleur sacial

M. BORAND
Compétence juridique
C. MASCRET

P. A. DUMAS
Associations de maladies
et d'usagers

M. BERNARD-HARLAUT
M. TROUGOUBOFF

DRCD - Hdpital Saint Louis
Mme Saliha DJANE

1 av Claude Vellefaux

750 10 PARIS

Réf. du CPP : 2015/64 Réf. du Promoteur : P140907 OROCOLI-HS

N° EudraCT : 2015-A01399-40
Investigateur : Dr MESSIKA

Promoteur : AP-HP

Le Comité a été saisi en date du 26 novembre 2015 (date de recevabilité) d’une demande
d‘avis pour un projet de recherche intitulé :

« Epidémiologie microbienne et sensibilité a la chlorhexidine de la
colonisation oropharyngée des patients hospitalisées et des adultes sains —
OroColi-HS. »

Le Comité a examinée les informations relatives a ce projet lors de la séance du 26 novembre 2015 et a
émis une demande motivée d'informations complémentaires.

Membres présents : Mme M. Trougouboff (II), M D. Ter-Minassian (I), Dr S. Klouche (I), Mme C.
Deletoille (I), Mme A.S Van Doren (II), Dr J.P Cesarini (I), Mme B. Lehmann (I), Mme M. Minkowski
(I), Mme M.H Dizier (I), M Borand (II), Dr E. Carosella (I), Mme M. Bernard (II), Mme I. Delattre ).

Les informations complémentaires ayant été fournies,
le Comité émet un avis favorable en date du 12 février 2016

Motivation de l'avis :

1. Il s'agit d'une alternative thérapeutique potentiellement utile.

2. Le rapport bénéfice/risque est favorable et la méthodologie adéquate.

3. La note d'information et le consentement sont appropriés et compréhensibles

PN
R et

Dr Shahnaz KLOUCHE
Présidente

Courrier de demande d'avis du 03/11/2015

Demande d‘autorisation du 29/10/2015

Document additionnel du 29/10/2015

Bordereau d'enregistrement RCB du 03/09/2015
Protocole version 1.1 du 07/01/2016

Résumé du protocole version 1.1 du 07/01/2016

Note d'information et consentement patient version 1.2 du 09/02/2016
Attestation d'assurance du 12/10/2015

Justification de I'adéquation des moyens du 29/10/2015
Liste des investigateurs + CV

Votre courrier de réponse du 18/01/2016

O0oo0o0o00ooooo
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