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Résumé

- Introduction

La microbiologie du tractus respiratoire au cours de la mucoviscidose et des dilatations des
bronches hors mucoviscidose (DDBHM) est dominée par certains pathogénes comme
Pseudomonas aeruginosa. Toutefois, d’autres bactéries comme Achromobacter complexe
xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia et les mycobactéries non tuberculeuses sont
actuellement considérées comme émergentes au cours de la mucoviscidose et sont également
rapportées au cours des DDBHM.

- Etat des connaissances

L’émergence de bactéries pathogenes opportunistes a été reconnue grace au suivi national des
données microbiologiques des patients atteints de mucoviscidose. Malgré 1’existence de
facteurs d’émergence bactérienne similaires, la création plus récente des registres de suivi des
données microbiologiques au cours des DDBHM ne permet pas encore I’identification des
bactéries émergentes au cours de ces pathologies.

- Perspectives

Un suivi longitudinal des données microbiologiques est nécessaire au cours des DDBHM afin
de reconnaitre 1’émergence de certaines bactéries. Une homogénéisation des pratiques
d’analyse microbiologique des expectorations des patients permettrait également une
comparaison rigoureuse des données obtenues pour les patients atteints de mucoviscidose et
ceux atteints de DDBHM.

- Conclusion

Diverses bactéries émergentes au cours de la mucoviscidose doivent faire I’objet d’un suivi
dans les DDBHM compte tenu de leur role avéré dans la dégradation de la fonction

pulmonaire.

Mots-clés : mucoviscidose, dilatation des bronches hors mucoviscidose, bactéries

émergentes, pathogénes opportunistes, examen cytobactériologique des crachats.



Emerging bacteria in Cystic Fibrosis and non-Cystic Fibrosis bronchiectasis from a
microbiologist's perspective

Introduction

Common major pathogens like Pseudomonas aeruginosa are identified in the airways of
patients with Cystic Fibrosis (CF) and non-CF bronchiectasis. However, other opportunistic
bacterial pathogens like Achromobacter xylosoxidans complex, Stenotrophomonas
maltophilia and non tuberculous mycobacteria are currently emerging in CF and are also
reported in non-CF bronchiectasis.

Background

The emergence of opportunistic bacterial pathogens has been recognized in CF through
annual national reports of sputum microbiology data. Despite common factors driving the
emergence of bacteria identified in CF and non-CF bronchiectasis patients, bronchiectasis
registries have been created more recently and no longitudinal analysis of recorded
microbiological data is currently available in the literature, thereby preventing the recognition
of emerging bacteria in patients with non-CF bronchiectasis.

Outlook

A longitudinal follow-up of microbiological data is still needed in non-CF bronchiectasis to
identify emerging opportunistic bacterial pathogens. Homogeneity in practice of sputum
microbiological examination is also required to allow comparative analysis of data in CF and
non-CF bronchiectasis.

Conclusion

Bacterial pathogens recognized as emerging in CF have to be more carefully monitored in
non-CF bronchiectasis in view of their association with deterioration of the lung disease.

Key words : Cystic fibrosis, non-cystic fibrosis bronchiectasis, emerging bacteria,
opportunistic pathogens, cytobacteriological sputum examination.



1. La microbiologie du tractus respiratoire au cours de la mucoviscidose et des

bronchectasies ou dilatations des bronches hors mucoviscidose

1.1. La microbiologie du tractus respiratoire au cours de la mucoviscidose

La colonisation bactérienne est un processus dynamique au cours de la mucoviscidose,
Staphylococcus aureus est le pathogene opportuniste le plus fréquent dans I’enfance devant
Haemophilus influenzae tandis que Pseudomonas aeruginosa colonise un nombre de patients
de plus en plus important au cours de I’avancée en age [1]. A c6té de ces pathogenes majeurs,
Stenotrophomonas maltophilia, les especes du complexe Achromobacter xylosoxidans,
Streptococcus pneumoniae, les mycobactéries atypiques et les especes du complexe
Burkholderia cepacia, également recensés par le registre national de la mucoviscidose,
colonisent un pourcentage variable mais moins important de patients [1-3]. La plupart de ces
bactéries peut établir différents types de colonisation de I’arbre respiratoire des patients allant
de colonisations sporadiques, intermittentes a chroniques [4]. Ces ¢épisodes de
colonisation/infection bactérienne puis la persistance bactérienne favorisent un cercle vicieux
associant infection - inflammation et dégradation de la fonction pulmonaire. Au cours de la
persistance, les bactéries mettent en jeu différents processus d’adaptation a la niche
pulmonaire afin de s’y maintenir malgré les pressions exercées (environnement acide,
compétition bactérienne entre microorganismes présents, cures régulicres d’antibiotiques, ...).
L’exemple de P. aeruginosa est emblématique, cette bactérie évoluant le plus souvent d’un
phénotype sensible aux antibiotiques, non mucoide et pigmenté lors de la primocolonisation a
un phénotype résistant voire multirésistant aux antibiotiques, mucoide et non pigmenté au
cours de la colonisation chronique (Fig. 1). A ce stade, 1’éradication est le plus souvent
impossible avec les stratégies antibactériennes disponibles et un déclin rapide de la fonction

respiratoire est souvent associé.



1.2. La microbiologie du tractus respiratoire au cours des bronchectasies hors

mucoviscidose

Contrairement a ce qui est observé au cours de la mucoviscidose, c¢’est H. influenzae, et non S.
aureus, qui est le pathogene le plus souvent identifié dans la population pédiatrique présentant
des dilatations des bronches hors mucoviscidose (DDBHM). Chez 1’adulte, H. influenzae
reste un pathogene important mais, selon les études, P. aeruginosa, les mycobactéries
atypiques et les bactéries anaérobies strictes du genre Prevotella sont les plus fréquemment
identifiées devant S. pneumoniae, S. aureus et Moraxella catarrhalis, toutes étiologies de
bronchectasies confondues [5,6]. D’autres bactéries ont é€galement été décrites comme
Ralstonia et A. xylosoxidans [7]. Des études spécifiquement conduites par étiologie de
bronchectasie sont rares et concernent essentiellement la dyskinésie ciliaire primitive (DCP) ;
celles-ci montrent une microbiologie superposable aux données générales avec une
diminution d’H. influenzae et une augmentation de P. aeruginosa avec 1’avancée en age des
patients [8]. Un pathogene peu fréquent mais important dans la mucoviscidose de par son
implication clinique, Burkholderia complexe cepacia n’a par contre jamais été reporté dans la
DCP et ne I'a été que tres rarement dans d’autres formes de bronchectasies [9,10]. Ces
bactéries, tout comme dans la mucoviscidose, peuvent coloniser chroniquement les patients
ayant une bronchopathie chronique et un cercle vicieux est également décrit associant
inflammation locale, processus infectieux et développement des dilatations des bronches

appelé cercle vicieux de Cole [11].

Points forts a retenir




- Chez I’enfant, Staphylococcus aureus est le pathogene majeur au cours de la mucoviscidose
tandis qu’Haemophilus influenzae est la bactérie principalement isolée dans les
bronchectasies hors mucoviscidose.

- Chez I’adulte, Pseudomonas aeruginosa est le pathogene majeur dans les deux grands types
de pathologies.

- De nombreuses autres especes bactériennes peuvent &tre isolées incluant des bactéries
pathogeénes opportunistes pouvant faire partie du microbiote commensal et des bactéries
d’origine environnementale.

- Ces bactéries ont la capacité de coloniser chroniquement le tractus respiratoire des patients

malgré les efforts mis en ceuvre pour les éradiquer.

2. Bactéries émergentes au cours de la mucoviscidose et des bronchectasies hors

mucoviscidose

2.1. Bactéries émergentes au cours de la mucoviscidose

L’émergence de certaines bactéries pathogenes opportunistes (S. aureus méticillinorésistant,
mycobactéries non tuberculeuses et bactéries du complexe B. cepacia) a précédemment été
reconnue au cours de la mucoviscidose. Un suivi annuel de la microbiologie est réalisé et
publié dans le registre de la mucoviscidose frangais [1] mais aussi dans le registre européen
[12]. Toutefois, les données publiées dans le registre européen sont limitées aux colonisations
chroniques par P. aeruginosa, Burkholderia du complexe cepacia et S. aureus, ainsi qu’aux
mycobactéries atypiques et a S. maltophilia tandis que le registre francais rapporte également
les pourcentages de patients colonisés par A. xylosoxidans, H. influenzae et le pneumocoque.
Dans le registre national de 2017, les données de 1’année ont été comparées a celles de 2007
montrant que les patients frangais étaient, en 2017, plus fréquemment colonisés par A.
xylosoxidans, des mycobactéries atypiques, S. aureus méticillinosensible et S. maltophilia

mais aussi par les champignons filamenteux du genre Aspergillus [1]. Une analyse réalisée a
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partir des données annuelles disponibles (1999, 2001, 2006 a 2017) montre que les
augmentations des pourcentages de patients colonisés observées ont été régulieres au cours du
temps, passant de 3,1% en 1999 a 6,6% en 2017 pour A. xylosoxidans, de 4,7% a 10,6% pour
S. maltophilia, de 0,5% a 2,6% pour les mycobactéries atypiques et de 13,8 a 28,7% pour
Aspergillus (Fig. 2). Parallelement, les pourcentages de patients colonisé€s par P. aeruginosa
ou par H. influenzae ont respectivement diminué de 12% et 20% durant la méme période. A
coOté des bactéries faisant I’objet d’un suivi par les registres, diverses publications rapportent
des bactéries qualifiées d’atypiques et potentiellement émergentes comme celles appartenant

aux genres Pandoraea, Inquilinus, Ochrobactrum, Agrobacterium/Rhizobium, Ralstonia,

Nocardia, ... [13-20].

2.2. Bactéries émergentes au cours des bronchectasies hors mucoviscidose

La bibliographie sur le sujet est relativement pauvre s’appuyant principalement sur quelques
cas cliniques impliquant Achromobacter (bronchectasies idiopathiques), S. maltophilia,
Burkholderia (1 patient avec bronchectasies associées a un déficit immunitaire en IgG2) [21-
23] ou extrapolant des données obtenues pour les patients atteints de mucoviscidose [24]. A.
xylosoxidans a toutefois été isolé chez les patients atteints de dyskinésie ciliaire primitive
avec un pourcentage croissant de patients colonisés avec 1’age (1% des patients de moins de
12 ans, 2% des patients agés de 13 a 25 ans et 6% des patients de plus de 25 ans) [8]. Les
bactéries du genre Nocardia ont également été décrites comme €mergentes au cours des
DDBHM dans certains centres [25]. Divers registres comme le registre européen EMBARC
(European Multicentre Bronchiectasis Audit and Research Collaboration) et le registre
américain (US Bronchiectasis Research Registry) recueillent actuellement des données sur
des cohortes de patients atteints de DDBHM. Parmi ces données, des données de
microbiologie sont recueillies incluant des données surtout détaillées pour P. aeruginosa
(phénotype mucoide/non mucoide, sensibilité/résistance aux antibiotiques et prise en charge

notamment) [26]. L’exploitation des données de ces registres reste toutefois moins avancée



que celle des données associées a la mucoviscidose et des pathogenes opportunistes tres
connus dans la mucoviscidose comme S. aureus font seulement 1’objet d’études récemment
publiées a partir des données des registres de patients atteints d¢ DDBHM [27]. Une premiere
description des patients suivis dans le registre américain publiée en 2017 montre toutefois que
des pathogenes opportunistes relativement divers sont identifiés. Parmi ceux-ci, S. maltophilia
est décrit chez 5% des 1406 patients analysés ; Achromobacter/Alcaligenes chez 2% des
patients et Nocardia chez 1% des patients [10]. Hors mucoviscidose, les bronchectasies sont
d’ailleurs la seconde comorbidité la plus fréquemment associée aux infections pulmonaires

par les bactéries du genre Achromobacter (15% des cas) [28].

Points forts a retenir

- L’émergence de certaines bactéries pathogenes (S. aureus méticillinorésistant,
mycobactéries non tuberculeuses et bactéries du complexe B. cepacia) a été reconnue au cours
de la mucoviscidose.

- Les données du registre frangais de la mucoviscidose montrent également une augmentation
réguliere du pourcentage des patients colonisés par S. maltophilia et par les bactéries du
complexe A. xylosoxidans.

- Dans les dilatations des bronches hors mucoviscidose, ces bactéries colonisent également
certains patients mais la création des registres plus récente ne permet pas encore un recul

suffisant pour reconnaitre leur émergence éventuelle.

3. Les déterminants de I’émergence : vrai ou fausse émergence ?

Plusieurs éléments ont été identifiés comme pouvant €tre a I'origine de I’émergence de
certaines bactéries voire d’une reconnaissance optimisée de ces bactéries ; ces éléments sont
liés a la prise en charge des patients et/ou a des caractéristiques bactériennes [24,25]. Une
surveillance accrue des bactéries présentes dans les échantillons du tractus respiratoire des

patients via des analyses microbiologiques régulieres, y compris en dehors des épisodes
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d’exacerbations pulmonaires, couplée a I’application de nouvelles méthodes d’isolement
(milieux sélectifs) et d’identification bactérienne par les laboratoires (développement de la
spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization - Time of
Flight), identification moléculaire par amplification et séquencage des genes codant I’ARN
ribosomique 16S) ont permis une meilleure reconnaissance des bactéries émergentes pour
lesquelles de nombreux cas d’identification erronée ont été décrits avant 1’avénement de ces
nouvelles méthodes d’identification bactérienne [30,31]. Enfin, les progres des outils de
biologie moléculaire sont également a la base de nombreux remaniements taxonomiques.
Pour mémoire, 1’espece Burkholderia cepacia était initialement classée dans le genre
Pseudomonas en tant que Pseudomonas cepacia et ce jusqu’en 1992 [32], S. maltophilia a
successivement appartenu aux genres Pseudomonas et Xanthomonas jusqu’en 1993 [33]
tandis qu’Achromobacter xylosoxidans et Alcaligenes xylosoxidans sont considérées comme
deux nomenclatures synonymes, désignant la méme espece bactérienne. Parallelement,
I’élargissement des thérapeutiques agressives visant a éradiquer la colonisation par les
pathogenes les plus connus, notamment P. aeruginosa et les S. aureus méticillinorésistants,
ainsi que les cures d’antibiothérapie dites d’entretien administrées au long cours a certains
patients, couplés a I’augmentation de I’espérance de vie des patients et a 1’allongement du
temps sous antibiotique(s) ont pu contribuer a I’émergence de certains bacilles a Gram négatif
non fermentants naturellement résistants aux antibiotiques utilisés. Il est de ce fait
relativement délicat de distinguer au sein de 1’émergence de pathogenes au cours de ces
pathologies respiratoires chroniques, la part attribuable aux progres réalisés dans le suivi et la
prise en charge des patients mais aussi dans les analyses de microbiologie effectuées. Enfin,
I’émergence de certaines bactéries est a corréler a leur propre capacité a se maintenir dans le
tractus respiratoire grace au développement de diverses stratégies d’adaptation leur permettant
de contourner les défenses de I’hote et de survivre aux conditions hostiles de 1I’environnement

pulmonaire et aux différentes thérapeutiques d’éradication (voir paragraphe 5).



Points forts a retenir

L’émergence de certaines bactéries a été corrélée a de nombreux facteurs liés a la prise en
charge des patients et aux caractéristiques intrins¢ques de ces bactéries, notamment :

- une meilleure reconnaissance de ces bactéries (amélioration du suivi des patients et
augmentation de I’espérance de vie, progres des méthodes d’identification bactérienne dans
les laboratoires de microbiologie),

- des caractéristiques particulieres de ces bactéries : résistance naturelle importante et
acquisition de résistances, mise en ceuvre de diverses stratégies d’adaptation leur permettant

de se maintenir au long cours dans 1’arbre respiratoire des patients.

4. Bactéries émergentes et (multi)résistance aux antibiotiques

Les bactéries considérées comme émergentes sont d’origine environnementale et, pour la
plupart, sont des bacilles a Gram négatif non fermentants dont le niveau de résistance
naturelle aux antibiotiques est élevé; 1’acquisition de mécanismes de résistance
supplémentaires est également possible conduisant a des bactéries multirésistantes. Cette
résistance voire multirésistance aux antibiotiques est considérée comme 1’un des facteurs a
I’origine de leur émergence (tableau 1). Ainsi, S. maltophilia est une espece bactérienne
remarquablement équipée pour la résistance aux antibiotiques. Elle présente une
multirésistance naturelle - résistance a de nombreuses [3-lactamines incluant I’imipénéme par
production de 2 [-lactamases chromosomiques dont une carbapénémase (métallo-[3-
lactamase) et résistance aux aminosides - et une sensibilité inconstante aux polymyxines [34-
36]. S. maltophilia possede de plus un large panel de genes codant la résistance aux
antibiotiques (présence d’éléments génétiques mobiles et de pompes a efflux) révélé par le
séquencage total de son génome [37,38]. L’espece peut de plus acquérir des mécanismes de
multirésistance additionnels comme des [-lactamases a spectre étendu (BLSE) [39]. Les
bactéries du complexe A. xylosoxidans présentent également une multirésistance naturelle aux

antibiotiques - résistance aux céphalosporines sauf a la ceftazidime par production d’une 8-
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lactamase chromosomique inductible, résistance aux aminosides - et une sensibilité
inconstante aux polymyxines avec une sensibilité naturelle aux pénicillines en 1’absence
d’acquisition de mécanisme de résistance supplémentaire. Ce phénotype est similaire a celui
d’un autre pathogene respiratoire isolé au cours de la mucoviscidose et des DDBHM,
Bordetella bronchiseptica [34-36]. Des isolats d’A. xylosoxidans multirésistants (résistance
acquise a la ceftazidime et a I’imipéneme), certains isolés chez des patients atteints de
mucoviscidose, ont été décrits apres acquisition de BLSE transférables (VEB-1, CTX-M) ou
de métallo-B-lactamases (IMP-1, IMP-2, IMP-10, VIM-1, VIM-2 ou TMB-1) [40-45]. Des
profils de multirésistance aux antibiotiques sont également observés pour de nombreuses
autres especes qualifiées d’atypiques et potentiellement émergentes au cours de ces contextes

cliniques (tableau 1).
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Points forts a retenir

Les bactéries considérées comme émergentes au cours de la mucoviscidose et décrites
également en population DDBHM présentent toutes des niveaux de résistance naturelle aux
antibiotiques importants auxquels vient s’ajouter 1’acquisition fréquente de mécanismes de
résistance supplémentaires.

Leurs profils de multirésistance aux antibiotiques permettent leur sélection lors des

traitements antibiotiques ciblant les pathogeénes majeurs isolés au cours de ces pathologies.

5. Bactéries émergentes et capacité d’adaptation a la niche pulmonaire : des populations
bactériennes hétérogenes

Au cours de la persistance dans I’arbre respiratoire des patients, les bactéries vont
progressivement modifier leurs caractéristiques, ces modifications sont dictées par
I’adaptation a la niche pulmonaire lors de I’étape de primocolonisation puis lors de la
persistance malgré de nombreuses pressions de sélection inhérentes a I’environnement
pulmonaire et aux traitements antibiotiques [46]. Ces modifications qualifiées d’adaptatives
comprennent des modifications génétiques (accumulation de mutations) et génomiques
(délétions, insertions et réarrangements génomiques) qui sous-tendent nombre de
modifications métaboliques et phénotypiques (Fig. 3) : apparition de phénotype mucoide, de
variants a petites colonies (formes de persistance intracellulaire et résistantes aux
antibiotiques), développement d’une tolérance ou d’une multirésistance aux antibiotiques,
diminution de la virulence, capacité a former et a survivre dans du biofilm, notamment [46].
De nombreux progres ont été faits dans nos connaissances de ces phénomenes d’adaptation
bactérienne au cours des dernieres années. La plupart des études a porté sur P. aeruginosa et
S. aureus [46-49]. Toutefois, des travaux plus récents ont montré que les pathogenes qualifiés
d’émergents comme S. maltophilia [50-53] et les bactéries du complexe A. xylosoxidans

[54,55] mais aussi des pathogenes plus atypiques comme Burkholderia et Pandoraea par
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exemple, étaient également capables de mettre en ceuvre des processus similaires d’adaptation
a la niche pulmonaire et a ses contraintes [16,55].

Parallelement, les travaux de recherche ont montré qu’au cours de la persistance, se produisait
une diversification de la population bactérienne présente. Ainsi, les représentants d’une méme
espece bactérienne n’auront pas tous les mémes caractéristiques, certains représentants
montreront une capacité a former du biofilm supérieure a d’autres, seront plus résistants a
certains antibiotiques que d’autres, des phénotypes mucoide et non mucoide d’une méme
souche pourront co-exister dans 1’arbre respiratoire, etc. Au total, la colonisation bactérienne
persistante implique des populations bactériennes hétérogenes ou diversifiées comprenant de
nombreux variants présentant des caractéristiques distinctes. Ces variants adaptatifs sont
également générés en réponse aux diverses pressions de sélection, biotiques et abiotiques,
auxquelles sont soumises les populations bactériennes, et refletent aussi 1’hétérogénéité de la
niche pulmonaire rendant compte d’une exposition variable des populations bactériennes a
certaines forces de sélection selon le site considéré [47-50,57]. Un exemple important dans la
prise en charge des patients est le niveau de résistance aux antibiotiques variable présenté par
les variants d’une méme population bactérienne. Si I’émergence de la résistance au cours du
temps est connue depuis longtemps, le niveau de résistance aux antibiotiques a un temps
donné a longtemps été considéré comme homogene. Les premicres données acquises pour P.
aeruginosa montrent qu’au cours de la colonisation chronique, certains variants peuvent €tre
déclarés sensibles a la ceftazidime alors que d’autres variants culturaux issus d’'une méme
expectoration d’un méme patient vont €tre résistants a cet antibiotique [48]. Plus récemment,
un comportement similaire a été démontré pour A. xylosoxidans colonisant chroniquement des
patients atteints de mucoviscidose ; pour tous les antibiotiques de premiere ligne contre A.
xylosoxidans, des souches sensibles et des souches résistantes co-existaient au sein des
expectorations testées [58]. Au total, de nombreuses especes bactériennes (S. maltophilia,
Burkholderia complexe cepacia, Pandoraea sp., ...) et de nombreux antibiotiques sont

concernés par cette hétérogénéité de résistance au sein d’'un méme échantillon. Cette
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hétérogénéité de population complique le choix d’une thérapeutique antibiotique optimale
simplement basée sur les résultats des antibiogrammes réalisés in vitro au laboratoire ; elle
peut également rendre compte, au moins en partie, de 1’absence de corrélation entre les
résultats des tests in vitro et ’efficacité ou I'inefficacité clinique d’une antibiothérapie
observée chez les patients et in fine de 1’éradication impossible de certaines bactéries au stade
de colonisation chronique [59].

Tres étudiés au cours de la mucoviscidose, ces phénomenes d’adaptation et de diversification
bactérienne ont également ét€ démontrés pour P. aeruginosa en cas de bronchectasies non

associées a la mucoviscidose [60].

Points forts a retenir

- Au cours des infections respiratoires chroniques, des colonisations atypiques et complexes
sont observées impliquant de nombreux variants aux caractéristiques distinctes au sein d’une
méme espece.

- L’existence de ces variants va conférer a la population bactérienne dans son ensemble une
capacité de réponse accrue aux différentes fluctuations environnementales.

- La survie de certains variants dans des conditions environnantes données - alors que d’autres
variants seront détruits - assure une dynamique compensatoire permettant a la population de

se reconstituer et de persister dans 1’arbre respiratoire.

6. L’examen cytobactériologique des crachats et la reconnaissance de I’émergence
bactérienne

L’examen cytobactériologique des crachats (ECBC) est I’examen biologique clé pour suivre
la colonisation bactérienne de I’arbre respiratoire des patients atteints de mucoviscidose ou
atteints de DDBHM ; il peut également permettre de controler 1’efficacité de 1’antibiothérapie
[11]. Recommandé tous les 3 mois, ’ECBC réalisée chez les patients atteints de

mucoviscidose présente de trés nombreuses particularités par rapport a ’ECBC prescrit chez
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les patients atteints d’autres pathologies [4,20]. Ces particularités concernent toutes les étapes
de l’analyse (conditions d’acceptation de 1’analyse, mise en culture, réalisation des
antibiogrammes) et en font une analyse complexe nécessitant une technicité particuliere tant
au niveau de sa réalisation que de son interprétation. La premiere différence porte sur les
conditions d’acceptation des échantillons au laboratoire. La qualité d’un échantillon pour
I’analyse microbiologique est évaluée par ’estimation de la quantité de polynucléaires
neutrophiles (> 25 par champ microscopique) et de cellules épithéliales (< 10 par champ
microscopique) présentes. Un échantillon provenant d’un patient atteint de mucoviscidose
sera analysé quelle que soit la qualité de 1’échantillon tandis qu’un échantillon ne répondant
pas aux criteres de qualité définis ci-dessus ne sera pas analysé s’il provient d’un patient
atteint de DDBHM. Les milieux de culture utilisés en cas de mucoviscidose sont beaucoup
plus variés qu’en cas de DDBHM incluant des milieux sélectifs permettant la recherche
spécifique de P. aeruginosa, S. aureus et des especes du complexe B. cepacia notamment.
Ces milieux vont étre ensemencés avec des dilutions des crachats également différentes selon
la pathologie du patient. En cas de DDBHM, les expectorations sont diluées de maniere
importante puis ensemencées sur les milieux de culture ; cette pratique va permettre de limiter
la croissance des bactéries commensales du microbiote oro-pharyngé tout en permettant
I’identification des bactéries pathogenes présentes en quantité supérieure au seuil considéré
comme significatif qui est de 10’ Unités Formant Colonies (UFC)/ml. Lors de la
mucoviscidose, les conditions d’analyse recommandées vont permettre d’identifier les
bactéries présentes a des concentrations bien inférieures, dés 2.10> UFC/ml pour les bacilles &
Gram négatif dont P. aeruginosa, B. cepacia mais aussi pour les bacilles a Gram négatif non
fermentants émergents comme S. maltophilia et Achromobacter complexe xylosoxidans, et
pour S. aureus (Fig. 4) [20]. La durée d’incubation des milieux de culture est également
différente : 5 jours en cas de mucoviscidose pour permettre la mise en évidence des bactéries
a croissance ralentie et 48-72h hors mucoviscidose. Une vigilance particuliere est alors a

apporter aux cultures bactériennes obtenues pour signaler les morphotypes mucoides, les

15



variants a petites colonies et pour réaliser des antibiogrammes sur les différents morphotypes
présents, éléments bien connus des microbiologistes spécialisés dans la prise en charge des
échantillons des patients atteints de mucoviscidose. A noter qu’au cours de I’'ECBC, les
bactéries anaérobies dont le role est discuté dans la mucoviscidose et la présence démontrée
également lors des DDBHM, ne sont pas recherchées en routine quel que soit le patient [61-
62]. A ce jour, I'intérét d’une prise en charge des ECBC des patients atteints de DDBHM sur
le modele de ce qui est pratiqué pour les patients atteints de mucoviscidose reste a évaluer
mais il est probable qu'une analyse type « mucoviscidose » pourrait, dans certains cas,
s’avérer utile afin de caractériser plus précis€ément la colonisation bactérienne du tractus

respiratoire des patients atteints d¢ DDBHM.
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Points forts a retenir

- L’analyse cytobactériologique des crachats permettant d’identifier les bactéries présentes
dans le tractus respiratoire des patients présente de nombreuses différences selon que le
patient est atteint de mucoviscidose (analyse spécifique et complexe) ou non, notamment le
nombre de milieux de culture a ensemencer, la durée de ’analyse, les seuils de détection des
bactéries, la mise en ceuvre éventuelle de techniques de pointe pour 1’identification des
bactéries présentes et les conditions de réalisation des antibiogrammes ne sont pas identiques.
- Actuellement, les données obtenues pour les patients atteints de mucoviscidose et ceux
atteints de DDNM ne peuvent étre rigoureusement comparées du fait de ces spécificités
d’analyse pouvant rendre compte de pourcentages variables de patients colonisés par les

especes bactériennes considérées comme émergentes selon le contexte clinique.

Conclusion

A T’heure actuelle, malgré de nombreux points communs entre mucoviscidose et dilatations
des bronches hors mucoviscidose, un différentiel important subsiste entre les connaissances
sur les bactéries émergentes au cours de la mucoviscidose et celles hors mucoviscidose. De
méme, les connaissances dans les DDBHM devront étre affin€ées car de trés nombreuses
étiologies, de distribution géographique hétérogeéne, sont reconnues [5] avec potentiellement
des spécificités microbiologiques aujourd’hui inconnues. Enfin, il restera a préciser le role
pathogeéne de ces bactéries atypiques et potentiellement émergentes hors mucoviscidose et
pour certaines, les moins fréquemment isolées, également au cours de la mucoviscidose [63].
La prise en charge de ces especes bactériennes reste également un challenge quant a la prise
de décision d’un traitement spécifique et aux modalités de celui-ci en lien avec la
multirésistance fréquente de ces especes et la diversité des populations présentes. Le role de
ces especes au sein des communautés bactériennes polymicrobiennes, ainsi que leurs

interactions synergiques ou antagonistes avec les autres pathogeénes présents reste également a
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préciser [64-66]. Aksamit et collegues reportent I’isolement de plusieurs pathogenes chez
64% des patients DDBHM dans le registre américain [10] ; ce chiffre rejoint la situation
décrite au cours de la mucoviscidose ou ces dernieres années la complexité des infections a
été révélée tant de par leur nature polymicrobienne que par les interactions inter-
microorganimes complexes qui s’établissent. A ce jour la mucoviscidose est considérée
comme faisant intervenir des infections polymicrobiennes [64-66] et, a I’avenir, une situation
similaire pourrait tout a fait étre démontrée dans les DDBHM comme cela est actuellement
reconnu dans de nombreuses pathologies polymicrobiennes [66]. Cette complexité ouvre
toutefois de nouvelles perspectives thérapeutiques au cours desquelles la cible premicre
pourrait ne pas étre atteinte directement mais ou des stratégies anti-infectieuses diverses
pourraient cibler la formation du biofilm, la production des facteurs de virulence de certains
pathogenes et les interactions bactériennes a travers des modifications de la communication

intercellulaire par exemple [67].

Points forts généraux

Certaines bactéries sont actuellement émergentes au cours de la mucoviscidose,
principalement Achromobacter complexe xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia et les
mycobactéries non tuberculeuses.

Des bactéries plus rarement isolées semblent également spécifiquement associées aux
pathologies respiratoires chroniques comme Pandoraea, Inquilinus, ...

L’émergence au cours des DDBHM est actuellement plus difficile a reconnaitre du fait d’un
manque de données longitudinales et d’une prise en charge différente des analyses
cytobactériologique des crachats au laboratoire de microbiologie.

Toutefois, des especes bactériennes communes et des facteurs d’émergence communs sont
décrits au cours de la mucoviscidose et des DDBHM.

Ces bactéries sont naturellement résistantes voire multirésistantes aux antibiotiques et peuvent

coloniser de maniere persistante les voies respiratoires des patients.
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De nombreuses stratégies, qualifiées de stratégies adaptatives, sont développées par ces
bactéries pour se maintenir dans les voies respiratoires (acquisition de résistances aux
antibiotiques, mucoidie, capacité a former du biofilm, ...).

L’existence de nombreux variants phénotypiques et métaboliques dont les variants a petites

colonies au sein de la population bactérienne en font une cible difficile a éradiquer.
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Légendes des figures

Figure 1. Aspect cultural de 2 souches de Pseudomonas aeruginosa isolées a 6 ans d’écart
(souche la plus ancienne a gauche et la plus récente a droite) a partir d’expectorations d’un
patient atteint de mucoviscidose. A gauche : souche pigmentée, phénotype non mucoide ; a

droite : souche non pigmentée, phénotype mucoide.

Figure 2. Evolution des pourcentages de patients atteints de mucoviscidose colonisés par
diverses bactéries pathogenes opportunistes durant une période de 18 ans en France (d’apres
les données du registre francais de la mucoviscidose : 1999, 2001, 2006 puis données
annuelles de 2006 a 2017).

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline ; SASM : Staphylococcus aureus
sensible a la méticilline.

Lignes épaisses : bactéries émergentes, A. xylosoxidans et S. maltophilia, et Aspergillus.

Figure 3. Présentation synthétique des principales capacités et modifications adaptatives
pouvant tre mises en jeu par les bactéries au cours de 1’adaptation a I’hdte et a la persistance
dans le tractus respiratoire des patients atteints d’infections chroniques (mucoviscidose et
dilatations des bronches non mucoviscidosiques) (d’apres [46]).

LPS : lipopolysaccharide ; SST-III : systeme de sécrétion de type III.

Figure 4. Milieux de culture utilisés a minima lors de I’examen cytobactériologique des
crachats provenant d’un patient atteint de dilatation des bronches non mucoviscidosiques (A)
et d’un patient atteint de mucoviscidose (B, mise en culture comprenant des milieux sélectifs
additionnels et des milieux ensemencés avec des dilutions supplémentaires des crachats des

patients).
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DDBHM : dilatation des bronches hors mucoviscidose. UFC : Unités Formant Colonies.

Seuils d’apres [20].
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Tableau 1. Expression phénotypique habituelle de la résistance des principales especes atypiques et/ou €mergentes au cours de la

mucoviscidose et/ou des dilatations des bronches hors mucoviscidose (d'apres [33-35]).

Espece AMX | AMC | FOX | TIC | TCC | PIP |CTX |CAZ|ATM | IMP | Ami | COL
Achromobacter complexe

xylosoxidans I/S S R S |S S |R S/1 |R S R |S/R
Burkholderia complexe cepacia |R R R R |R S |I/R |S R R |[R |R
Ochrobactrum spp. R R R R |R R (R R R S S/R | S/R*
Stenotrophomonas maltophilia |R R S R |[S R |R S |SA/R|R |R |S/R
Inquilinus sp. R R R R |R R (R R R S R |R

AMX : amoxicilline, AMC : amoxicilline-acide clavulanique, FOX : céfoxitine, TIC : ticarcilline, TCC : ticarcilline-acide clavulanique, PIP :
pipéracilline, CTX : céfotaxime, CAZ : ceftazidime, ATM : aztréonam, [IPM : imipenéme, Ami : aminosides, COL : colistine.
S : sensible, I : intermédiaire, R : résistant.

* L’espece O. anthropi est sensible a la colistine tandis qu’O. intermedium est résistant.
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Figure 1




Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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