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BGN : Bacille Gram Négatif
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SF2H . Societé Francaise d’Hygiéne Hospitaliére

SHA : Solution Hydro Alcoolique

VM : Ventilation Mécanique

VRE : Enterococcus faecium Résistant a la Vancomycine



Introduction

Définition de la résistance

La bactérie a pour capacité de s’adapter a son environnement. Pour augmenter sa survie, elle

va developper des mécanismes de résistance, notamment envers les antibiotiques.

Les B-lactamases, sont des enzymes bactériennes qui vont hydrolyser spécifiquement le cycle
R-lactame de la grande famille d’antibiotiques que constituent les 3-lactamines.

Les R-lactamases a spectre étendu (BLSE) inactivent la plupart des R-lactamines (pénicillines,
céphalosporines et monobactames), a I’exception des céphamycines et des carbapénemes. Ce
mécanisme de résistance est rencontre principalement chez les entérobacteries, que I’on appelle

alors entérobactéries productrices de 3-lactamase a spectre étendu (EBLSE).

Evolution de |la résistance

La premiere R-lactamase a été identifiée chez Escherichia coli avant que la premiére [-
lactamine, la pénicilline, ne soit utilisée dans le domaine médical [1]. Cette résistance
chromosomique d’origine naturelle est liée a une pression de sélection exercée par des

organismes producteurs de B-lactamines présents dans I’environnement.

Avec la pression de sélection des antibiotiques, de nouvelles résistances dites acquises, portées
par du matériel génétique bactérien non chromosomique de type plasmide, sont apparues. Ces
éléments génétiques mobiles permettent une dissémination facile des genes de résistance entre
les différentes souches et espéces bactériennes. Les premieres [3-lactamases plasmidiques
(TEM-1, TEM-2 pour Temoneira et SHV-1 pour sulfhydril variable) ont été initialement
décrites dans les années 1960 chez E. coli et Klebsiella pneumoniae [2]. Leur spectre d’action
se limitait a I’hydrolyse des pénicillines seules (pénicillinases a spectre étroit). Dans les années
1980, afin de répondre a I’émergence de ces pénicillinases, de nouvelles classes de R-lactamines
ont été développées telles que les céphalosporines de troisieme génération (C3G). Cependant
la premiére enzyme capable d’hydrolyser cette nouvelle classe d’antibiotique a été identifiée,

quelques années plus tard, en Allemagne et nommeée SHV-2 par analogie a la pénicillinase
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SHV-1 dont elle dérive [3] [4]. Il s’agit de la premiére BLSE authentifiée, dénommeée ainsi du
fait de I’élargissement de son spectre d’activité. De nombreux variants ont été identifiés par la
suite pour TEM et SHV (respectivement plus de 160 et 100 variants). Ces BLSE historiques
dérivant de TEM et SHV se sont principalement développées chez K. pneumoniae, bactérie
commensale, présente en faible nombre dans le tube digestif et responsable d’infections et
d’épidémies nosocomiales. Au cours des années 1990, de nouvelles BLSE ont émergé : les
CTX-M pour céfotaximase-Munich [5]. Les entérobactéries productrices de CTX-M ont
largement diffusé a travers le monde et représentent actuellement la majorité des EBLSE [6]
[7]. E. coli est I’espéce bactérienne la plus concernée par I’émergence des BLSE de type CTX-
M. E. coli est elle aussi, une bactérie commensale, présente en trés grand nombre dans le tube
digestif. Ainsi, un porteur d’E. coli BLSE peut éliminer chaque jour dans I’environnement, via
ses excrétas, une forte concentration d’E. coli BLSE qui représente aujourd’hui un péril fecal
d’un nouveau genre. En pathologie humaine, elle est responsable d’infections nosocomiales
mais elle est également a I’origine de la plus fréquente des infections communautaires,

I”infection urinaire.
Les enjeux de |la résistance bactérienne

Ces résistances bactériennes aux antibiotiques soulévent le risque d’échec des thérapeutiques
anti-infectieuses actuelles et compromettent les acquis de la médecine moderne. Bien que de
nouvelles molécules soient en cours de développement, la preuve de leur efficacité en clinique
doit encore étre mise en évidence [8] . La large diffusion de ce type d’enzyme constitue donc
une menace majeure en terme de santé publique. L’ Institut National de Veille Sanitaire (INVS)
rapporte une nette augmentation de I’incidence des EBLSE a I’hdpital, tous services confondus,
de plus 71% entre 2009 et 2013 [9]. La premiere espéce isolée est E. coli (58,8%) suivie de K.
pneumoniae (22,9%). Les incidences de colonisation et d’infection a EBLSE les plus éleveées,
sont observées dans les services de réanimation ou la charge en soins et I’exposition aux
antibiotiques sont les plus fortes [10]. L’émergence et la diffusion des résistances aux
antibiotiques parmi les entérobactéries sont d’autant plus problématiques qu’elles sont
associées a une morbidité et a une mortalité accrues [11] [12]. La colonisation a EBLSE allonge
la durée de séjour. L’infection, quant a elle, allonge la durée d’hospitalisation et est décrite,
comme un facteur indépendant de surmortalité a 1 mois, chez des patients de réanimation [13]
[14].



L’émergence des BLSE chez E. coli complique singulierement la maitrise de leur diffusion et

élargit donc les enjeux de la surveillance épidémiologique et de la prise en charge de ces

infections.
Emergence et transmission des EBLSE

La propagation hospitaliére de ces nouvelles enzymes bactériennes résulte principalement de

deux mécanismes :

1. La transmission croisée de la bactérie ou des plasmides porteurs des genes de résistance
BLSE d’un patient source /réservoir (colonisé ou infecté a EBLSE) a un autre patient par le
personnel soignant (transmission horizontale manu-portée). Cette transmission est aussi
possible par le biais de I’environnement (surfaces inertes communes aux patients) [15].

2. L’émergence par pression de sélection exercée sur les bactéries de la flore commensale par
les antibiotiques : la souche résistante pourra se multiplier en cas d’antibiothérapie active
sur les autres micro-organismes composant la flore digestive. L’accroissement de
I’inoculum de cette souche BLSE au sein de la flore digestive va accroitre le risque de
dissémination a I’entourage, et probablement accroitre le risque d’infection a EBLSE chez

la personne porteuse [4].

Prévention de I'émergence et de la transmission des

EBLSE

En France, des recommandations nationales ont été émises par la Société Francaises d’Hygiene
Hospitaliere (SF2H) afin de contréler la diffusion de ces bactéries multi-résistantes (BMR) au
sein des services de réanimation [16]. Les principales lignes de ces recommandations sont les

suivantes :

e Interruption de la transmission croisée des BMR entre les patients, par I’application de :
o Précautions standards (PS) : elles sont centrées sur I’hygiene des mains avant et

apres contact avec chaque patient ou son environnement par friction des mains avec



une solution hydro alcoolique (SHA). Les ongles doivent étre courts, sans vernis et
les mains libres de tout bijou. Le port de gants est nécessaire lors de contact avec
tous liquides biologiques, muqueuse, plaie... La tenue adéquate doit étre a manches
courtes et protégee lors de soins souillants par un tablier.

0 Précautions complémentaires dites «contact» (PCC) : celles-ci reposent
notamment sur I’isolement de tout patient infecté ou porteur d’une EBLSE. Leur
application nécessite donc en théorie, une chambre simple, le regroupement des
patients dans un méme secteur, un équipement médical et une équipe paramédicale
dédiés, une signalisation sur la porte de la chambre du patient du portage d’EBLSE,
une hygiene des mains renforcée, et enfin le port de surblouse en entrant dans la
chambre, et de gants au contact du sang et/ou fluides corporels.

e Dépistage du portage des EBLSE, lors de I’admission d’un patient et au cours de son séjour
selon une peériodicité variable en fonction des services de réanimation

e Formation du personnel hospitalier aux mesures de prévention

e Limitation et contr6le de la prescription des antibiotiques (indication, adaptation, durée de
traitement, ...)

e Surveillances épidémiologiques nationale et locale, avec évaluation des mesures mises en

place

L’évolution rapide et la complexité de I’épidémiologie des EBLSE sont a I’origine de mesures
de contrdle parfois discutées. La contribution de chacun de ces facteurs pour la prévention de
I’acquisition d’EBLSE est mal comprise, notamment concernant I’emploi de PCC, qui imposent

I”isolement du patient en chambre seule [17].
Objectif de I’étude

Larchitecture de notre réanimation, en chambre double ne nous permet pas I’application stricto
sensu des mesures de PCC quand un patient est détecté porteur d’EBLSE, aucun patient dépisté

porteur ou infecté a EBLSE n’étant placé en chambre simple.

L’objectif de notre étude est donc d’évaluer I’impact de I’hospitalisation en chambre double sur

I’acquisition des EBLSE et notamment sur le risque de transmission croisée.



Matériel et Méthode

Type d’étude

Il s’agit d’une étude monocentrique, observationnelle et prospective, menée dans le service de
réanimation médico-chirurgicale de I’hépital Ambroise Paré, situé a Boulogne-Billancourt, en
France. Le service est composeé de 12 lits, répartis sur 6 chambres doubles, elles mémes séparées

en 3 unités de 2 chambres doubles (unités « rose », « bleue » et « parme »).

Population de I’étude et définition

Les critéres d’inclusion étaient :
e Patient majeur

e Patient pris en charge par au moins deux équipes paramédicales (équipe de jour de 7h a
19h et équipe de nuit de 19h a 7h) quelque soit la durée de la prise en charge par chacune
d’elle

Recueil standardisé des données

Les données collectées étaient constituées des principales caractéristiques présentées par les
patients a I’admission : I’age, le sexe, le SAPS 11, la présence d’une hospitalisation et/ou d’une
exposition a des antibiotiques et/ou d’un voyage a I’étranger dans les 3 mois précédents

I’admission, ainsi que le transfert d’une autre institution ou service hospitalier.

Les informations relatives a I’hospitalisation étaient aussi recueillies : la mise ou non sous
ventilation mécanique (VM), la durée de la VM, la durée du séjour en réanimation, la
prescription et le type d’antibiotique, la durée des antibiothérapies, la mise en place de cathéters
veineux central ou arteriel, les dialyses et le devenir des patients (décés ou transfert dans un

service en post-réanimation).
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Mesures de prévention des EBLSE adoptées par le

service

Un dépistage de la colonisation a EBLSE était réalisé a I’aide d’écouvillons rectaux, pratiques
a I’admission du patient en réanimation, puis de fagon hebdomadaire, tous les lundis jusqu’a la

sortie du service.

Les PS suivaient les recommandations nationales de la SF2H. Elles consistaient donc dans le
lavement approprié des mains avec une SHA, le port de tenue vestimentaire adaptée : tenue de
réanimation, a manches courtes, a usage journalier, I’absence de bijou, le port d’un tablier et de

gants lors des soins exposant au contact avec des liquides biologiques.

Les PCC étaient appliquées pour les patients connus comme porteur de BMR, tels que le
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM), les EBLSE et les bacilles Gram
négatifs (BGN) non fermentants résistants a de nombreux antibiotiques. Elles répondaient 1a
encore aux recommandations nationales, hormis sur I’isolement en chambre simple,

techniquement non réalisable dans notre réanimation sans fermer de lit.

A cause de cette organisation particuliere du service en chambre double, il avait été décidé de
facon arbitraire avec I’équipe opérationnelle d’hygiene hospitaliére que les patients transférés
d’un autre service ou d’une autre institution ainsi que les patients de plus de 65 ans devaient
bénéficier d’un isolement dit « préventif » consistant en la mise en ceuvre de PCC. Ces mesures

préventives étaient levées quand le premier écouvillon rectal ne montrait aucune BMR.

Détection microbiologique des EBLSE

Les écouvillons rectaux étaient ensemencés sur un milieu Drigalski (Biomérieux ®) (témoin
de la richesse du prélévement) et sur un milieu sélectif Chrom ID ™ « ESBL » (acronyme
anglo-saxon pour extended spectrum beta lactamase) a la recherche d’EBLSE (milieu
contenant des concentrations subinhibitrices d’une C3G). Les boites étaient incubées 48 heures

a 35°C, puis une lecture des boites a 24 et 48 heures de culture étaient réalisees.
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Toute colonie d’entérobactéries capable de croitre sur ce dernier milieu faisait I’objet d’un
antibiogramme. Cet antibiogramme permettait de confirmer le caractere BLSE par
I’observation d’une diminution de sensibilité a au moins une C3G, associée a une image de
synergie entre une C3G et un inhibiteur de B-lactamase (IBL) avec une image dite en « bouchon

de champagne ».

Caractérisation moléculaire des EBLSE

Les souches EBLSE précédemment identifiées sont conservées en gélose profonde au
laboratoire de microbiologie. Les souches sont par la suite repiquées sur gélose Drigalski. A
partir d’une culture de 18 heures, une extraction de I’ADN bactérien est réalisée par choc
thermique. Pour caractériser le gene codant la BLSE (bla, beta-lactamase), ces extraits ont fait
I’objet d’une analyse par PCR au secteur de biologie moléculaire du laboratoire de biochimie.

Dans un premier temps, deux réactions de PCR ont été réalisées sur I’ensemble des extraits :
une premiere avec un couple d’amorces spécifiques aux bla type CTX-M du groupe 1
(principalement CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-15) et une seconde avec un couple d’amorces
spéecifiques aux enzymes CTX-M du groupe 9 (principalement CTX-M-9, CTX-M-14, CTX-

M-27) [18]. Les séquences des amorces utilisées sont présentées dans le Tableau 1.

Geénes cibles PCR Amorces

bla ctx-m du groupe 1 5'-GGT TAA AAA ATC ACT GCG TC-3’

5-TTG GTG ACG ATT TTA GCC GC-3

bla ctx-m du groupe 9 5-ATG GTG ACA AAG AGA GTG CA-3’

5'-CCC TTC GGC GAT GAT TCT C-3'

Tableau 1- Séquences d’amorces utilisées pour détecter les genes bla ctx-m

Dans un deuxiéme temps, un séquencage du gene bla des souches identifiées comme étant

impliquées dans une transmission croisée potentielle a été réalisé : apres purification, les
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produits de PCR ont été séquencés en utilisant le kit BigDye Terminator Cycle Sequencing. Les

séquences ont été réalisées a I’aide du séquenceur capillaire ABI PRISM 3130 (Applied

Biosystems) par la méthode Sanger. Les comparaisons avec les séquences connues ont été

effectuées avec le programme BLAST du National Center for Biotechnology Information.

Criteres de jugement

Afin de décrire I’épidémiologie des EBLSE dans notre service et de caractériser les éventuelles

transmissions croisées, nous avons déterminé des définitions clefs :

Le portage d’EBLSE était défini comme « importé » quand le premier échantillon réalisé a
I’admission était positif & EBLSE, nous permettant ainsi de définir la prévalence de

colonisation a I’admission en réanimation.

Le portage d’EBLSE était défini comme « acquis » en réanimation quand le prélévement
effectué a I’admission était négatif et que le premier écouvillon rectal positif a EBLSE était
prélevé a plus de 48 heures de I’admission, nous permettant ainsi de définir I’incidence de

I’acquisition en réanimation.
L’infection & EBLSE était établie quand les 3 critéres suivants étaient réunis :

o Critéres cliniques et biologiques, signes de sepsis, définis selon la Surviving Sepsis

Campaign [19]

0 Présence d’un ou plusieurs prélevements bactériologiques positifs a EBLSE en

culture (urinaire, pulmonaire, hémocultures, écouvillons de Iésions cutanées...)
0 Prescription d’antibiotique contre I’agent causal

Le taux d’infection 8 EBLSE était calculé parmi les patients colonisés a I’admission et parmi
les patients ayant acquis une EBLSE au cours de leur séjour en réanimation.

La transmission croisée était définie comme « hautement probable » quand les souches
isolées chez deux patients avaient le méme géne de résistance identifié par PCR et codant
donc pour une méme BLSE. De plus, les deux patients devaient avoir séjourné en

réanimation sur une période commune.
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Analyse statistique

Les variables catégorielles ou qualitatives étaient décrites comme n (%) et comparées par un
test du Chi2 de Pearson ou un test exact de Fisher, comme approprié. Les variables continues
étaient décrites comme une médiane (interquartile) et comparées en utilisant un test de Mann
Whitney.
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Résultats

Caractéristiques de la population

Du ler juin 2014 au 30 avril 2015, cing cent cinquante patients ont été admis dans le service.
Cinquante deux patients n’ont pas été inclus car ils avaient été pris en charge par une seule
équipe paramédicale au cours de leur sejour. Dix neuf patients ont été exclus car ils étaient
admis uniquement pour la réalisation d’une séance de dialyse qui prend place dans un lieu
spécifique de la réanimation, différent des chambres doubles. Quatre cent soixante dix neuf
patients remplissaient les criteres d’inclusion mais neuf ont été exclus car ils n’avaient pas eu
de prélevement rectal a I’admission. Le diagramme de flux, résumant I’inclusion des patients

est présenté dans la Figure 1.

- Age > 18 ans
i - Hospitalisation dans 'unité de
| réanimation

| - Prise en charge par au moins 5 o . .
| deux dquipes . | 950 patients hospitalisés en Réanimation

------------------------------ | du 01/06/2014 au 30/04/2015

- 52 patients hospitalisés pendant
moins de 12h (une seule équipe)
- 189 patients hospitalisés —]
pour EER sur lit de dialyse

- 9 patients avec les critéres d’inclusion
n'ont pas eu de prélévement

= v
o

470 patients inclus dans I'étude

*EER : Epuration Extra Rénale

Figure 1 — Diagramme de répartition des patients

Dans la population sélectionnée (n=470), I’age médian était de 66 ans [54 - 77] et la majorité
des patients était de sexe masculin (60,2%). L’I1GS Il médian était de 46 [32 - 62]. La plupart
des patients étaient transférés depuis un autre service (50,9%) et étaient admis pour raisons
médicales (76,8%) ou en post-opératoire de chirurgie majeure (23,2%). Les patients ventilés
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mécaniquement pendant leur séjour en réanimation, étaient au nombre de 283 (60,2%). La durée
médiane d’hospitalisation était de 4 jours [2 - 8] et la durée médiane de ventilation mécanique
était de 2 jours [0 - 5]. Les principales caractéristiques de la population sont listées dans le
Tableau 2.

Ensemble des

Sans acquisition

Avec acquisition

Variables patients EBLSE EBLSE

n=470 n=459 n=10
Age (années) 66.0 [54.0, 77.0] 66.0[54.0, 77.0] 82.0 [64.0, 82.0] 0.116
Genre masculin 283 (60.2) 275 (59.9) 8(72.7) 0.538
IGS I 46.0 [32.0,62.0] 45.0[32.0, 61.0] 72.0 [49.0, 80.0] 0.006
SOFA score 7.0 [4.0,9.0] 6.0 [4.0, 9.0] 10.0[7.0, 13.0] <0.001
Défaillance cardiaque 65 (13.9) 63 (13.8) 2 (18.2) 0.655
AOMI 60 (12.8) 57 (12.4) 3(27.3) 0.155
Diabete 110 (23.5) 106 (23.1) 4 (36.4) 0.294
Cirrhose 21 (4.5) 20 (4.4) 1(9.1) 0.399
BPCO 69 (14.7) 67 (14.6) 2 (18.2) 0.669
Insuffisance rénale 61 (13.0) 57 (12.4) 4 (36.4) 0.042
Immuno-dépression 75 (16.0) 72 (15.7) 3(27.3) 0.394
Ventilation mécanique (VM) 283 (60.2) 272 (59.3) 11 (100.0) 0.004
Utilisation de catécholamines 224 (47.8) 213 (46.5) 11 (100.0) <0.001
Durée de VM (jours) 2.0[0.0, 5.0] 2.0[0.0, 5.0] 8.0[4.0,11.0] <0.001
Durée de séjour en
réanimation (jours) 4.0[2.0, 8.0] 4.0[2.0, 8.0] 11.0[9.0, 26.0] <0.001
Transfert depuis un autre
service 239 (50.9) 231 (50.3) 8(72.7) 0.222
Patients chirurgicaux 109 (23.2) 105 (22.9) 4 (36.4) 0.289
Hospitalisation dans les 3
mois précédents 243 (51.7) 236 (51.4) 7 (63.6) 0.547
Prise d'antibiotiques dans les
3 mois précédents 81 (17.2) 78 (17.0) 3(27.3) 0.412
Antibiothérapie lors de
I'hospitalisation en
réanimation 346 (73.6) 335(73.0) 11 (100.0) 0.075

Tableau 2 — Données démographiques

Patients colonisés a EBLSE des I’admission

La prévalence de la colonisation a EBLSE a I’admission était de 13,2% (n=61), dont 80,3% a

E. coli (n=49). Le dépistage rectal a I’admission s’est donc révélé positif pour 61 patients avec
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65 souches d’EBLSE différentes isolées chez ces patients. La mortalité n’était pas différente
entre les patients colonisés ou non a EBLSE a I’admission.

Patients ayant acquis une EBSLE

Deux cent cinquante deux patients ont eu au moins deux prélevements rectaux a la recherche
d’EBLSE. L’incidence d’acquisition d’EBLSE parmi ces patients monitorés par au moins deux
écouvillons rectaux était de 4% (n=10), principalement avec E. coli (41,6%) suivi par K.
pneumoniae (16,6%) et E. cloacae (16,6%). 10 patients ont donc acquis au moins une EBLSE

avec 12 souches différentes authentifiées.

Pour les patients ayant acquis une EBLSE, on remarque que leur score de gravité tel que I’IGS
Il et le SOFA score sont plus élevés comparés aux patients n’en ayant pas acquis,
respectivement 72 [49 - 80] versus 45 [32 - 61] (p = 0,006) et 10 [7 - 13] versus 6 [4 - 9] (p <
0,001). Les durées de séjour (11 versus 4 jours ; p < 0,001) et de ventilation mécanique (8 versus

2 jours ; p < 0,001) étaient également superieures pour les patients ayant acquis une EBLSE.

La durée moyenne de sejour avant I’occurrence d’une premiere acquisition d’EBLSE était de

7,8 jours.

La mortalité n’était pas non plus différente entre les patients ayant acquis une EBLSE pendant

leur séjour en réanimation comparée a ceux qui n’en n’avaient pas acquise.

Patients infectés a EBLSE

Sur les 61 patients colonisés a I’admission, 7 (11,5%) ont développé une infection a EBLSE (3
pneumonies, 2 infections des voies urinaires, 1 pancréatite aigtie surinfectée et 1 infection sur

protheése vasculaire).

Parmi les 10 patients ayant acquis une EBLSE, seul 1 patient a développé une infection a
EBLSE (pneumonie).

Parmi les porteurs d’EBLSE (importée ou acquise), I’incidence de I’infection était de 11% (8
patients sur 71), soit une incidence d’infection a EBLSE de 1,7% (8 patients sur 470) sur

I’ensemble de la population.
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Les especes d’EBLSE isolées

Parmi les 71 patients définis comme porteurs d’EBLSE, 80 souches d’EBLSE ont pu étre
isolées et identifiées au laboratoire. 1l s’agissait d’E. coli dans 73,7% des cas. La deuxieme

espece la plus fréguemment isolée était K. pneumoniae (15 %). Les autres espéces étaient

minoritaires (12,5 %). Les différentes especes isolées sont résumées dans le Tableau 3.

Patients colonisés a I'admission Patients ayant acquis une EBLSE
Colonisations a I’admission n=61 Acquisitions n=10
Dépistage rectal (13,2%) Dépistage rectal (4%)
E. coli 49 E. coli 3
K. pneumoniae 6 E. cloacae 2
E. coli et K. pneumoniae 3 K. pneumoniae 1
P. vulgaris 1 P. mirabilis 1
C. koseri 1 C. braakii 1
E. coli et E. cloacae 1 E. coli et C. koseri 1
E.coli et K. pneumoniae 1
Infections n=7 Infections n=1
(11.5%)
E. coli 4 C. koseri 1
K. pneumoniae 1
E. cloacae 1
E. coli et K. pneumoniae 1

Tableau 3 - Espéces d’EBLSE identifiées chez les patients

Caractérisation des BLSE

Dans notre population, la BLSE la plus fréquemment identifiée par biologie moléculaire est de
type CTX-M, dont 62,5% des BLSE appartenaient aux CTX-M du groupe 1 et 21,2% aux CTX-
M du groupe 9. Seuls 16,2 % appartenaient a d’autres groupes plus minoritaires de CTX-M ou
étaient de type SHV ou TEM Tableau 4. Une illustration d’une migration électrophoretique
des produits de PCR permettant de typer I’enzyme de résistance en CTX-M du groupe 1, 9 ou
autre, est présentée dans la Figure 2.
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Nombres de CTX-M du CTX-M du Autres CTX-M ou TEM

souches groupe 1 groupe 9 ou SHV
E. coli 59 34 17 8
K. pneumoniae 12 10 0 2
Autres 9 6 0 3
(P. mirabilis, C.
braakii, E.
cloacae...)

Tableau 4 — Typage par biologie moléculaire de I’ensemble des souches

Figure 2 — Extrait de migration par électrophorése sur gel d'agarose des produits de
PCR (amorces des CTX-M du groupe 1) de 14 souches d'EBLSE

Analyse de la transmission croisée

Parmi les 10 patients ayant acquis une EBLSE en réanimation, nous avons cherché a savoir si

certains I’avaient acquise par le biais d’une transmission croisée.

Pour cela, nous avons défini nos 10 patients ayant acquis une EBLSE comme les patients
« potentiellement cas ». Nous avons recherche et défini comme patients « potentiellement
source » les patients déja connus comme porteurs d’EBLSE et hospitalisés en réanimation, sur
la méme période.

Afin de mieux appréhender I’impact de notre architecture en chambre double, sur le risque de
transmission croisée, nous avons également répertorié si les patients partagés ou non la méme

unité ou la méme chambre. La Figure 3 résume ainsi la chronologie de leurs hospitalisations.
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Pour 1 patient « potentiellement cas », aucun patient potentiellement source n’a été identifié.
Pour les 9 autres, 1 a 3 patients « potentiellement source » ont été identifiés. Parmi ces 9 patients
« potentiellement cas », 4 avaient acquis des souches qui différaient de celles de leurs patients
« potentiellement source » en termes d’antibiogramme et d’appartenance au groupe 1 ou 9 des
CTX-M, nous avons donc pu exclure la transmission croisée. Pour les 5 patients restants, nous
avons poursuivi I’analyse moléculaire par séquencage de leur gene de résistance CTX-M. Ceci
concernait 12 souches d’EBLSE de patients « cas » OU « SOUrces ».

L analyse par séquengage nous a permis d’écarter 3 cas de transmission sur 5 potentiels. Les 2
autres cas restent « hautement probables » car les souches concernées étaient toutes porteuses
du méme CTX-M soit le CTX-M-1. Cette transmission « hautement probable » concerne les
patients cas 9 et 10 qui auraient, au vu de I’ensemble des données clinico-biologiques, acquis
la BLSE du patient source 11.

Cette concordance entre les génes BLSE et les périodes d’hospitalisations vont dans le sens
d’une transmission croisée de plasmide. Cette transmission croisée qualifiée de « hautement
probable » est représentée dans la Figure 4. Le patient défini comme source, a eu une durée
d’hospitalisation courte de 2 jours et était porteur d’un E. coli CTX-M-1. Les patients cas ont
acquis pour I’'un, un E. cloacae CTX-M-1 et pour I’autre un E. coli CTX-M-1. Nous constatons
que le patient source était dans la méme unité qu’un des deux patients cas, I’autre étant dans

une unite différente, mais aucun des patients n’étaient dans la méme chambre.

Patients

Légende

. Source . Durée de séjour du patient source . Dépistage de I"EBLSE du patient source
Cas Durée de séjour du patient cas se trouvant dans la méme unité Date d'acquisition de I'EBLSE par le patient cas se trouvant dans [a méme unité

Durée de séjour du patient cas se trouvant dans une unité différente Date d'acquisition de I'EBLSE par le patient cas se trouvant dans une unité différente

Figure 4 — Cas de transmission croisée
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Discussion

Dans notre service de réanimation, la prévalence du portage d’EBLSE a I’admission était de
13,2% majoritairement a E. coli (80,3%). Le portage d’EBLSE a I’admission était comparable
a ceux rapportés par d’autres réanimations francaises. Razazi et al. ont recensé un taux de
colonisation a I’admission de 15%, dont 62% d’E. coli et 18% de K. pneumoniae [20] [21].
Grohs et al. ont décrit a I’admission un taux de portage de 14,1%. E. coli et K. pneumoniae
étaient également les bactéries les plus recensées [22]. Plus récemment, Alves et al. ont rapporté
dans leur service de réanimation francais un taux de colonisation a I’admission plus faible, de
seulement 8% [23].

Malgré I’architecture en chambre double, I’incidence de I’acquisition d’EBLSE est de 4 %
majoritairement la encore a E. coli (41,6%). Un taux comparable a ceux rapportes par Grohs et
al. (3,3%) [22], Alves et al. (6,5%) [23], et Razazi et al. (6%). Dans cette derniére étude, il
augmentait avec I’allongement de la durée de séjour a 9% pour des hospitalisations supérieures
a 3 jours et a 13% apres 9 jours d’hospitalisation. L’épidémiologie des EBLSE acquises était
différente dans cette étude puisque les auteurs retrouvaient majoritairement E. cloacae (46%),
K. pneumoniae (36%) alors que E. coli ne représentait que 7% des acquisitions [20], ce qui

suggere une différence entre les populations d’étude.

Dans notre étude, I’infection a EBLSE est un événement rare. Parmi les patients colonisés a
EBLSE, 11% ont eté victimes d’une infection et I’incidence d’infection 8 EBLSE était de 1,7%
dans la population générale. Nos résultats sont en accord avec Barbier et al. qui décrivent un
taux d’infection de 16,4% parmi les patients colonisés a EBLSE [13]. Razazi et al. rapportent
quant a eux, un taux d’infections nosocomiales dues a des EBLSE de 6,5% [20]. La encore le
risque d’infection a EBLSE augmentait avec la durée de séjour. La durée de séjour moyenne
avant I’occurrence d’une infection a EBLSE était de 10 jours [20]. Chez les porteurs, les
EBLSE étaient responsables de 10% du premier épisode et de 27% du second épisode
infectieux. Tous les patients ayant acquis une infection causée par des EBLSE avaient un

portage rectal avec la méme espéce [20].
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Notre étude moléculaire ne nous a pas permis d’identifier I’ensemble des génes BLSE de notre
population. Cependant nous avons pu définir que la grande majorité était des CTX-M du groupe
1 (62,5%) donc des CTX-M-1, 3 ou 15. Les CTX-M du groupe 9 (CTX-M 9, 14 ou 27)
représentaient 21,2% des BLSE. Les autres BLSE, autres CTX-M ou TEM ou SHV, sont donc
minoritaires (16,2%). E. coli porteuse d’une CTX-M du groupe 1 était I’espece la plus fréquente
(45,2%), suivie par E. coli porteuse d’une CTX-M du groupe 9 (21,2%), et enfin K. pneumoniae
porteur d’une CTX-M du groupe 1 (12,5%). En France, une étude hospitaliére unicentrique
menée entre 2006 et 2009, a montré qu’E. coli représentait 79,2% des souches EBLSE isolées
et K. pneumoniae 11,2% [24]. Une repartition épidémiologique de leurs especes bactériennes
similaire a la notre. L’analyse microbiologique retrouvait également une majorité de CTX-M
(84,9%) dont CTX-M-14 (31,7%), CTX-M-15 (28,5%) et CTX-M-1 (23,5%). Les enzymes de
type TEM et SHV étaient minoritaires. Les trois EBLSE les plus répandues étaient dans I’ordre :
E. coli et K. pneumoniae productrices de CTX-M-15 (37,8%), E.coli CTX-M-14 (13,3%) et
enfin E.coli CTX-M-1 (11,1%) [24]. Plus récemment, entre 2011 & 2012, mais en Allemagne,
les patients colonisés &8 EBLSE étaient porteurs de CTX-M-1 (44%), puis de CTX-M-15 (28%),
et enfin de CTX-M-14 (13%) [25]. Les CTX-M sont donc bien les BLSE les plus répandues, a
I’heure actuelle, avec une prédominance des CTX-M du groupe 1, notamment CTX-M-15 et
CTX-M-1. Les CTX-M du groupe 9 sont également bien représentées, notamment par CTX-
M-14. Des résultats concordant sont retrouvés dans I’épidémiologie de notre service.

L analyse par biologie moléculaire nous a permis d’authentifier, sur notre période d’étude de
11 mois, la transmission croisée d’un seul plasmide d’un patient source vers deux patients cas.
Aucun de ces patients ne partageait la méme chambre. Le plasmide était porteur d’un géne de
résistance de type CTX-M-1. La souche responsable de la transmission était un E. coli et les
souches concernées par I’acquisition du plasmide étaient un E. coli et un E. cloacae. Nous
n’avons pas pu démontrer une transmission de souche entre I’E. coli du patient source et celui
de I’'un des deux patients cas du fait de I’absence d’analyse par rep-PCR (analyse de I’ADN
chromosomique de I’EBLSE). Alves et al. ont également recherché des cas de transmissions
croisées sur leurs 19 patients identifiés comme ayant acquis une EBLSE. Ils ont quant a eux
effectué une analyse bio-moléculaire multimodale, par rep-PCR et par PCR du géne BLSE. Une

seule transmission croisée de la souche K. pneumoniae CTX-M-15 a alors été identifiée [23].
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Tschudin Sutter et al. ont exposé une problématique similaire a la ndtre, en recherchant le taux
de transmission croisée d’EBLSE entre des patients ayant partagé la méme chambre. Leur taux
d’acquisition d’une EBLSE était de 5,3% (soit n=7) [26]. Leur analyse génétique des EBLSE,
ne reposait pas sur une PCR mais sur de la pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Ce qui leur
a permis I’identification de 2 souches (un E. coli et un K. pneumoniae) parfaitement identiques
entre les patients sources et les patients cas, et confirmant donc une transmission croisée que
dans 2 cas sur 7 acquisitions [26]. Grace a I’analyse biomoléculaire par PFGE, Harris et al. ont
démontré une différence dans le risque de transmission croisée en fonction de I’espece
d’EBLSE. Dans leur étude réalisée, sur 3 ans, dans un service de réanimation, composé de
chambres simples, 13% des patients ayant acquis un E. coli BLSE I’avait eu par transmission
croisée. L’acquisition par transmission croisee atteignait 52% pour K. pneumoniae [27] [28].
Ces études montrent bien que le risque d’acquisition par transmission croisee, dans

I’épidémiologie actuelle dominée par E. coli BLSE, est faible.

Aucune transmission croisée n’a été notifiée entre deux patients partageant une méme chambre
double. La contribution de I’environnement et des chambres doubles dans I’acquisition
d’EBLSE est un sujet de plus en plus débattu. En effet, il a été démontré que I’environnement
immédiat du patient peut étre colonisé par EBLSE, mais son importance dans la transmission
inter-patient n’a pas été évaluee [29] [30]. Historiquement, les études ont bien montré une
différence significative du risque relatif d’acquisition et d’infection a SARM entre la chambre
double et la chambre simple, ce qui a conduit a la mise en place des mesures d’isolement [31].
Cependant dans I’épidémiologie actuelle dominée par les E.coli BLSE, I’isolement des patients
colonisés ne semble pas diminuer I’incidence des EBLSE [32], [33]. En 2012, Razazi et al. ont
méme supprimé I’isolement pour les patients colonisés a EBLSE dans leur réanimation
composée de chambres doubles et simples [20]. Ce qui suggere que le port de gants et une
hygiene renforcée des mains semblent prévaloir a I’isolement en chambre simple pour réduire
I’importance de I’acquisition des EBLSE en diminuant la transmission manu-portée des germes
[34] . Une récente méta analyse va dans ce sens et montre que les deux mesures les plus
performantes pour limiter la diffusion de K. pneumoniae BLSE sont le lavage des mains
(46,5%) et le contrble de la consommation d’antibiotiques (33,8%) [35]. Enfin, la
consommation d’antibiotique raisonnée et adaptée semble donc bien étre un eélément clef dans

le contr6le de I’émergence des EBLSE [36].
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Notre étude présente certaines limites. Notre étude est monocentrique et ses résultats ne peuvent
pas étre géneralisés a un autre service de réanimation. D’autant plus, qu’en comparant notre
population a celle de REA RAISIN 2014 (incluant 212 services de réanimation francais, soit
2500 lits et 34 226 patients) notre durée moyenne de séjour était plus courte (7,1 £ 8,7 jours
versus 11,2 £ 15,1 jours) ainsi que notre durée de VM (4,3 £ 8 jours versus 9,9 £ 14 jours) [37].
Cependant nous avons observé, dans notre étude, que les patients ayant acquis une EBLSE
avaient une durée de séjour et de VM plus longues. Nous pouvons donc supposer que dans ces
services de réanimation, les taux d’acquisition et de transmission seraient supérieurs aux notres.
Néanmoins, le but de cette étude était d’étudier I’impact d’une architecture particuliere et

inhabituelle sur I’épidémiologie des EBLSE.

Dans notre analyse par biologie moléculaire, nous n’avons pas pu séquencer les genes de
I’ensemble des souches d’EBLSE isolées. Une analyse qui sera réalisée prochainement pour

permettre une étude plus précise de I’épidémiologie de notre service.

Notre interprétation de la transmission croisée repose sur le sequencage par PCR du géne BLSE,
responsable de la résistance. Il aurait été intéressant d’y ajouter une rep-PCR afin de déterminer
s’il y a eu, non seulement transmission de plasmide porteur du géne BLSE, mais aussi une
transmission de souche d’EBLSE entre les patients. Une autre methode, que la PCR permet un
typage moléculaire, il s’agit de la PFGE. La PFGE est reconnue comme le gold standard pour
le typage moléculaire en particulier pour mettre en évidence une transmission croisée. Mais

c’est une méthode chronophage et codteuse dont nous ne disposons pas dans notre hopital [38].

Nous ne pouvons pas affirmer la transmission de la BLSE CTX-M-1. Nous ne pouvons pas non
plus exclure que cette BLSE était déja présente dans le microbiote des patients cas. Cependant
a la vue des éléments dont nous disposons nous pouvons la juger comme « hautement

probable ».

Le personnel paramédical joue donc un réle majeur dans la transmission croisée par le biais du

manu-portage de germe. Un des axes de travail pourrait reposer sur le dépistage de ce manu-
portage. Cependant ce type d’étude n’est que rarement réaliseé car cela pose des problemes
logistiques et éthiques.

L’ environnement peut également intervenir dans la transmission inter-patient, que nous n’avons

pas évalué dans notre étude.
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La consommation d’antibiotique est également responsable de I’émergence et de la diffusion
des EBLSE. Nous n’avons pas assez de données pour faire une analyse fine de notre
consommation d’antibiotiques et de son impact sur I’acquisition et la sélection d’EBLSE chez
les patients. Cependant notre consommation d’antibiotique semble étre plus faible que les
données déja publiées. Notre consommation globale d’antibiotiques, exprimée en dose définie
journaliere (DDJ), était de 675 DDJ pour 1000 journées d’hospitalisation (JH) alors que certains

auteurs rapportent une consommation excedant 1300 DDJ pour 1000 JH en réanimation [21].
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Conclusion

Dans notre service de réanimation, La prévalence de colonisation a EBLSE a I’admission était

de 13,2%. Ce taux de portage a I’admission etait comparable aux autres réanimations francaises.

Malgré I’architecture en chambre double, I’incidence de I’acquisition d’EBLSE était faible,
seulement de 4,3%. Nous avons constaté que les patients ayant acquis une EBLSE avaient des
scores de gravité plus élevés ainsi qu’une durée de séjour et de ventilation mécanique

prolongée.

Que le portage soit importé, ou acquis en réanimation, I’lEBLSE la plus fréquemment isolée
était E. coli porteuse d’une CTX-M du groupe 1 (45,2%), suivie par E. coli porteuse d’une
CTX-M du groupe 2 (21,2%) et enfin K. pneumoniae porteuse d’une CTX-M du groupe 1
(12,5%).

Une seule transmission croisée de BLSE a été identifiée, concernant une CTX-M-1. Les deux
patients définis comme cas avaient des scores de gravité tres élevés. Ceci se traduit par une
charge en soins importante, responsable d’une charge de travail supérieure pour le personnel
soignant et peut donc conduire a un risque de transmission croisée plus élevé par moindre
respect des PS et PCC. De plus, aucun des patients concernés par cette transmission croisée, ne

partageait la méme chambre.

Ainsi, la chambre double semble avoir un impact moindre dans I’acquisition et la transmission

croisée des EBLSE, dans I’épidémiologie actuelle dominée par E. coli BLSE.

Le respect des simples mesures d’hygiene, par lavage des mains des soignants avec des
solutions hydro-alcooliques et par le port de gant, reste donc la primordiale et cruciale mesure

de prévention dans la lutte contre la transmission croisée d’EBLSE.
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En réanimation, I’hospitalisation en chambre double a-t-elle un impact sur I’épidémiologie des
enterobactéries productrices de 3 -lactamases a spectre étendu ?

Introduction: Les entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu (EBLSE), sont
responsables d’un allongement de la durée de séjour et d’une morbi-mortalité accrue en réanimation.
Notre objectif était d’étudier I"impact de I’hospitalisation en chambre double, sur le risque de
transmission croisée a EBLSE.

Matériel et Méthode: Cette étude observationnelle et prospective a été menée dans la réanimation de
I’hdpital Ambroise Paré, Boulogne-Billancourt, France. Les 12 lits du service sont répartis sur 6
chambres doubles, et séparées en 3 unités. Les patients inclus étaient majeurs et avaient une durée de
sejour compatible avec une prise en charge par au moins deux équipes paramédicales. La colonisation
et/ou I’acquisition d’EBLSE étaient monitorées par écouvillons rectaux a I’admission, puis une fois
par semaine. Chague souche d’EBLSE était identifiée et son enzyme séquencée par PCR.

Résultats: De juin 2014 a avril 2015, 550 patients ont eté admis, parmi lesquels 470 répondaient aux
criteres d’inclusion. Les taux de colonisation a I’admission et d’acquisition étaient de 13,2% et de
4,3% respectivement. Escherichia coli porteuse d’une CTX-M du groupe 1 était ’EBLSE la plus
fréquente (45,2%). Une seule transmission croisée de BLSE de type CTX-M-1 a été observée entre
des patients ne partageant pas la méme chambre.

Conclusion: Nos résultats remettent en question I’intérét de I’isolement en chambre seule, et mettent
en avant I’importance cruciale du lavement des mains avec des solutions hydro-alcooliques et du port
de gant dans la prévention de la transmission croisée des EBLSE.

Mots clé : Entérobactéries productrices de béta-lactamase a spectre étendu (EBLSE), Béta-lactamase
a spectre étendu (BLSE), Transmission croisée, Prévention, Réanimation

Epidemiological impact of twin-room intensive care unit on extended-spectrum beta-
lactamase-producing Enterobacteriaceae carriage

Introduction: Extended-spectrum beta-lactamase-producing enterobacteriaceae (ESBL-PE), are
responsible for longer length of stay and poorer outcomes in intensive care unit (ICU). Our objective
was to study whether the absence of geographic isolation could be responsible for increased
transmission rates of ESBL-PE among ICU patients.

Material and methods: This observational study was prospectively conducted in the 12-bed ICU of
Ambroise Paré hospital, Boulogne-Billancourt, France, a tertiary ICU organized as a six twin
bedrooms divided in three units. The study was limited to consecutive adult patients admitted to ICU
during a period that included two distinct nursing shifts. Microbiological colonization and/or
acquisition of ESBL-PE were monitored by rectal swabs collected at admission and once weekly.
Each strain of ESBL-PE was then identified and the enzyme type sequenced by PCR.

Results: From june 2014 to april 2015, 550 patients were admitted to the ICU, among which 470 met
the inclusion criteria. The rate of ESBL colonization at admission and ESBL acquisition were 13.2%
and 4.3%, respectively. Escherichia coli CTX-M group 1 was the most frequently observed bacteria
(45,2%). A single cross- type transmission of ESBL CTX-M-1 was observed between patients who
do not share the same room.

Conclusion: Our results question whether the strict isolation in single bed rooms plays a major role
for the prevention of ESBL transmission in ICU. They rather put forward the crucial role of hand
washing with hydro-alcoholic solutions and of the gown for the prevention of ESBL-PE transmission.

Keywords: Extended-spectrum beta-lactamase-producing enterobacteriaceae (ESBL-PE), Extended-
spectrum beta-lactamase (ESBL), Cross-type transmission, Prevention, Intensive care unit (ICU)
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