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INTRODUCTION



L'histoire entre I'homme et la sangsue est faite de peur, de dégolit mais aussi de
curiosité. La sangsue a fait son apparition a 1I’époque de I’Egypte Antique et son utilisation a
persisté au cours des ages. La popularité de 1'annélide a varié a travers les siécles en fonction

des convictions de la hiérarchie médicale (1).

Pour des raisons inexplicables, la sangsue est devenue tres a la mode au XIXeme siecle. C’est
la France qui en était alors le plus gros consommateur, notamment sous l’impulsion de
Broussais, chirurgien des armées napoléoniennes. Les médecins abusaient de son utilisation
pour traiter tout et n’importe quoi. De véritables fermes d’¢levage virent ainsi le jour,
notamment dans les milieux marécageux du sud de la France ou les sangsues étaient déja
présentes a 1’état sauvage : elles se nourrissaient lors du passage des animaux (bétail,
chevaux) et s’y reproduisaient naturellement. Puis leur utilisation déclina avant de tomber en

désuétude au début du XXeéme siecle avec les progres de la médecine conventionnelle (2).

Depuis les années 80 et 90, les propriétés de 1’hirudothérapie ont €té mises en
évidence et son utilisation est réapparue, parallelement au développement des lambeaux libres
et pédiculés en chirurgie plastique et des réimplantations de phalanges, avec cette fois comme

indication principale la congestion veineuse des lambeaux (3).

Les bienfaits de la sangsue n’ont été reconnus que trés récemment et en 2004, la Food
and Drug Administration (FDA) a donné son agrément a 1’hirudothérapie comme dispositif

médical (3).

Les indications se sont multipliées et ’utilisation des sangsues a ét¢ de plus en plus
importante. Pourtant, le fonctionnement et les risques liés a I’utilisation de ces animaux

restent relativement méconnus par les services prescripteurs.

Les sangsues sont des animaux hématophages et hermaphrodites qui vivent en symbiose
obligatoire avec une bactérie : Aeromonas. Cette bactérie est présente dans le tube digestif des

sangsues et est indispensable a la digestion du sang.

Les Aeromonas sont des bacilles a Gram négatif, habituellement reconnus comme étant
responsables, principalement, de diarrhées aqueuses chez I’'Homme. Dans le cadre de
I’hirudothérapie, la présence de ces bactéries peut faire craindre des infections cutanées lors
de la morsure de I’annélide mais également, un risque d’échec de la reconstruction par

lambeaux ou de la réimplantation d’un membre, dans 70% des cas (4).



L’infection liée a I’utilisation des sangsues n’est pas le seul inconvénient. A I’heure ou la
résistance des bactéries aux antibiotiques ne cesse d’augmenter, les Aeromonas ne font pas

figure d’exception et de nombreux cas de résistance ne cessent d’apparaitre.

Actuellement, les infections liées a I’hirudothérapie et la résistance aux antibiotiques des

Aeromonas, bactérie intégrante de la flore des sangsues, sont de plus en plus rapportées.

L’objectif de ce travail de theése est de faire un état des lieux de I'utilisation des sangsues
médicinales et d’améliorer les pratiques au Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) d’Amiens-
Picardie afin de réduire le risque infectieux et I’apparition d’une résistance des bactéries

vivant en étroite symbiose avec ce petit animal.

Nous proposons pour cela dans un premier temps, une revue bibliographique actualisée sur la

sangsue médicinale et sur I’Aeromonas.

Dans un deuxiéme temps, nous décrirons un cas clinique a partir duquel ce travail a
commencé et une étude rétrospective réalisée au CHU d’ Amiens-Picardie, sur une période de

9 ans.

Dans un troisiéme temps, les bonnes pratiques de l’utilisation des sangsues (surveillance
bactériologique de 1’eau de conservation et décontamination externe) seront proposées, avec

pour objectif la réduction du risque infectieux.



GENERALITES
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A. Hirudo medicinalis : 1a sangsue médicinale

I. Présentation de la sangsue médicinale

1. Classification
Il existe plus de 700 especes de sangsues. Hirudo medicinalis est ’espece la plus
utilisée en médecine (3). Elle appartient a I’embranchement des Annélides, la classe des

Achetes, I’ordre des Gnathobdellés, la famille des Hirudineae, genre Hirudo.

2. Morphologie

La sangsue est un ver annelé, aplati dorso-ventralement, composée d’une trentaine de
segments. La taille est variable selon ’espece, la température et I’activité de la sangsue.
A une température de +4°C, la sangsue est inactive et mesure environ 3 cm de long pour 1 cm
de large. Lorsqu’elle est rétractée, elle a la forme d’une olive (Fig. 1a) et peése 1 a 2 grammes
(3). A température ambiante ou lors d’un repas sanguin, la sangsue prend 1’aspect d’un long
ruban plat et peut atteindre 12 cm de long pour 3 cm de large (Fig. 1b). Son poids peut alors

atteindre 15 grammes (5).

Hirudo medicinalis

Figure 1 : a- Sangsue au repos, b- Sangsue active (1)

Les sangsues sont des invertébrés et ne possedent pas d’endosquelette osseux, mais
sont composées, principalement, de muscles (5).
Elles sont recouvertes d'une enveloppe musculo-dermique avec un renouvellement régulier de
I’épiderme (mue) ou se trouvent des glandes unicellulaires qui jouent un réle dans la
lubrification. La respiration s’effectue grace a I’épiderme (voie transcutanée). La présence
d’extrémités nerveuses, au niveau de la couche externe de 1’épiderme, permet aux sangsues de

déceler la présence de vibrations (6).
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La téte est a ’extrémité effilée, la plus étroite (3). Deux ventouses sont retrouvées, une
a chaque extrémité du corps (Fig. 2). La ventouse antérieure ou buccale est perforée par une
bouche qui permet de réaliser la succion. La présence de chimiorécepteurs au niveau de la
ventouse buccale permet aux sangsues de repérer les odeurs et les stimuli chimiques (3, 5).
Les sangsues sont tres sensibles aux odeurs fortes comme le parfum, la sueur ou le chlore qui
les empéchent de se fixer sur leur proie (2, 5).
La ventouse postérieure est plus grande, non perforée et indispensable au déplacement de la
sangsue lorsqu’elle est sur un support (5, 7). Dans I’eau, elle se déplace grace a des

mouvements ondulatoires (5).

Figure 2 : Ventouses d’une sangsue

La bouche est munie de 3 machoires (Fig. 3a) composées de 60 a 100 paires de dents
chacune, qui servent a inciser la peau de la proie en laissant une morsure caractéristique en

forme de Y (Fig. 3b) (3).

Figure 3 : a- Bouche d’une sangsue, b- Incision caractéristique de la morsure

Les yeux, au nombre de 5 paires, sont disposés a la face supérieure de la ventouse

buccale. Chacun des dix yeux possede environ 50 photorécepteurs, et chaque ceil a un champ
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visuel distinct. Grace a ce systéme, les sangsues ont une vision sommaire des formes et
détectent les parties du corps qui sont a la lumiere et a I’obscurité. A la surface des yeux,

existent des cils, permettant a la sangsue de déceler tout mouvement (8, 9).
Les sangsues ne sont pas dotées d’organe auditif.

Le systéme nerveux est composé d'une chalne nerveuse ventrale et d’un collier
médullaire. La chalne nerveuse, avec 21 ganglions cérébroides antérieurs, s’étend de la

bouche a la ventouse postérieure. Le collier médullaire entoure le début de 1’cesophage (6).
L’appareil digestif est divisé en 4 parties (Fig. 4) :

- Le pharynx, composé de nombreuses glandes salivaires, permet la succion et la déglutition

du sang (5).

- Un cesophage court qui permet au repas de passer dans 1’estomac, grace au péristaltisme

pharyngien (6).

- L’estomac est le plus grand compartiment du tube digestif, il est extensible et a la forme
d’un tube muni de 11 caecums gastriques (6). Ces caecums permettent le stockage du repas
sanguin en quantit¢ importante pendant plusieurs mois. La digestion du repas sanguin des
sangsues est extrémement lente. L’eau et les sels issus du sang ingéré sont éliminés au niveau
des néphridies, laissant ainsi un liquide intra-luminal visqueux, composé essentiellement

d’érythrocytes et d’hémocytes (10).

- L’intestin moyen constitue la zone active de la digestion. L’intestin postérieur ou rectum se

termine par 1’anus (11).

L’appareil circulatoire comprend 4 vaisseaux sanguins : un ventral, un dorsal et deux
vaisseaux latéraux contractiles réunis par des réseaux de fins capillaires (5, 7). Les sangsues

ne sont pas dotées de cceur (7).

L’appareil urinaire est composé de 17 paires de néphridies. Chaque néphridie est

prolongée par un canal excréteur et débouche sur la vessie (5).

Les sangsues sont des animaux hermaphrodites mais n’ont pas la capacité de s’auto-
fertiliser. La reproduction est de type sexué, et les deux appareils génitaux sont indépendants

@3, 5).
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Figure 4 : Coupe longitudinale de sangsue

3. Habitat

a. Milieu de vie naturel

Les sangsues médicinales sont des parasites dulgaquicoles, vivant et se reproduisant,
essentiellement, dans des eaux douces (étangs, mares, marais, cours d’eau) (5).
Elles sont amphibies et capables de vivre hors de 1’eau, dans une atmosphere humide.
Les sangsues ont la possibilité de s’enterrer dans la vase ou dans la tourbe quand la
température est trop froide ou trop chaude. Elles supportent mal les changements brutaux de
température (5).
La température et I’acidité des eaux sont des facteurs qui peuvent limiter leur activité et leur
reproduction. La température optimale est comprise entre 20 et 25°C et le pH optimal est
neutre.

La reproduction a lieu dans I'eau au printemps ou en été. La ponte se produit un mois
environ apres la fécondation. Les sangsues quittent 1'eau pour aller pondre dans la terre

humide a proximité de la rive.

En dehors de cette période, les sangsues adultes peuvent peupler des eaux avec une

température inférieure, mais leur activité est fortement diminuée.

14



Le rendement de la fécondité est faible puisqu'une sangsue adulte ne produit qu'un ou deux
cocons par saison de reproduction. Le cocon est constitué d’une enveloppe spongieuse ou
fibreuse, de 2 a 3 cm de long et de large, contenant une dizaine d’ceufs (Fig. 5a) (5).

Au bout de 3 semaines, au minimum, les nouveau-nés perforent le cocon et vont rejoindre le
milieu aquatique ou ils poursuivent leur développement. Les sangsues nouvellement nées sont
transparentes, filiformes et mesurent quelques millimétres de long (Fig. 5b). Elles atteignent
leur taille définitive et leur maturité sexuelle vers 5 a 6 ans dans la nature (contre 2 ans au

laboratoire si elles sont bien nourries). La longévité de I'espece dépasse 15 ans (5).

Figure 5 : a- Cocon, b- Sangsue sortie d’un cocon

L’assechement des marais dii au réchauffement climatique, les pesticides et la

pollution sont responsables de la disparition des sangsues dans la nature (12).

b. Elevage

En France, le seul centre d’hirudiculture est situé a Audence, dans le bassin

d’Arcachon. La société d’exploitation, Ricarimpex®, a été fondée en 1845.

Ricarimpex® subvient non seulement aux besoins de la France, mais exporte en Allemagne et

aux Etats-Unis d’Amérique (USA) 60% de sa production.

La culture des sangsues chez Ricarimpex® est réalisée a la fois en plein air, mais, également

en laboratoire (7).
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Flevage en bassin

C’est la méthode d’¢élevage traditionnelle. Les sangsues se trouvent dans des bassins
dont la qualité de l'eau est controlée par des biologistes de la société, et se nourrissent de la
faune locale.

Les sangsues ont besoin de conditions adaptées : une végétation aquatique dense, un milieu
aquatique avec un pH proche de la neutralité, une température comprise entre 20 et 25°C, une
eau dépourvue d’engrais chimiques et de bonne qualité bactériologique (7).

Des ilots de terre plantés d’herbes aquatiques ainsi que des plages de tourbe en bordure de
bassin, ont ¢ét¢ aménagés afin que les sangsues puissent pondre. De tels bassins peuvent
accueillir plusieurs milliers d’individus mais les pertes sont grandes, puisque seulement 10%
atteignent 1’age adulte.

L’inconvénient de ces bassins est qu’ils sont soumis aux variations climatiques (température
et luminosité). Les sangsues sont récoltées a l'aide d'épuisettes puis triées au laboratoire (7).
Les sangsues trop petites sont nourries au laboratoire jusqu’a ce qu’elles atteignent un poids

commercialisable (> 1 gramme).

Elevage en laboratoire

Actuellement, I’élevage en laboratoire est le mode d’¢élevage privilégi¢. Les sangsues
y sont ¢levées en bocaux, dans I’obscurité, et séparées par classe d’age et de stade
physiologique, ce qui permet une meilleure tracabilité.
L’eau employée pour le maintien des sangsues ne doit étre ni trop calcaire, ni trop chlorée ;
I’eau du robinet ne convient pas.
L’eau la plus utilisée est une eau supplémentée en permanganate de potassium (a une faible
dose), qui permet d’¢liminer les algues, les cyanobactéries, les champignons et les vers qui se

forment sur les parois des bocaux (13).

4. Alimentation
La sangsue médicinale est une espéce hématophage. Dans le milieu naturel, elle se
nourrit préférentiellement du sang des mammifeéres. Les jeunes sangsues s’alimentent de
larves d’insectes, de petits poissons, de Gastéropodes ou encore d’Amphibiens (5). Adultes,
ces sangsues peuvent parasiter les chevaux, les beeufs ou les grenouilles. Elles sucent le sang
pendant une trentaine de minutes puis tombent d'elles-mémes. Une fois rassasiée, la sangsue

ne mord plus (14).
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La proie potentielle est identifiée par son mouvement et la production de stimuli thermiques.
Une combinaison de ces facteurs stimule le comportement d’alimentation. La sangsue mord a

une température correspondant a celle du corps humain (15).

Chez D’exploitant Ricarimpex®, le sang de volaille est le repas sanguin principal des
sangsues. Il est préféré au sang de mammiféres car le risque de transmission des infections a
I’homme est plus faible. Le sang de volaille est issu d’un abattoir certifi¢. Un contrdle

vétérinaire des volailles abattues est réalisé avec une analyse microbiologique du sang (7, 13).

Les sangsues sont nourries tous les mois jusqu’a obtention de la taille idéale pour 1’utilisation

médicinale (7, 13).

Au moment de la vente aux hdpitaux, les sangsues ont été, au préalable, a jeun depuis au
moins 3 mois. Les sangsues sont tres résistantes au jetine. Certaines peuvent tenir jusqu’a 18

mois sans manger (3).

11. De la production a ’utilisation

1. Statut réglementaire des sangsues

En France, la sangsue a pendant longtemps eu un statut qui n’était pas clairement
défini. Cependant, depuis 2013, la sangsue médicinale posséderait le statut de médicament

selon I’Agence Nationale de Sécurité du Médicament (ANSM).
En revanche, ce médicament ne dispose pas encore d'Autorisation de Mise sur le Marché

(AMM).

En Allemagne, ou I’hirudothérapie est beaucoup plus développée qu’en France, les
Especes Hirudo medicinalis, Hirudo verbana et Hirudo orientalis possedent le statut de

médicament depuis 2008 et sont soumises a I’AMM (16).

Depuis 2004, aux USA, la FDA a officiellement attribu¢ aux sangsues médicinales

commercialisées par Ricarimpex®, le statut de dispositif médical (17).

Au Royaume-Uni (UK), Medicines and Healthcare Products Regulatory Agency (MHRA) a

¢galement, conféré le statut de médicament aux sangsues (18).
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2. Commande et transport

La pharmacie de 1’hdpital envoie un fax a Ricarimpex® pour effectuer sa commande
de sangsues. Le fournisseur prépare puis expédie les sangsues dans un sac en coton humidifié,
placé dans une boite de polystyréne étanche permettant leur transport en toute sécurité (7, 13).
Des conditions optimales de fraicheur (entre 2 et 8°C) sont respectées au maximum.

La livraison est effectuée dans les 24 heures par un transporteur express. Pour I’Europe, les

délais de livraison sont de 1 a 2 jours (7, 13).

Lors de la premiére commande, une notice de conservation est jointe précisant les modalités

d’entretien et de destruction apres usage des animaux [Annexe 1].

Le prix d’achat unitaire moyen d’une sangsue est de 9,02 euros TTC (Toutes Taxes

Comprises). Le prix du transport est de 36 euros TTC.

3. Réception et conservation

Les sangsues sont réceptionnées par la pharmacie de I’hdpital. Lors de la réception, le
pharmacien vérifie que les sangsues sont bien vivantes.

Les sangsues réceptionnées sont rincées a I’eau puis déposées dans des bocaux en
verre, auxquels un numéro de lot est attribué. Ces récipients sont nettoyés a chaque nouvelle
réception de lot. Les sangsues sont conservées dans ces bocaux (Fig. 6) dans les chambres
froides de la pharmacie, a une température comprise entre 5 = 3°C (19). C’est la température
idéale de conservation. Plus la température est basse, plus la conservation sera longue. La
température de I’enceinte est suivie par des logiciels de métrologie.

Les sangsues peuvent étre conservées plusieurs mois (de 6 mois a 1 an), a I’abri de la
lumicere (19).

Le nombre de sangsues par bocal est limité afin qu’elles soient vigoureuses et bien
portantes. Un nombre trop important de sangsues provoque du stress et est néfaste a leur
activité. Dix sangsues au maximum peuvent étre maintenues dans un bocal d’une contenance
de 250 mL (19).

I1 est important que les récipients utilisés soient ventilés. Ricarimpex® recommande [Annexe
1] de couvrir le contenant a I’aide d’un tissu en coton, fermement maintenu par des €lastiques
(Fig. 6). Un couvercle contenant des perforations peut étre utilisé mais les perforations ne

doivent pas étre trop grandes afin d’éviter aux sangsues de s’échapper.
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Figure 6 : Bocal de stockage des sangsues

L’eau de source (Cristaline®) ou I’eau minérale (Volvic®) en bouteille sont les eaux qui
conviennent a la conservation des sangsues. Contrairement a 1’eau du robinet, ces eaux ne
contiennent ni additifs néfastes, ni chlore (20). L’eau distillée peut étre utilisée, mais doit étre
supplémentée (19).

Aux USA et UK, une supplémentation de ’eau stérile ou distillée par Hirudosalt™ ou
hirudoMix/gel est réalisée. Leeches United Kingdom commercialise une préparation saline :
Hirudosalt™ (0,5 g/L d’eau) qui est a additionner a I’eau distillée, afin de constituer un milieu
adéquat pour les sangsues (18). Cette préparation est composée de sels marins et de minéraux
essentiels pour équilibrer les électrolytes dans 1’eau stérile ou distillée (19).

L’eau de conservation des sangsues doit étre renouvelée régulierement. Si des sangsues sont
retrouvées mortes, le fournisseur recommande de les retirer et de multiplier la fréquence de
renouvellement de I’eau les jours suivants [Annexe 1]. Une fiche de tragabilité¢ est

recommandée.

4. Dispensation aux services cliniques

Ce sont les services de chirurgie maxillo-faciale (CMF), chirurgie plastique, chirurgie

orthopédique qui ont le plus souvent recours a I’hirudothérapie.

La prescription nominative est obligatoire et contient les mentions suivantes : nom du patient,

date, nombre de sangsues requises et signature du clinicien.

Pour faciliter la dispensation, il existe un « kit sangsue » qui comprend une petite passoire,
des pots a pommade en plastique, des ¢tiquettes pré-imprimées, une bouteille d’eau

(Cristaline® ou Volvic®) et une boite de gants (Fig. 7).
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Figure 7 : « Kit sangsue »

La manipulation est réalisée au niveau d’un point d’eau avec le bocal qui contient les
sangsues et le kit de dispensation des sangsues. Le bocal est vidé dans la passoire jusqu’a
obtention du nombre de sangsues nécessaires. Les sangsues obtenues sont rincées a 1’eau

minérale puis transférées dans un pot a pommade contenant un fond d’eau.

Les sangsues doivent étre en « bon état » : pas de signes de blessures, pas de plaies, absence
de traces de sang. La présence de toute anomalie conduit a la destruction de la sangsue selon

les recommandations du fournisseur [Annexe 1].

Dans un délai de 15 a 20 minutes, le pot est remis au service prescripteur a température

ambiante, température a laquelle les sangsues retrouvent leur vitalité.

La date, le nombre et le numéro de lot de sangsues sont tracés sur 1’ordonnance par le

pharmacien.

5. Utilisation clinique

Le clinicien informe, au préalable, le patient de la nécessité d’avoir recours a

I’hirudothérapie, ce qui est parfois difficile a accepter (21- 23).

La zone du corps concernée par 1’indication est nettoyée a 1’aide d’un savon neutre (savon
doux haute fréquence, ANIOS®) et de 1’eau et, éventuellement, rasée avant application et ce,
afin d’améliorer I’accrochage de la sangsue. Cette zone est séchée vigoureusement afin que la
friction provoque un réchauffement. La chaleur favorise la vasodilatation et constitue un

puissant stimulant du comportement ingestif de la sangsue (20).

Les produits désinfectants possédant une odeur importante (le chlore par exemple) sont

proscrits car ils peuvent avoir un effet répulsif (20, 22). Le patient ayant eu une anesthésie
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récente ne peut bénéficier d’une hirudothérapie et doit attendre 1’élimination compléte du
produit. Les produits anesthésiants diffusent au niveau de la peau, ce qui rend les sangsues

moins actives (20).

L’utilisation de désinfectants a base d’alcool ou d’iode est déconseillée. L’alcool fait
régurgiter la sangsue et augmente ainsi le risque infectieux (20). Les dérivés iodés sont

toxiques et provoquent la mort de la sangsue.

Le port de gants et les pinces chirurgicales sont préconisés pour la manipulation des sangsues.

Plusieurs techniques d’application des sangsues sur la zone d’intérét sont possibles; a I’aide

d’une pince, d’une seringue ou d’un pot en verre (Fig. 8). Aprés quelques minutes, la sangsue

se fixe.

Figure 8 : Méthodes d’application d’une sangsue

Les sangsues ayant été, préalablement, a jeun depuis quelques mois, auront tendance a mordre
facilement. Néanmoins, en cas d’absence de morsure, une piqire de la zone avec une aiguille
peut étre nécessaire. En cas d’absence de réaction d’une sangsue, une autre sera choisie.

Un apport pauvre en sang artériel au niveau des tissus a traiter ou un stress de 1’animal

peuvent expliquer la réticence a mordre.

Une fois fixée, la sangsue reste en place jusqu’a la fin de son repas (30 a 40 minutes). Lorsque
la sangsue suce du sang, des ondes péristaltiques sont visibles et la taille augmente
progressivement.

Un pansement tres lache au-dessus de la sangsue déja fixée est possible et ce, afin d’éviter
tout risque de fuite. La sangsue ne doit en aucun cas étre retirée avant la fin de son repas

sanguin, elle doit se décrocher d’elle-méme. Les risques d’un retrait forcé sont les douleurs
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pour le patient et une régurgitation des bactéries présentes dans le tube digestif des sangsues

et par conséquent, un risque infectieux pour le patient.

Le saignement engendré par I’application des sangsues peut durer de 6 a 24h, le volume
sanguin perdu est estimé entre 5 et 15 ml par sangsue (21). Durant cette phase, un bandage

adapté au flux sanguin est nécessaire.

Le nombre de sangsues a appliquer dépend de I’indication, de la gravité et de la taille de la
congestion. Une a cinq sangsues est/sont utilisée(s) pour chaque cure (22).

L’application est répétée a intervalle de temps régulier, en général, toutes les 2 a 8 heures (4).
La durée du traitement est fixée par le praticien, et varie en moyenne de 2 a 6 jours (21). Elle
est basée sur une appréciation de la couleur de la peau, de la recharge capillaire et de la
couleur des saignements (4).

Les différents sites de morsures sont surveillés quotidiennement jusqu’a cicatrisation. Le

risque infectieux est présent (21-23).

6. Elimination
Les sangsues sont a usage unique et ne doivent en aucun cas étre relachées dans la
nature ou réutilisées. Elles sont détruites dans leur pot d’origine, dans lequel de I’eau de
Javel® est ajoutée. Les pots sont jetés dans les fiits spécifiques (Déchets d’Activités de Soins

a Risques Infectieux : DASRI) selon les recommandations du fournisseur [ Annexe 1].

I11. Indications et propriétés

1. Rappel d’hémostase

Dans le cas classique d’une blessure (plaie, coupure), trois processus différents
interviennent pour assurer le colmatage de la bréche vasculaire : 1’agrégation plaquettaire, la

coagulation et la fibrinolyse.

La premicre étape est I’hémostase primaire, qui se produit quelques minutes apres la blessure
et aboutit a ’agrégation des plaquettes (clou plaquettaire) au niveau de la bréche vasculaire.

L’agrégat ainsi formé est néanmoins instable et perméable.

La seconde étape est le processus de coagulation qui permet, aprés une cascade d’activations
enzymatiques, la solidification du clou plaquettaire par transformation du fibrinogéne soluble

en caillot de fibrine insoluble. La thrombine transforme le fibrinogéne soluble en fibrine
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insoluble et permet la consolidation de I’agrégat plaquettaire. Cette étape survient dans les

minutes et heures apres la 1ésion vasculaire (24).

L’étape de fibrinolyse a lieu dans les jours suivants. Elle permet la dissolution de la masse
fibrino-plaquettaire qui a obturé la bréche (Fig. 9). Le caillot est dissout par la plasmine qui

provient du plasminogéne sanguin.

* Bréche vasculaire
\ ~ \Vasoconstriction
@ m Formation d’un clou plaquettaire

\ A ER 2 (HEMOSTASE PRIMAIRE)
Formation d’un réseau de fibrine
% (COAGULATION PLASMATIQUE)
— Dissolution du caillot de fibrine

- (FIBRINOLYSE)

Figure 9 : Etapes de ’hémostase (25)
A T’¢état physiologique, la fluidité du sang tient a un équilibre entre les éléments qui tendent a
faire coaguler le sang (facteurs de coagulation, plaquettes, ions calcium) et ceux qui tendent a

empécher la coagulation (inhibiteurs physiologiques).

2. Indications a I’hirudothérapie

La chirurgie réparatrice et la microchirurgie, principalement les lambeaux
chirurgicaux (reconstruction mammaire), les réimplantations de membres (doigt, oreille, nez,
lévre) ou les transplantations tissulaires, liées a une congestion veineuse, sont les principales
indications de I’hirudothérapie (4, 23). La congestion veineuse est le résultat d’un défaut de

drainage du sang veineux qui conduit a I’accumulation de celui-ci dans le lambeau (26).
Les autres indications possibles sont les pathologies de la circulation veineuse (27), telles que

les varices, phlébites, hématomes (Fig. 10a), cedémes ou hémorroides ; les pathologies

inflammatoires (arthrose (Fig. 10b), polyarthrite, tendinite) ; les maux de téte et migraines ;
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les maladies cardiovasculaires (Infarctus du Myocarde, Accident Vasculaire Cérébral, angor) ;
les pathologies oculaires avec mauvaise irrigation vasculaire comme la rétinopathie ou la

thrombose oculaire (22, 28, 29).

Figure 10 : Utilisation des sangsues dans les cas a- d’'un hématome, b- d’arthrose cervicale

3. Propriétés et substances actives

La sangsue sécrete dans la salive plus d’une centaine de principes actifs tels que des
anticoagulants, des inhibiteurs de I’agrégation plaquettaire, des inhibiteurs de protéase, des
vasodilatateurs et des anti-inflammatoires (Tableau I). Toutes ces substances font que le repas
sanguin est réalisé dans de bonnes conditions pour la sangsue (22, 30). Seules les principales

substances sécrétées seront citées dans ce travail de these.

Les anticoagulants et antiagrégants plaquettaires permettent a la sangsue de garder le sang
sous forme liquide (22, 30, 31). L’hirudine (sécrétée par les glandes salivaires de la sangsue)
est ’anticoagulant le plus efficace. Il s’agit d’un peptide injecté pendant la succion qui va agir
de maniére immédiate. Il va inhiber la thrombine afin de prévenir 1’étape de coagulation du
sang (22). Cet anticoagulant caractéristique de la morsure de la sangsue a une durée d’action

d’environ 15 a 20 minutes.
Les inhibiteurs de I’agrégation plaquettaire prennent le relais notamment grace a certaines
molécules (caline, apyrase, saratine et prostaglandines), qui agissent sur I’hémostase primaire

et qui sont responsables du saignement prolongé jusqu’a plusieurs heures (30, 31).

Les substances vasodilatatrices ou histamine-like (acétylcholine et histamine),

permettent a la sangsue d’avoir un flux sanguin suffisant lors de la succion (30).
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Les facteurs de diffusion (hyaluronidases) dégradent I’acide hyaluronique augmentant
ainsi la perméabilité des tissus et la diffusion de tous les principes actifs inoculés par la
morsure d’Annélide a travers le tissu conjonctif (30, 31).

Les collagénases ont la méme action, en clivant le collagene de la matrice extracellulaire (24,
31).

Dans la nature, les anti-inflammatoires (prostaglandines, églines et bdellines)
permettent a la sangsue d’agir sans se faire repérer par ’hdte. Ces substances permettent de
réduire la réaction immunitaire de 1’hote durant le repas sanguin et par conséquent
I’inflammation (30, 31).

Les antalgiques (hirustatine), rendent la morsure peu douloureuse (31).
Les protéases antibactériennes (destabilase), bloquent la croissance bactérienne par

destruction de la paroi des bactéries (31).

Principale(s) molécule(s) identifiée(s) Activité
Hirudine Inhibitrice de la cascade de coagulation
Caline, apyrase, saratine, prostaglandines Inhibitrice de 1’agrégation plaquettaire
Hyaluronidase, collagénase Facteur de diffusion
Molécules histamine-like Vasodilatatrice
Bdelline, egline, prostaglandines Anti-inflammatoire
Destabilase Antibactérienne

Tableau I : Activité des différentes molécules sécrétées par les sangsues

4. Effets indésirables

Parmi les effets indésirables de 1’hirudothérapie, des réactions allergiques sont le plus
souvent rapportées. Parmi celles-ci, les douleurs localisées au point d’application, les
démangeaisons et les dermites cutanées apparaissant dans les heures ou les jours suivants. Des
gonflements au point de morsure, des rougeurs locales et, plus rarement, un choc
anaphylactique peuvent aussi €tre observés (21, 22).

Les saignements prolongés au niveau de la plaie suivis d’une anémie sont d’autres
effets indésirables fréquents (21, 22).

Le risque infectieux est un effet indésirable important (32- 34). En effet, les sangsues

possedent un microbiote intestinal et une flore mésophile. Les contaminations surviennent soit
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par contact direct avec la peau ou soit, par régurgitation des bactéries (21, 22). Aderomonas
sont, dans 2 a 20% des cas, les bactéries responsables de ces infections (32, 33). Des
entérobactéries (Morganella morganii, Serratia marcescens, Citrobacter freundii) (35- 37) et
des bactéries environnementales (Pseudomonas, Ochrobacter, Acinetobacter ou d’autres

Bacilles a Gram négatif non fermentants) peuvent étre associées (38, 39).
Des infections des tissus mous, des rejets de greffe de membres ou de lambeaux sont
régulierement observés (34, 40). Des septicémies, cellulites, myonécroses ou des fasciites

nécrosantes ont €galement été décrites (40- 42).

Des troubles psychologiques de type malaises, peuvent survenir chez les patients ayant

bénéfici¢ de I’hirudothérapie (21).

Ces ¢événements indésirables font I’objet d’une déclaration de pharmacovigilance.

5. Contre-Indications

Les patients ayant des troubles de la coagulation sanguine (hémophilie, traitements
anticoagulants ou antiagrégants plaquettaires) ne peuvent bénéficier de ce traitement en raison

des risques hémorragiques accrus.

L’hirudothérapie est contre-indiquée chez les patients ayant des anémies séveres, le risque de

saignement pouvant étre important.

L'insuffisance artérielle du lambeau est une contre-indication a 1'hirudothérapie. Elle s’oppose
a D’insuffisance veineuse et se manifeste par un tissu pale et frais au toucher avec un

remplissage capillaire lent et I’absence de saignement a la piqare d’aiguille (23, 26).

Les femmes enceintes, les patients dialysés et les sujets immunodéprimés font également

partie de ceux ne pouvant bénéficier de ce type de traitement (21, 22).

Iv. Microbiote des sangsues et symbiose

La symbiose du tube digestif de la sangsue médicinale est un systéme simple a deux
symbiotes ; Aeromonas spp. et une bactérie de type Rikenella (Fig. 11) (10, 36, 43). Les
Aeromonas ont été reconnus, pendant longtemps, comme 1’unique bactérie symbiotique du

microbiote de la sangsue (34, 37- 39). Rikenella, sont des bactéries anaérobies strictes
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appartenant aux Bacteroidetes. Rikenella a été identifi¢, plus récemment, grace a la méta
génomique (10). Cette bactérie ne pousse pas sur les milieux de culture usuels, ce qui
explique I’absence de données en ce qui la concerne (34, 37- 39).

La digestion du repas sanguin des sangsues est rendue possible par la présence d’Aeromonas
dans le microbiote de la sangsue.

Le tube digestif des sangsues est pauvre en enzymes digestives endogénes (10), la symbiose
avec Aeromonas va permettre de compenser ce manque d’équipement enzymatique. En effet,
Aeromonas va apporter différentes enzymes, parmi lesquelles, des hémolysines responsables
de I’hémolyse des érythrocytes ingérés par la sangsue et de leur digestion (43), reliant ainsi
les physiologies des deux symbiotes dominants. Ce processus va s’instaurer lentement,

pendant 6 mois a 1 an (44, 45).

Les données histologiques suggerent la présence de mucus tapissant 1’épithélium digestif des
sangsues (46).

Les mucines (protéines riches en glycanes) sont les principaux composants du mucus qui
protegent le tube digestif des sangsues. Ces glycanes seraient la principale source d’énergie
des bactéries de type Rikenella, qui fermentent ces sucres en acétate, une source de carbone

utilisée par les Aeromonas (46).

Aeromonas spp.
(Aeromonas veronii
- majoritaire)
SOURCE
D’ENERGIE

Rikenella like

SOURCE
D’ENERGIE

Mucines du tube
digestif

Figure 11 : Symbiose dans le tube digestif de la sangsue
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B. Aeromonas

Les bactéries du genre Aeromonas constituent la famille des Aderomonadaceae au sein
des Gammaproteobactéries (47). Le genre Aeromonas est taxonomiquement complexe, mais,
se divise en deux groupes principaux. Le premier est celui des souches psychrophiles, non
mobiles, dont la température de croissance optimale est comprise entre 22 et 28°C. Ce groupe
est représenté par Aeromonas salmonicida et est responsable des infections chez les poissons
(Salmonidés). Le deuxiéme groupe d’intérét médical, contient les Aeromonas mésophiles et
mobiles (par exemple : A. hydrophila, A. veronii, A. caviae pour les plus connus). Ces
souches se multiplient a des températures comprises entre 30 et 37 °C et sont responsables des
infections chez I’homme (48).

Une trentaine d’especes appartiennent au genre Aeromonas. Certaines especes sont
subdivisées en plusieurs sous-espéces (par exemple, A. veronii possédent 2 sous-especes

différentes: 4. veronii biovar (bv) veronii et A. veronii bv sobria).

I. Habitat

Aeromonas sont des bactéries environnementales, ubiquitaires, retrouvées dans les
habitats aquatiques (rivieres, lacs, étangs, eaux de mer, eaux de boisson, eaux potables, eaux
souterraines, eaux usées), les sols, les aliments (fruits de mer, volailles, 1égumes, produits
laitiers) ou encore chez certains animaux (poissons, serpents, ours) (47, 49).
Leur prolifération est fonction des conditions de température, de pH et de la teneur en
¢léments nutritifs. Le nombre d’4eromonas est plus élevé pendant les mois d’été en zone
tempérée, et dans les pays tropicaux (50).

La contamination de I’hdte survient par contact direct via l'eau contaminée ou par
ingestion de 1’eau ou d'aliments contaminés.
Les activités récréatives telles que la navigation de plaisance, la péche et la plongée peuvent
étre a I’origine d’une infection a Aeromonas lors des traumatismes majeurs (47, 49).
Les infections résultant de morsures de reptiles ou de serpents ont un lien reconnu avec le
genre Aeromonas. Des auteurs ont rapporté des infections résultant de morsures de vertébrés

moins fréquemment rencontrées, telles que celles des ours (Fig. 12).
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Figure 12 : Sources environnementales des Aeromonas (49)

II. Pouvoir pathogéne

Les types d’infections sont extrémement vari€s et surviennent majoritairement durant

les mois chauds.
Les Aeromonas sont le plus souvent responsables d’atteintes gastro-intestinales (par ingestion
d’aliments ou d’eau contaminés) (Tableau II). Ces infections peuvent provoquer des
syndromes cholériformes, avec des selles aqueuses, non glaireuses et plus rarement, des
syndromes dysentériques avec selles sanglantes. Les Aeromonas peuvent étre a 1’origine de
toxi-infection alimentaire collective (TIAC).

Les Aeromonas sont, également, responsables des infections cutanées a type de
cellulites, fasciites nécrosantes, myonécroses ou de surinfections de plaies (47). L’ importance
de I’exposition hydrique a été particuliecrement démontrée par les cas d’infections de plaies
survenues lors de catastrophes naturelles (ouragans, tsunamis, tremblements de terre) ou
Aeromonas était un des pathogénes les plus fréquemment retrouvés (environ 20 % des cas)
(51). Des blessures avec une exposition tellurique lors de jardinage (échardes ou fil de fer), de
chute, ou le plus souvent d’accident de la voie publique ont, également, été rapportées.

Les infections cutanées peuvent aussi survenir suite a une morsure de serpent ou a

I’hirudothérapie (50, 52).
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Distribution des infections (effectif total = 1852)
Gastroentérites 48,9%
Bactériémies, toutes d’origines digestives 23,7%
Infections de plaies et de tissus mous 18,4%
Infections respiratoires 2%
Infections oculaires 1%
Infections urinaires 1,5%
Infections hépatobiliaires 2,4%

Tableau II : Diversité des infections li€es aux Aeromonas (47)

Les septicémies a Aeromonas sont souvent favorisées par un état d’immunodépression
et par la présence d’une pathologie sous-jacente, le plus souvent d’origine digestive (atteintes
hépatiques, biliaires ou pancréatiques). Cependant, les septicémies peuvent survenir chez des

sujets immunocompétents (49).

Des infections pulmonaires a Aeromonas, aprés inhalation d’eau (noyades), ont été

rarement observées (49).

Les autres types d’aéromonoses sont exceptionnels mais trés variés, incluant des
péritonites, des infections urinaires, des infections oculaires (lentilles de contact), le syndrome

hémolytique et urémique (49, 51).

A. hydrophila, A. veronii et A. caviae sont les 3 principales especes isolées et

représentent 85 a 95% des souches impliquées dans ces infections (52).

III. Phyvsiopathologie

Les bactéries pénétrent dans 1’organisme a la suite d’une effraction a la faveur d’un
traumatisme ou par voie digestive (50).

Au niveau cutané, la survenue d’une infection bactérienne est la conséquence d’une
altération d’un ou plusieurs mécanismes de défense : rupture de la barriere kératinocytaire
(plaies, brilures, lésions de grattage, frottements), modification du pH cutané, disparition du
film sébacé, disparition de la flore bactérienne par emploi abusif de détergents ou

d’antiseptiques, altération des mécanismes immunitaires (53).
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Au niveau digestif, de nombreux facteurs interviennent dans la pathogénie, dont en
premier lieu, ceux liés a 1I’hote : hypochlorhydrie facilitant le franchissement de la barricre
gastrique et la survie des Aeromonas, immunodéficience, cirrhose, hémopathies (50).

Deux mécanismes pathogeénes sont possibles : Entéro-toxinique ou plus rarement,
Entéro-invasif.

L’adhésion des Aeromonas au niveau des entérocytes est nécessaire pour la sécrétion
des entérotoxines. Les entérotoxines sont des substances cytotoniques ou cytotoxiques (54).
Les entérotoxines cytotoniques affectent les cellules épithéliales intestinales pour en altérer
directement les fonctions sécrétoires. Ce type de mécanisme, responsable de diarrhées
aqueuses, est le plus fréquent chez les Aeromonas (47, 54). En revanche, les entérotoxines
cytotoxiques agissent sur 1’épithélium intestinal en y provoquant des dommages histologiques
importants (55).

Certaines souches d'A. hydrophila ou d’A. caviae libérent une aérolysine ou [-
hémolysine, qui provoquent une hémolyse en plus des Iésions de I’épithélium digestif (50, 54).

Le deuxiéme mécanisme est un mécanisme invasif, & ’origine d’un syndrome
dysentérique ou d’une colite. Le micro-organisme envahit et détruit les cellules de la

muqueuse digestive responsable d’une réaction inflammatoire intense (50).

IV. Facteurs de virulence

Les Aeromonas possédent des facteurs de virulence (Fig. 13) qui sont a I’origine de

I’infection (47, 55, 56).

Aeromonas disposent d’un flagelle polaire, exprimé de manicre constitutive, responsable d’un
mouvement de type nage ou « swimming » dans les milieux liquides. Les bactéries pourront
ainsi atteindre les différentes cibles (cellules €pithéliales, cellules intestinales ou érythrocytes)
et y adhérer grace a différentes structures de surface (par exemple : pili de type I et 1V) (47,
56).
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Figure 13 : Facteurs de virulence des Aeromonas (48)

Aeromonas possedent, en plus, un systeme flagellaire latéral qui s’exprime dans
environ 60% des cas. L’expression des flagelles latéraux est inductible chez Aeromonas, ils
sont produits dans un environnement visqueux ou au niveau des surfaces solides et exercent
une motilit¢ par un mouvement de type « essaimage ». Ce systeme de flagelles serait
responsable d’une augmentation de I’adhésion aux cellules cibles et de la formation des

biofilms (57, 58).

Les pili de type IV sont des structures filamenteuses que 1'on retrouve a la surface des
bactéries. Ces structures, dont 1’expression est inductible, sont longues (4 a 7 um) et flexibles,
présentes en nombre limité¢ (environ 20). Ces pili, en plus d’avoir un role dans 1’adhésion
cellulaire, sont également impliqués dans le transfert d'acide désoxyribonucléique (ADN), la

formation de biofilm et I'agrégation cellulaire (57, 58).

Les pili de type I (pili communs) sont produits de maniére constitutive. Ils sont plus
courts (0,5 a 2 um), rigides et présents en grand nombre autour de la bactérie. Leur principal

role est I’adhésion cellulaire (57).

Les LPS jouent un role important dans I'organisation et le maintien de la membrane

externe. Ils sont reconnus par les Toll Like Receptor 4 (TLR4), présents a la surface des
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cellules immunitaires, responsables de la production des cytokines et par conséquent d'une

réponse inflammatoire non spécifique et antibactérienne (47, 54).

La couche de surface est une structure paracristalline composée d’un seul type de
protéine recouvrant la paroi bactérienne (Vap A ou Virulence array protein A). Cette couche
protege les bactéries de 1’action des protéases, du stress oxydatif, du sérum, de la phagocytose
en empéchant I’opsonisation, et possede également des propriétés d’adhésion cellulaire liées a

son hydrophobicité (57, 59).

La capsule est une structure polysaccharidique qui recouvre la membrane externe des
bactéries. Il s’agit d’un important facteur de virulence résistant a la phagocytose et au systéme
du complément (47). Néanmoins, elle n’est synthétisée que par les especes qui ne sont pas

responsables d’infections humaines (4. salmonicida) (54).

Il existe plusieurs systetmes de sécrétion chez les Aeromonas, responsables du
transport des facteurs de virulence. Parmi ces systemes, le systéme de sécrétion de type II
(T2SS) est une voie de sécrétion générale qui sécrete des facteurs extracellulaires, dont
certains sont impliqués dans la virulence tels que les DNases, les protéases, les amylases et la
principale hémolysine (aérolysine). Les systemes de sécrétion de type III et VI (T3SS, T6SS)
sont associés a la virulence et sont capables d’injecter des effecteurs protéiques directement
dans le cytoplasme de la cellule cible, en une seule étape (56, 60). Le T3SS apparait comme
un facteur de virulence majeur des souches d’Aeromonas en rapport avec la toxicité des
effecteurs qu’il sécréte (AexT, AexU, AopP, AopH et/ou AopO). Ces toxines sont
responsables d’effets cytotoxiques (57).

En fonction des conditions environnementales et des signaux extracellulaires, les
Aeromonas peuvent former des biofilms ou réagir a la densit¢ de cellules bactériennes
(quorum sensing) (47, 61). Les signaux sont présents dans I’environnement ou produits par
les cellules bactériennes (61).

Le biofilm protége les bactéries du systéme immunitaire de 1’hote, de la dessiccation, des
antibiotiques et des désinfectants (62).

Le quorum sensing est un mode de communication intra et inter-espéces bactériennes, a
I’origine de I’expression de plusieurs types de génes en [’occurrence les génes codant

I’émission de la bioluminescence, la sporulation, la compétence, la résistance aux
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antibiotiques, la sécrétion de facteurs de virulence, la production de pigments et la formation

de biofilm (63).

V. Caractéres bactériologiques

1. Morphologie

Aeromonas sont des bacilles a Gram négatif, le plus souvent mobiles par ciliature
polaire monotriche (espéces impliquées dans les infections humaines) ou immobiles (4.

salmonicida).

2. Caracteéres culturaux

Bactéries aéro-anaérobies facultatives, la croissance est obtenue en atmosphere
ordinaire sur milieux non sélectifs ou sur milieux sélectifs des entérobactéries : géloses Mac
Conkey (MCK) ou Drigalski.

En 24 heures d’incubation, sur géloses au sang (GS), les colonies sont souvent [3-
hémolytiques (4. hydrophila et A. veronii), de 2 a 3 mm de diameétre, lisses, régulicres, de
couleur grise et d’aspect muqueux (Fig. 14a). La GS peut étre rendue sélective par ajout de 20
a 30 pg/mL d’ampicilline, concentration a laquelle les Aeromonas sont résistants (sauf A.
trota).

Sur milieux chromogeniques (Chromogenic Peptide Substrate (CPS)), les colonies sont de

couleurs rose pale a bordeaux (Fig. 14b).

- — ..I_l‘.l
Figure 14 : Aspects des colonies d’A4. hydrophila sur a- GS et b- CPS

3. Caractéres biochimiques

Les Aeromonas sont dotés d’une oxydase, d’une catalase, ils fermentent le glucose
avec ou sans production de gaz et sont résistants au composé vibriostatique O/129 (49). Cette

résistance permet un diagnostic différentiel avec le genre Vibrio.
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Les méthodes basées sur les profils biochimiques conventionnels (API 20NE, Vitek)
ne sont pas efficaces pour une identification précise des especes d’Aeromonas.

L’identification d’espéce, basée sur le phénotype de résistance aux B-lactamines, n’est
pas toujours efficace du fait de la grande diversité des profils (64, 65).
Le séquengage du géne de I’acide ribonucléique ribosomique de sous-unité 16S (ARN16S) ne
permet pas toujours une identification précise a l’espéce en raison de la similarité des
séquences, différant parfois de seulement quelques nucléotides entre les espeéces.
Actuellement, la spectrométrie de masse MALDI-TOF (Briiker) est I’outil le plus puissant
pour I’identification des Aeromonas. Avec les derniéres bases de données disponibles sur le
marché, le taux d’identification correcte a 1’espece dépasse les 90% (64, 65). La principale
limite de cette méthode est la nécessité de mettre a jour la base de données pour inclure les
nombreuses espeéces manquantes, comme A. dhakensis ou les nouvelles espeéces (A.

intestinalis, A. enterica, et A. aquatilis) (64, 65).

4. Interprétation clinique

La signification clinique de I’isolement des Aeromonas dépend du site infectieux, de

leur présence en culture monomorphe ou polymorphe.

Aeromonas doit étre considéré comme pathogene s’il est isolé dans des sites
normalement stériles (prélévements péritonéaux, ascites, pleuraux ou péricardiques), des
plaies superficielles, des tissus mous, ou apres application de sangsues.

Dans les infections gastro-intestinales, Aeromonas est impliqué dans le processus
pathologique s’il est isolé en quantité importante ou modérée des la phase aigué de la maladie.
Dans les prélévements respiratoires, Aeromonas est considéré comme témoin d’une
colonisation des voies respiratoires sauf dans les cas d’affections sous-jacentes ou de

pneumonies (50).

VI. Sensibilité aux antibiotiques

1. Sensibilité aux Béta-lactamines

La résistance naturelle aux P-lactamines est associée a la production d’une a 3 B-
lactamases de classe B, C et D d’Ambler, d’origine chromosomique, de type inductible (66,

67).
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La sensibilité¢ des Aeromonas aux B-lactamines varie d’une espéce a 1’autre :

Le phénotype pénicillinase est dii @ une B-lactamase de classe D ou oxacillinase. Elle
confére la résistance aux aminopénicillines et a la ticarcilline. Cette oxacillinase est
faiblement ou non inhibée par 1’acide clavulanique et le tazobactam. Toutes les
souches d’intérét médical peuvent exprimer cette B-lactamase, a I’exception d’A4. trota

(Tableau III).

Une céphalosporinase de type Amp C, de classe C d’Ambler, confére une résistance a
la céfalotine. Cette céphalosporinase est peu active sur la céfoxitine et le céfotaxime
en I’absence d’induction (68, 69). Les Aeromonas porteurs du gene Amp C
n'expriment pas toujours la céphalosporinase et peuvent méme présenter une
sensibilité¢ a la céfalotine. Les mécanismes impliqués dans l'expression de ce type de
B-lactamase comprennent I’induction d’une B-lactamase en présence d'inducteurs
appropriés (céfoxitine ou imipéneme) ou le développement d'une mutation qui conduit
a la production constitutive d’une B-lactamase de haut niveau (68). Les B-lactamases

de type Amp C sont retrouvées chez A. hydrophila, A. caviae et A. trota (69).

La carbapénemase de type métallo B-lactamase (MBL), de classe B confére une
résistance aux carbapéneémes (68). La MBL la plus couramment mentionnée chez les
especes Aeromonas est la CphA, active sur les carbapénémes uniquement, mais pas sur
les pénicillines et les céphalosporines. La répartition de la CphA parmi les Aderomonas
est spécifique d’espéce (4. hydrophila, A. veronii et A. jandaei), mais absente chez A.

caviae. Les Aeromonas sont naturellement résistants a I’ertapénéme.

Plus rarement, les Aeromonas peuvent acquérir une B-lactamase de classe A de type BLSE (j-

Lactamase a Spectre Etendu) (66). Contrairement aux carbapéneémases de classe B et aux f3-

lactamases de type Amp C, codées par les chromosomes, 'acquisition des génes BLSE chez

les Aeromonas peut résulter d'un transfert horizontal de génes entre les Aeromonas et les

bactéries coexistantes dans les microenvironnements aquatiques (70).

Les Aeromonas (sauf A. trota) sont ainsi résistants a ’amoxicilline (dans plus de 90 %), a

I’amoxicilline + acide clavulanique, a la ticarcilline (dont la résistance est mal récupérée par

I’acide clavulanique), aux céphalosporines de premicre génération pour les Aeromonas

36



exprimant le géne Amp C. Ils sont en général sensibles aux céphalosporines de troisiéme

génération (C3G) et aux carbapénemes (51).

Chromosomique Acquis

%\E/I[S]':S’i;B Classe C (Amp C) (pé(rjlliiislslﬁnlzse) C(II;ESSGE?
A. hydrophila + + + +
A. caviae - + + -
A. veronii by sobria + - + -
A. trota - + - -

+ = présent; - = absent

Tableau III : Mécanismes de résistance des principales especes d’4eromonas

2. Sensibilité aux autres familles d’antibiotiques

Les Aeromonas sont habituellement sensibles aux fluoroquinolones, aux aminosides
(sauf la tobramycine qui est inconstamment sensible), au cotrimoxazole et aux cyclines (50).
Ces molécules sont celles recommandées par le Comité de 1’ Antibiogramme de la Société
Francaise de Microbiologie / European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(CA-SFM/EUCAST) pour le traitement des Aeromonas. Les Aeromonas sont aussi sensibles a

la colistine (sauf 4. jandaei et A. hydrophila) (69).

VII. Activité des antiseptiques

II existe plusieurs classes d’antiseptiques actifs sur les Aderomonas. Parmi les plus
connus, les alcools (éthanol), les biguanides (chlorhexidine), les halogénés chlorés (eau de
javel, Dakin®), les halogénés iodés (povidone (PVP)-iodée, Bétadine®) et les oxydants (eau
oxygenée) (71).

La chlorhexidine est un antiseptique bactériostatique a faible concentration et bactéricide a
une concentration supérieure a 0,12% (72).

Les autres antiseptiques sont bactéricides et efficaces sur les Aeromonas.

Les halogénés et les oxydants ont un spectre d’action plus large (virus et champignons) (71).
Le délai d’action des antiseptiques est variable, la chlorhexidine alcoolique 2% est active en
30 secondes tandis que la chlorhexidine 0,2% aqueuse est active a partir de 5 minutes. Les

autres antiseptiques sont actifs en une minute (73).
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Le principal avantage de la chlorhexidine et la PVP-iodée est la présence d’un effet rémanent.
Cet effet persiste pendant 1 a 4 heures pour la chlorhexidine, alors que pour la PVP-iodée, il
dure environ 3 heures. Les autres antiseptiques n’ont pas d’effet rémanent (74). L’effet
rémanent est favorisé par le séchage a I’air et I’absence de ringage (75).

Un autre intérét a 1’utilisation des antiseptiques est I’absence de résistance bactérienne (72).
Cependant, pour la sangsue, la chlorhexidine peut étre neurotoxique a une concentration
supérieure a 0,02%, les dérivés chlorés peuvent étre néfastes en raison de leur odeur de chlore

(72- 74).
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A. Cas clinique

En décembre 2017, une femme de 58 ans a été admise, dans le service de chirurgie
plastique et reconstructive du CHU d’ Amiens, pour une reconstruction mammaire unilatérale
apres une mastectomie.

Une congestion veineuse du lambeau a été observée des le premier jour ce qui a conduit a un
recours aux sangsues.

Un total de 25 sangsues a été appliqué et, une prophylaxie par voie orale a base de
triméthoprime / sulfaméthoxazole (80 mg / 400 mg) et d’ofloxacine (200 mg) a été mise en

place pour une durée de 5 jours.

L’hirudothérapie a ¢été efficace et I'apparence du lambeau s'est rapidement améliorée.
Cependant, une anémie (hémoglobine : 8,5 g/dL) a été détectée au 6éme jour, nécessitant une

transfusion de deux culots globulaires érythrocytaires.

Un mois plus tard, la patiente s’est présentée et a ét¢ admise de nouveau dans le méme service
pour une nécrose partielle du lambeau associée a la présence de suppuration au niveau de la
cicatrice de la mastectomie.

Un débridement chirurgical a été effectué, et une reconstruction a l'aide d’un nouveau
lambeau (muscle grand dorsal) a été réalisée.

Le bilan inflammatoire, au préalable, a montré une protéine C-réactive a 151 mg / L et une

hyperleucocytose 4 30.10° leucocytes / mm?>.

Trois échantillons peropératoires (prélevement péri-prothétique, plaie, liquide de drainage)
ont été¢ envoyés au laboratoire pour une analyse bactériologique.

Les examens microscopiques de ces échantillons ont montré de nombreux polynucléaires
neutrophiles et de nombreux bacilles a Gram négatif.

Les cultures sur GS, incubées en atmosphere aérobie a 35 + 2°C, ont permis d’isoler des
colonies d’A. hydrophila qui ont été identifiées par Spectrométrie de masse (MALDI-TOFF,
Briiker) avec un score supérieur a 2.

Les tests de sensibilité aux antibiotiques par méthode de diffusion en gélose, réalisés selon les
recommandations du CA-SFM/EUCAST 2016, ont révélé que les souches étaient résistantes a
la ticarcilline, ticarcilline + acide clavulanique, pipéracilline, pipéracilline + tazobactam,

céfotaxime, céfépime, et a l'aztréonam, mais sensibles a la ceftazidime (Concentration
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Minimale Inhibitrice (CMI)= 1 mg / L), I'imipénéme (CMI= 0,38 mg / L) et au méropéneéme
(CMI=0,5mg/L).
Le test de synergie entre les C3G et I'amoxicilline + acide clavulanique était positif, suggérant

ainsi la production d’'une BLSE (Fig. 15).

Une résistance associée a la ciprofloxacine (8,0 mg / L) et au triméthoprime /
sulfaméthoxazole (32 mg / L), molécules utilisées comme antibioprophylaxie a, également,

été décelée.

Synergie (bouchon de
champagne)

Figure 15 : Antibiogramme d’4 hydrophila BLSE

Une antibiothérapie intra-veineuse (IV) avec ceftazidime (6 g/jour pendant 10 jours) et

gentamicine (80 mg/ jour pendant 2 jours) a été€ initiée conduisant a une amélioration clinique.

Ce cas nous a poussé a rechercher I'origine de I’infection par I’A. hydrophila BLSE.
L’utilisation des sangsues a été la premiere piste explorée. Une analyse bactériologique de
'eau de conservation des 4 lots de sangsues disponibles a la pharmacie du CHU, a alors été

effectuée.

Des membranes filtrantes composées d’esters de cellulose de porosité 0,45um de diametre,
d’environ 47 mm de diametre et munies d’une grille-repére ont été utilisées, pour la mise en
culture de 1 mL d’eau de conservation (Fig. 16). De I’eau physiologique stérile (100 mL) a

été utilisée comme témoin négatif.

Une analyse bactériologique de 1’eau minérale (Cristaline®) utilisée a la pharmacie, pour le

renouvellement de I’eau de conservation, a été, également, réalisée.
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Figure 16 : Ensemencement par filtration de I’eau de conservation

Les milieux de culture utilisés étaient des GS et CPS. Ces géloses ont été incubées pendant 24
heures a une température de 35 + 2°C, en atmospheére aérobie, conformément aux

recommandations du fournisseur.

L’ensemencement de ’eau de conservation des 4 lots a été réalisé a deux reprises apres

I’échantillonnage pour la reproductibilité.

Pour chaque lot, une culture en nappe a ¢été obtenue, rendant impossible la numération
bactérienne (Fig. 17). Plusieurs espéces bactériennes ont ¢té identifiées ; Aeromonas
(principalement A. veronii et A. hydrophila), des entérobactéries (M. morganii, C. freundii) et

Carnobacterium maltaromaticum, bactérie de 1I’environnement (Tableau IV) (Fig. 18).

Figure 17 : Culture en nappe de I’eau de conservation
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Différents lots
Date d’eau de Bactéries retrouvées majoritairement dans
conservation la nappe bactérienne
analysés
17766/B A. hydrophila, C. freundii, M. morganii
A. veronii bv veronii, A. ichthiosmia, C.
Période de 17685/B maltaromaticum
Décembre 2017 a
Janvier 2018 17622/B A. veronii bv veronii, M. morganii
17762/B A. veronii bv veronii, M. morganii

Tableau IV : Ecologie bactérienne des eaux de conservation de 4 lots de sangsues

Fréquence des especes présentes dans les eaux
Fréquence de conservation (2018)

des especes

B Jeromonas sp.

I ’ Morganella morganii
T T T Citrobacter freundii
& ‘\6\\ (\@\ " Nomde
N respé
< <Y oo\w I'espéce ® Carnobacterium
v {\60 maltaromaticum
N Q&

Figure 18 : Espéces isolées des eaux de conservation et leur fréquence d’apparition

Des tests de sensibilité aux antibiotiques ont été réalisés sur les différentes especes isolées des
eaux de conservation.

Parmi les souches d’Aeromonas isolées, des colonies d’A. hydrophila avec le méme
phénotype de résistance que celui isolé chez la patiente ont été détectées.

Les autres espéces d’Aeromonas (veronii bv veronii et ichthiosmia) exprimaient une

pénicillinase naturelle (Tableau IV).
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Parmi les entérobactéries, C. freundii et M. morganii avaient un phénotype sauvage

(céphalosporinase naturelle) et une souche de M. morganii exprimait une résistance associée

au cotrimoxazole (Tableau V).

. . Phénotypes de Résistance Résistance
Bactéries Nombre L . . .
retrouvées | d’espéce isolée résistance aux f3- cotrimoxazole | fluoroquinolones
lactamines (%) (%)
.. Céphalosporinase
C. freundii I naturelle de bas niveau 0 0
A. veronii by Pénicillinase naturelle
.. 3 ; 0 0
veronii de bas niveau
.. Céphalosporinase
M. morganii 3 naturelle de bas niveau 33.3 0
A ichthiosmia 1 Pen1c1111nase' naturelle 0 0
de bas niveau
A. hydrophila 1 BLSE 100 100

Tableau V : Phénotypes de résistance des espéces isolées

Une analyse moléculaire complémentaire (Polymerase Chain Reaction (PCR) et séquengage)

de la souche d’A4. hydrophila BLSE isolée chez la patiente et de la souche isolée dans I’eau de

conservation des sangsues a révélé que les 2 souches sont génétiquement identiques avec la

présence de deux B-lactamases (TEM-1 et CTX-M-3).

L’analyse bactériologique de I’eau minérale s’est avérée négative.

Ce cas clinique a fait I’objet :

e D’une déclaration de pharmacovigilance.

e D’une publication dans la revue « Clinical Microbiology and Infection » [Annexe 2]

(76).

e D’une présentation orale a la journée de pharmacovigilance de Picardie, 17 Octobre

2019.
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Plusieurs points ont suscité notre curiosité :

Quelle est ’origine de la présence de cette bactérie multirésistante dans 1’eau de conservation

d’un médicament, au sein de la pharmacie d’un CHU ?

Existe-t-il une tragabilité des lots de sangsues a la pharmacie du CHU d’Amiens-Picardie

(date de livraison, durée maximale de conservation et numéro de lots) ?

Existe-t-il une surveillance bactériologique de 1’eau de conservation des sangsues au

CHU d’ Amiens-Picardie ?

Une décontamination des sangsues est-elle effectuée avant dispensation dans le service

clinique ou, éventuellement, avant utilisation ?
Toutes ces questions sont restées sans réponse.

Aucune tragabilité des lots de sangsues n’a été retrouvée. Cependant, suite au cas clinique,
une action corrective a été, immédiatement, mise en place par les praticiens de la pharmacie.
Tous les lots de sangsues disponibles ont ét¢ ¢éliminés et une nouvelle commande a été

réalisée avec mise en place d’une tragabilité.
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B. Etude rétrospective de D’utilisation de I’hirudothérapie au CHU

d’Amiens-Picardie sur une période de 9 ans

Le cas clinique précédent a été a 1I’origine de notre intérét pour le sujet.

Une étude rétrospective des infections liées a 1’hirudothérapie a été menée sur une

période de 9 ans (période de 2010 a 2018), au CHU Amiens-Picardie.

Objectif :
Etude des caractéristiques démographiques, cliniques et bactériologiques des

infections a Aeromonas spp. liées a 1’hirudothérapie.

Méthodes :

Etude monocentrique rétrospective portant sur les patients traités par 1’hirudothérapie
au CHU d’Amiens-Picardie pendant une période de 9 ans (Janvier 2010 a Décembre 2018).
Un recueil des données a été colligé a la pharmacie du CHU: caractéristiques démographiques
des patients (sexe, age), la présence éventuelle de comorbidités, I’indication a
I’hirudothérapie, le nombre de sangsues utilisées et la durée, le service prescripteur et
I’antibioprophylaxie éventuelle.
En cas d’infection, la date, la nature du prélévement, et les données bactériologiques
(identification de I’espece et la sensibilité aux antibiotiques) ont été analysées.
D’autres données, lorsqu’elles étaient disponibles, ont été relevées comme la présence
éventuelle de complications, I’évolution clinique, le traitement antibiotique.
Trois groupes de patients ont ¢été identifiés : patients non infectés par 1’hirudothérapie,
patients ayant présenté une infection a Aeromonas et patients infectés par d’autres bactéries.
Une analyse statistique a ¢été effectuée a l'aide du logiciel XLSTAT (Addinsoft, Paris,
France), et la p-value pour la comparaison des fréquences relatives a été estimée a l'aide d'un
test Khi2.

Un seuil p<0,05 a été considéré comme significatif.
Résultats :

Trente-sept patients ont bénéfici¢ de 1’hirudothérapie pendant la période de I’étude au

CHU Amiens- Picardie.
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L’age moyen était de 47.5 ans (12- 84 ans) avec une prédominance masculine (sex-ratio M/F=
1.46).

Les services prescripteurs de 1’hirudothérapie étaient, par ordre de fréquence, la chirurgie
orthopédique (37,8%), la chirurgie plastique (32,4%) et la CMF (27%) (Tableau VI).

Les indications principales étaient la reconstruction par lambeau du sein ou de la jambe et la
réimplantation de doigts.

Le nombre moyen de sangsues utilisées par patient était de 37 (8- 126) pour une durée
moyenne du traitement de 4 jours (1- 12 jours) (Tableau VI).

Une antibioprophylaxie, dont la nature varie en fonction du service, a ét¢ mise en place dans
86.4%. En chirurgie orthopédique, 1’antibioprophylaxie utilisée était le plus souvent a base
d’amoxicilline ou d’amoxicilline + acide clavulanique (50% des cas). En chirurgie plastique,
I’association cotrimoxazole et fluoroquinolones était utilisée dans 41,6% des cas. En chirurgie
maxillo-faciale, les fluoroquinolones seules étaient utilisées dans 30% des cas.

Le taux global de patients infectés était de 40,5%. Le taux varie en fonction du service ; 20%
dans le service de CMF, 28,6% en chirurgie orthopédique et 66,6% dans le service de
chirurgie plastique (Tableau VI).

Le taux global de réussite de I’hirudothérapie était de 62,2%. Ce taux varie de 57,1% a 70%

pour le service de chirurgie orthopédique et de CMF, respectivement (Tableau VI).

Moyenne Taux de
Moyenne Moyenne L.
. du nombre | réussite Taux de
Nombre | du nombre | de la durée .
. de de patients
Services de de du - . .
. . sangsues/ I’hirudo- infectés
patients sangsues/ traitement . Lo °
. . patient/ thérapie (%)
service en jours . o
jour (%)
Chirurgie 12 | 40[10-105] | 4,9 [2-7] 8,16 58,3 66,6
plastique
Chirurgie 10 |362[10-90] | 3,1[1-5] 11,67 70 20
macxillo-faciale
Chirurgie 14 | 351[8-126] | 543 [2-12] 6,46 57,1 28,6
orthopédique
Soins intensifs 1 35 4 8,75 100 100
Total 37 37 [8-126] 411-12] 9,25 62,2 40,5

Tableau VI : Analyse de la prescription des sangsues médicinales au CHU Amiens-Picardie

entre 2010 et 2018
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Parmi les 37 patients ayant bénéfici¢ de 1’hirudothérapie, 64,8 % ont présenté une anémie
avec un taux moyen d’hémoglobine a 8,5 g/dL (6- 11,1). Une transfusion sanguine était
nécessaire chez 54% des patients (Tableau VII).

Dans 40,5% des cas, des patients ont bénéfici¢é d’une hirudothérapie alors qu’ils étaient
immunodéprimés.

Quinze patients (40,5%) ont présenté une infection dont 10 (66,6%) a Aeromonas. L’infection
est apparue en moyenne 15 jours apres 1’hirudothérapie (5- 30 jours).

Parmi les Aeromonas, A. hydrophila était 1’espece la plus fréquente (60%) suivie d’A. veronii
(20%) et Aeromonas spp. (20%).

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches d’4Aeromonas a montré une résistance a
I’association amoxicilline + acide clavulanique dans 100% des cas, aux C3G dans 10%, aux
fluoroquinolones dans 30% et au cotrimoxazole dans 10% des cas. Une résistance aux
aminosides a été relevée dans 50% des cas pour la tobramycine et 10% pour la gentamicine.
Le taux de réussite du traitement passait de 62,2 a 20% en cas d’infection a Aeromonas.

Le temps de séjour a I’hdpital passait de 13,3 jours a 14,8 jours en cas d’infection a

Aeromonas.

Parmi les 3 groupes identifiés, l'infection a Aeromonas était liée au nombre de sangsues
utilisées, a la durée de I'hirudothérapie et a un séjour prolongé a I'hopital, mais non
statistiquement significatif (Tableau VII).

Cependant, un échec de la reconstruction par lambeaux est statistiquement 1i¢ a une infection

a Aeromonas, p = 0,006 (Tableau VII).
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Absence Infections a Infections a
d’infection Aeromonas d’autres p-value
(N=22) (N=10) bactéries (N=5)
Sexe ratio (M/F) 1,2 2,33 1,5 0,687
Moyenne dage (+/- | 19 15 1/ 3840 | 44,1 +/-4722 | 47.4+/-3763 0,467
écart-type)

Immunodépression

(Cancer, VIH...) (%) 40,9 40 40 0,676
Nombre moyen de

sangsues utilisées | 34,90 +/- 6,543 | 39,2 +/- 10,510 47 +/- 12,510 0,507

(+/- écart-type)

Durée moyenne de

I’hirudothérapie en | 4,18 +/- 0,619 5,5+/-0,671 4,6 +/- 0,678 0,243

jours (+/- écart-type)
Anémie (%) 54,5 80 80 0,281
Transfusion (%) 41,7 62,5 75 0,316
Succes de

I’hirudothérapie (%) 77,3 20 80 0,006
Durée de séjour a

I’hépital en jours 12,68 +/- 2,645 | 14,8 +/- 3,235 13 +/-2,074 0,684

(+/- écart-type)

Prescription d’une

antibioprophylaxie 90,9 80 80 0,824

(%0)

Tableau VII : Caractéristiques de la cohorte étudiée

En résumé, les infections a Aeromonas sont a redouter en cas d’infection liée a
I’hirudothérapie. Un lien fort a été établi entre I'infection a Aeromonas et 1’échec de
I’hirudothérapie.

Un point a soulever dans cette étude est 1’utilisation de I’hirudothérapie chez le patient

immunodéprimé (40%), au CHU. Or, I’immunodépression est une contre- indication.
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Cette ¢étude rétrospective a fait 1’objet d’'une communication Européenne [Annexe 3] et un

article a été rédigé et soumis.

Les résultats des deux études précédentes nous ont poussés a réfléchir a la mise en
place des bonnes pratiques d’utilisation des sangsues au CHU Amiens-Picardie : tragabilité,
protocole de changement de 1’eau, controle bactériologique de 1’eau de conservation,
décontamination externe des sangsues avant dispensation. Cette réflexion représente la

troisieme partie du travail personnel de cette thése.
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C. Proposition _d’un_protocole d’analyse bactériologique de I’eau de

conservation

Objectifs :
Etablir un protocole d’analyse bactériologique des eaux de conservation des sangsues,

reflet de la flore bactérienne présente chez 1’animal.

Etablir une périodicité de changement de 1’eau de conservation en fonction de la

charge bactérienne.

Matériels et méthodes :

Cette partie de I’étude a été réalisée pendant la période allant de Septembre 2019 a
Octobre 2019.
Deux lots de sangsues étaient alors disponibles a la pharmacie du CHU (Fig. 19).
Les résultats des cultures en nappe des eaux de conservation lors du cas clinique de 2017 nous

ont conduits a proposer un nouveau protocole.

Figure 19 : Lots de sangsues

1. Culture-numération

La culture-numération a été réalisée par étalement de 100 pL sur plusieurs milieux de
culture (GS, CPS, MCK), a partir d’un échantillonnage de 100 mL d’eau (Fig. 20).
Chaque culture-numeération a été réalisée a 2 reprises (reproductibilité).
Les géloses ont été incubées pendant 24-48 heures a une température de 35 £ 2°C, en

atmosphere aérobie, conformément aux recommandations du fournisseur.
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Etaler 100 uL a
I’oese

Incubation
24-48h a
35+ 2°C

. . Dénombrement
g 2 et Identification

Figure 20 : Ensemencement de I’eau de conservation

100 mL

2. Identification des bactéries isolées

L’identification des colonies fraichement isolées a
¢été réalisée a I’aide d’un spectrometre de masse MALDI-

TOF-MS (Briiker Biotyper).

Le spectrometre de masse est couplé a un logiciel dédié a
I’interprétation des spectres protéiques obtenus. Le
résultat obtenu est un ensemble de pics ou spectre de
masse représentant les rapports masse/charge (m/z) des

ions détectés selon l'axe des abscisses et l'intensite relative

de ces ions selon 1'axe des ordonnées.

Ce spectre de masse peut alors étre comparé aux milliers de spectres de référence contenus

dans la base de données fournie par Briiker.

Le résultat de 1’identification apparait sous la forme d’un score de corrélation entre le spectre

obtenu et le spectre de référence le plus proche identifié. Le score est compris entre 0 et 3.

Un score >2 confére une identification a 1’espece, un score entre 1,7 et 1,99 une identification

au genre, un score < 1,7 ne permet pas une identification en 1’état de la souche considérée.
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3. Tests de sensibilité aux antibiotiques (Antibiogrammes)

Les antibiogrammes ont ¢été réalisés par méthode de diffusion en gélose,

conformément aux recommandations CA-SFM/EUCAST 2018.

Une suspension bactérienne en solution salée de turbidimétrie équivalente a 0.5 McFarland a
¢té préparée a partir d’'une culture de 24 heures. L’ensemencement a été réalisé par
¢couvillonnage sur une gélose Mueller Hinton selon les recommandations du CA-

SFM/EUCAST.

Le dépot des disques est effectu¢ 15 minutes apreés ensemencement des milieux. Les

antibiogrammes sont incubés a 35 + 2°C en aérobiose pendant 20 + 4h.

La sensibilité aux molécules d’antibiotiques d’usage commun chez I’homme, figurant sur la

liste standard du CA-SFM/EUCAST 2018 a été testée.

Les diameétres critiques référencés par CA-SFM/EUCAST 2018 ont permis de catégoriser les

isolats.

Résultats :
Plusieurs espéces bactériennes ont été identifiées sur les 2 lots d’eau de conservation,

dont des Aeromonas, des entérobactéries et des bactéries environnementales (Tableau VIII).

Lots de ’eau
de

Date . Bactéries retrouvées Espéce prédominante
conservation
analysés
A. veronii bv sobria, C. gilenii, C.
19486/A maltaromaticum, A. veronii by A. veronii bv sobria
Septembre veronii, Pseudomonas spp.
— Octobre
2019

A. veronii bv sobria, C. gilenii, A.
19585/B veronii bv veronii, S. putrefaciens, A. veronii bv sobria
Pseudomonas spp.

Tableau VIII : Résultats bactériologiques des eaux de conservation des sangsues
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Les Aeromonas, donnent des colonies productrices de B-glucuronidase, colorées en

rose avec un contour blanchatre sur le milieu CPS (Fig. 21).

La taille des colonies est variable en fonction de I’espece d’Aeromonas :
e Petites pour 4. veronii bv sobria.
e Grosses pour A. veronii bv veronii ou A. hydrophila.

Les Citrobacter donnent des colonies productrices de B-glucosidase colorées en vert a brun-
vert avec un contour blanchatre. Elles sont muqueuses aux contours irréguliers.
Les especes du genre Pseudomonas donnent des colonies transparentes.

Les colonies de Shewanella putrefaciens apparaissent colorées en orange.

Citrobacter gilenii

V0

[ &

Aeromonas veronii bv sobria

Shewanella putrefaciens

Pseudomonas spp.

e 3
Ll

Figure 21 : Résultat de culture de 1I’eau de conservation sur CPS

Chaque culture-numération a été réalisée a 2 reprises et une moyenne a été effectuée.
Le milieu CPS, grace aux capacités métaboliques des bactéries a permis de réaliser une
numeération aisée de chaque aspect de colonies.

Le dénombrement des colonies est réalis€¢ en UFC (Unité formant colonie) /mL (Tableau IX).
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Especes Nombre moyen de colonies | Numération (UFC/mL) du lot B
A. veronii by sobria 125 1250
C. gilenii 13 130
Pseudomonas spp. 20 200
S. putrefaciens 6 60

Tableau IX : Numération des colonies de la figure 21

Les bactéries identifiées en majorité et retrouvées dans chaque échantillonnage d’eau, étaient
9

Aeromonas veronii bv sobria et Citrobacter gilenii. La numération moyenne de ces 2

bactéries en fonction de la périodicité des renouvellements d’eaux a été réalisée.

Les changements d’eaux avaient lieu 3 fois par semaine. Les jours, ou le renouvellement de

I’eau a été effectué, sont indiqués sur la figure 22.

Une diminution de la quantit¢é des bactéries est observée, en général, les jours du

renouvellement de I’eau et une augmentation est constatée des le lendemain (Fig. 22). Une

diminution de 25% en moyenne des Aeromonas veronii bv sobria est notée. Une diminution

des Citrobacter est, également, observée mais a des quantités variables en fonction du lot (7%

et 40% en moyenne en moins, pour les lots A et B testés, respectivement) (Tableau X).
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Nombre

Citrobacter gilenii

UFC/mL N — quantité
/ \ d'Aeromonas veronii
1200 / \ bv sobria
/\ /\/ \ quantité de

1000

800 - —\
600 - —
400 -

/

200

Jour du changement de
I’eau

<

0 .

jeudi 12/09/2019|

mard1 10/09/2019]
venaredl

mercredi 11/09/2019

mardi 17/09/2019
mercredi 18/09/2019

jeudi 19/09/2019
mardi1 24/09/2019

mercredi 25/09/2019

jeudi 26/09/2019
vendredi 27/09/2019

lundi 30/09/2019
mardi 01/10/2019

mercredl 02/10/2019)

D Jour sans changement
= E de I’cau

Jour du prélévement

lundi 07/10
mardi 08/10]

Figure 22 : Evolution du nombre de bactéries isolées en fonction de la périodicité du

renouvellement de ’eau

Nom de I’espéce

Aeromonas veronii by

sobria

Citrobacter gilenii

Lot testé

Lot A

Lot B

Lot A Lot B

Moyennes du
nombre de colonies
avant le
renouvellement de
I’eau (UFC/ml)

766

858

99 386,7

Moyennes du
nombre de colonies
apres le
renouvellement de
I’eau (UFC/ml)

560

636,25

92 156,25

Evolution (%)

-26,9%

-25,9%

-7,6% -40,4%

Tableau X : Movennes du nombre de colonies d’4. veronii by sobria et de C. gilenii avant et

apres le renouvellement de ’eau
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Des antibiogrammes ont été réalisés sur toutes les especes identifiées (Tableau XI).

Parmi les souches d’Aeromonas isolées, les Aeromonas veronii bv sobria étaient
sensibles aux antibiotiques testés, alors que les 2 souches d’Aeromonas veronii bv veronii
exprimaient une pénicillinase naturelle (résistance a la ticarcilline).

Les 2 souches de Citrobacter gilenii exprimaient une pénicillinase naturelle (résistance a
I’ampicilline et la ticarcilline).
Shewanella putrefaciens exprimait une céphalosporinase de bas niveau (résistance a la

céfalotine) associée a une résistance au cotrimoxazole.

Bactéries Phénotypes de Résistance Résistance
. Nombre L . . .
retrouveées d’espéce isolée résistance aux 3- | cotrimoxazole | fluoroquinolones
p lactamines (%) (%)
Pénicillinase
C. gilenii 2 naturelle de bas 0 0
niveau
A veronii by Pénicillinase
) . 2 naturelle de bas 0 0
veronii !
niveau
A verontt by 2 Absence 0 0
sobria
Céphalosporinase
S. putrefaciens 1 naturelle de bas 100 0
niveau

Tableau XI : Phénotypes de résistance des espéeces isolées dans I’eau de conservation
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D. Proposition d’un protocole de décontamination des sangsues avant

dispensation dans les services cliniques

Objectif :
Etablir un protocole de décontamination des sangsues afin de réduire la charge
bactérienne présente au niveau de la flore mésophile des sangsues et par conséquent, diminuer

le risque infectieux.

Matériels et méthodes :
En septembre 2019, 12 sangsues de 2 lots différents (lot 19486/A et 19585/B)

disponibles a la pharmacie du CHU ont été analysées. Ces 2 lots ont été réceptionnés en Aofit

2019.

1. Etude de la flore mésophile totale des sangsues

Les sangsues ont été ramenées a température ambiante afin de retrouver leur activité
normale. Chaque sangsue a été déposée a la surface soit d’une GS, ou soit d’une CPS,

pendant une durée de 15 minutes (Fig. 23).

Les milieux de culture ont été incubés dans les mémes conditions que celles décrites

précédemment.

Figure 23 : Culture d’une sangsue sur CPS
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2. Etude de la flore mésophile aprés décontamination externe

Les mémes sangsues ont subi un premier bain de 15 secondes soit de :

e Chlorhexidine 0,02% aqueuse (4 sangsues).

e Dakin® (4 sangsues).

e Les 4 dernicres sangsues ont servi de témoin sans traitement et ont été rincées avec

de I’eau physiologique stérile.

Apres traitements et afin de limiter 1’effet rémanent des antiseptiques, toutes les sangsues ont
¢été placées dans un bain d’eau physiologique pendant 15 secondes.

Afin d’¢étudier I’effet de la décontamination, les sangsues ont ét¢ transférées sur de nouveaux
milieux de culture pendant une durée de 45 minutes (Fig. 24). Les boites de culture ont été

incubées 24- 48h a 35 £2°C en atmosphere aérobie.
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1- Déposer pendant 15 minutes, 12 sangsues (6 du lot A et 6 du lot B) a
la surface de 6 GS et a la surface de 6 CPS

e i o — — i

2- Traitement décontaminant pendant 15 secondes : 4 sangsues par
traitement

_— — S —
—_—

P —

\ J \ I““)\ -
| [ 1

Eau physiologique Chlorhexidine Dakin®
(Témoin négatif)

3- Bain d’eau physiologique stérile pour chaque sangsue pendant 15
secondes

-
b

12 pots

4- Transférer les sangsues a la surface de nouvelles GS et CPS
pendant une durée de 15 minutes pour I’étude de I’action du
traitement

— — s — — —

5- Transférer a la surface de nouvelles GS et CPS pendant 30 minutes
pour I’étude de la durée de persistance de I’action du traitement

e — el — — e

Figure 24 : Protocole de décontamination externe des sangsues
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Résultats :

1. Flore mésophile totale des sangsues

A. veronii biovar veronii, A. veronii biovar sobria, C. gilenii, Pseudomonas spp. sont les

principales bactéries identifiées sur les 2 lots de sangsues (Tableau XII).

Les mémes bactéries ont été isolées au niveau de la flore mésophile de chacune des
sangsues d’un méme lot étudié. Une culture en nappe a été obtenue. A. veronii bv sobria était

la bactérie prédominante.

Pratiquement toutes les mémes especes bactériennes ont été trouvées dans 1’eau de
conservation des sangsues. En effet, seul C. maltaromaticum n’est pas retrouvé dans la flore

mésophile des sangsues.

Date Lots des sangsues Bactéries retrouvées Espeéce prédominante
analysées
A. veronii bv sobria, C. gilenii,
19486/A A. veronii bv veronii, A. veronii bv sobria
Septembre Pseudomonas spp.
— Octobre
2019 A. veronii bv sobria, C. gilenii,
19585/B A. veronii by veronii, A. veronii bv sobria
Pseudomonas spp., S.
putrefaciens

Tableau XII : Résultats bactériologiques de la flore mésophile des sangsues

Un antibiogramme a été réalisé sur chaque espéce bactérienne et les mémes phénotypes de

résistance que ceux des bactéries de I’eau de conservation ont été retrouvés (Tableau XIII).

Aeromonas veronii bv sobria étaient sensibles aux antibiotiques testés, alors que les 2
souches d’Aeromonas veronii bv veronii exprimaient une pénicillinase naturelle (résistance a
la ticarcilline).

Les 2 souches de Citrobacter gilenii exprimaient une pénicillinase naturelle (résistance a
I’ampicilline et la ticarcilline).
Shewanella putrefaciens exprimait une céphalosporinase de bas niveau (résistance a la

céfalotine) associée a une résistance au cotrimoxazole.
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Bactéries Phénotypes de Résistance Résistance
. Nombre L . . .
retrouvées d’espéce isolée résistance aux pB- | cotrimoxazole | fluoroquinolones
p lactamines (%) (%)
Pénicillinase
C. gilenii 2 naturelle de bas 0 0
niveau
A veronii by Pénicillinase
) .. 2 naturelle de bas 0 0
veronii :
niveau
A verontt by 2 Absence 0 0
sobria
Céphalosporinase
S. putrefaciens 1 naturelle de bas 100 0
niveau

Tableau XIII : Phénotypes de résistance des espéces isolées dans la flore des sangsues

2. Flore mésophile apres la décontamination externe

Une culture positive a été obtenue dans 100% des cas apreés une décontamination des

sangsues a 1’eau physiologique (Fig. 25).

__4

Figure 25 : Culture avant décontamination (1), apreés décontamination (2) et 45 minutes apres

décontamination (3) avec de I’eau physiologique

Une culture négative a été¢ obtenue dans 100% des cas aprés une décontamination a la

chlorhexidine. L’activité était encore efficace 45 minutes apres le traitement décontaminant,
dans 75% des cas (Fig. 26).
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Figure 26 : Culture avant décontamination (1), aprés décontamination (2) et 45 minutes apres

décontamination (3) avec de la chlorhexidine

La décontamination des sangsues au Dakin® a été efficace dans seulement 50% des
cas. La culture des sangsues a été positive dans 100% des cas, 45 minutes apres le traitement

décontaminant (Fig. 27).

Figure 27 : Culture avant décontamination (1), aprés décontamination (2) et 45 minutes apres

décontamination (3) avec du Dakin®
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L’usage des sangsues est actuellement réservé aux hodpitaux, et principalement aux
services de CMF, chirurgie plastique et chirurgie orthopédique. Leur indication principale est
la congestion veineuse lors de la greffe de membre ou lors de la reconstruction par lambeaux
(2,77,78).

Les sangsues sont utilisées pour améliorer le retour veineux et drainer les tissus, permettant
ainsi qu’une néovascularisation veineuse se mette en place. La succion des sangsues stimule
I’irrigation des tissus menacés de nécrose, favorise la restauration de 1’anastomose des
capillaires et accélere le processus de décongestion des hématomes et de désengorgement des
greffons (2). Plusieurs études ont montré une efficacité de 1’hirudothérapie de 61 a 78% (32,
78). Cependant, I'utilisation des sangsues peut étre a I’origine d’effets indésirables.

Les principaux risques associés a I’hirudothérapie sont I’anémie et les infections bactériennes.
I1 existe un risque de contamination avéré lors de la morsure de la sangsue ou lorsque celle-ci
est agressée et qu’elle régurgite du sang. L’infection a Aeromonas est 1’effet indésirable le
plus fréquent, avec comme conséquences, un risque majeur d’échec de la reconstruction par
lambeaux ou la réimplantation d’un greffon.

Au CHU d’Amiens-Picardie, ces deux principaux effets indésirables ont été retrouvés dans
I’étude rétrospective que nous avons menée. L’anémie a été retrouvée dans 64% des cas, 54%
des patients ont nécessité une transfusion sanguine. Dans 27% des cas, une infection a
Aeromonas a été décelée. Le taux d’échec global de I’hirudothérapie a été¢ de 37,8%. Ce taux
est passé a 80% en cas d’infection a Aeromonas.

Une méta-analyse décrivant 277 cas cliniques liés a 1’utilisation des sangsues, a montré un
taux d’infection a Aeromonas de 14,4% (32). Le taux d’échec global li¢ a I’hirudothérapie
¢tait de 22%. Ce taux passait a 62,6% en cas d’infection et les infections a Aeromonas

représentaient 90% des cas (32).

Afin de réduire le risque infectieux, la mise en place de plusieurs mesures de bonnes
pratiques d’utilisation des sangsues s’impose (bonne tragabilité, surveillance bactériologique
des eaux de conservation pour une antibioprophylaxie la mieux adaptée et une
décontamination préalable des sangsues avant dispensation), comme cela a déja été décrit (77-

79).

La premiere mesure consiste en la tragabilité des lots de sangsues qui permettra une

meilleure investigation de I’origine des infections. En France, une enquéte sur les pratiques
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d’utilisation de I’hirudothérapie a ét¢ menée et a montré que seuls 39,1% des CHU assurent

une tracabilité et un enregistrement des différents lots (79).

Au CHU d’Amiens- Picardie, suite au cas clinique a A. hydrophila BLSE (76), plusieurs
formulaires ont ét¢ mis en place, a la pharmacie et ce, afin d’assurer une meilleure

tragabilité (formulaire de délivrance, formulaire a la réception des sangsues).

La deuxiéme mesure consiste en un renouvellement de 1’eau de conservation des
sangsues qui €tait réalisé jusqu’en 2018, selon les recommandations de Ricarimpex®, une fois
par semaine. L’enquéte nationale a montré que ces recommandations n’étaient respectées que

par 65,2% des CHU (79).

Depuis 2019, le fournisseur préconise un renouvellement de I’eau tous les 2 jours, en accord

avec les recommandations de la FDA aux USA.

Ce travail de these a, en effet, montré que la charge bactérienne était moins importante les
jours ou un renouvellement de 1’eau de conservation des sangsues a ¢été effectu¢. Un
renouvellement tous les 2 jours, a permis de diminuer significativement la charge bactérienne

et par conséquent une diminution du risque infectieux éventuel.

La troisiéme mesure consiste en un contréle bactériologique régulier de I’eau de
conservation des sangsues. Cette mesure a mettre en place est importante pour la prévention
du risque infectieux. En France, I’enquéte réalisée a montré que seuls deux CHU sur 23
réalisent des contrdles bactériologiques de 1’eau de conservation des sangsues (79). Un CHU
réalise un contréle a la réception des sangsues ou dés que ’eau est trouble. L’autre CHU
réalise un controle mensuel (79). Au CHU d’Amiens-Picardie, & ce jour, aucune analyse

bactériologique n’est réalisée.

Une analyse bactériologique réguliere de I’eau serait souhaitable a chaque réception de

nouveaux lots et, également, mensuellement.

Une surveillance bactériologique réguliére permettra d’établir I’écologie bactérienne de I’eau
de conservation des sangsues et de déterminer les phénotypes de sensibilité aux antibiotiques
des bactéries présentes. Une antibioprophylaxie la plus adaptée pourra ainsi étre utilisée (80,
81).

L’intérét de I’antibioprophylaxie au cours de I’hirudothérapie a été démontré par plusieurs

auteurs (81- 84), mais elle n’est utilisée de manicre systématique que par 21,7% (5 sur 23) des
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hopitaux Francais (79). Ceci souligne un manque d’information évident du personnel médical

pour cette infection nosocomiale.

Les antibiotiques les plus fréquemment utilisés sont les fluoroquinolones, le triméthoprime /
sulfaméthoxazole et les C3G (82- 85). En France, les CHU proposant une antibioprophylaxie,
recommandent soit, les fluoroquinolones (2 CHU), soit, le triméthoprime / sulfaméthoxazole
(2 CHU), soit, ’augmentin (1 CHU). Dans 4 CHU sur 23, ce traitement est maintenu pendant
toute la durée de I’hirudothérapie (79). Ces données montrent qu’il n’existe aucune

standardisation des pratiques.

Plusieurs études recommandent de débuter 1’antibioprophylaxie avant ou des ’application des
sangsues. L’antibioprophylaxie doit durer aussi longtemps que 1’hirudothérapie (85, 86).
Certains auteurs ont suggéré de maintenir cette antibioprophylaxie jusqu’a cicatrisation (82,

86).

Un autre probléme de I’hirudothérapie est, également, ’apparition de nombreux cas
d’infections a Aeromonas résistants aux antibiotiques. En effet, depuis 2010, plusieurs auteurs
ont rapport¢ 1’émergence de souches d’Aeromonas résistantes, particuliérement aux
fluoroquinolones et aux C3G (87- 93); antibiotiques préconisés dans I’antibioprophylaxie.
L’augmentation du taux de résistance aux fluoroquinolones et aux C3G des bactéries isolées
chez les sangsues peut s’expliquer par 1’utilisation du sang de volaille. Le sang de bovin a été
remplacé, en 2002, par le sang de volaille et ce, pour éviter le risque de transmission de la
maladie de Creutzfeldt-Jakob.

Or, en Europe, les fluoroquinolones et les C3G étaient utilisées pour la prévention du risque
de colibacilloses aviaires (93, 94) ; infections bactériennes les plus fréquentes (95, 96). Les
¢leveurs ont été contraints d’utiliser ces antibiotiques pour limiter une perte de leur élevage
(93).

Jusqu’en 2006, les antibiotiques étaient, également, utilisés par les €leveurs comme facteurs
de croissance (97). En effet, I'utilisation des antibiotiques a faible dose, permettait une
augmentation de la vitesse de croissance des animaux ainsi qu'une diminution de 1’indice de
consommation (98). L’utilisation des antibiotiques en général et des fluoroquinolones et C3G
en particulier a été alors intempestive avec comme conséquence une augmentation du taux de
résistance (93).

Les chiffres de ’ANSES (Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de l'alimentation, de

I'environnement et du travail) confirment ces informations. La résistance des E. coli aux
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fluoroquinolones, en 2010, a atteint un pic d’environ 13% chez les volailles. Le rapport
Résapath 2018 (Réseau d’épidémiosurveillance de 1’antibiorésistance des bactéries
pathogénes animales) a montré que les sangsues nourries avec du sang de volaille dans les
années 2010, ont été largement exposées aux fluoroquinolones (99). En effet, plusieurs
équipes ont rapporté des cas de résistance aux fluoroquinolones des Aeromonas isolés chez
des sangsues depuis 2010 (87- 89, 90, 93).

L’exposition des sangsues provient également, des eaux ou des sols contaminés par les
fluoroquinolones pendant la période d’¢élevage (100). Plusieurs études ont montré la présence
de fluoroquinolones dans les eaux usées d'élevage, les eaux de riviere et le fumier (100- 102).
La Ciprofloxacine résiste a la dégradation en milieu aqueux et peut rester sous forme active
pendant de longues périodes (100). Une exposition, méme minime est suffisante pour assurer
la persistance a long terme de la résistance des Aeromonas a la ciprofloxacine (100).

Afin de limiter I’exposition des sangsues aux antibiotiques, un programme de surveillance des
taux de fluoroquinolones dans I’environnement et chez la volaille devrait étre mis en ceuvre

par le fournisseur.

L’¢évolution de la résistance aux C3G est similaire. Une augmentation du nombre de souches
d’E. coli aviaires résistantes, a été notée des les années 2000. Un pic de résistance aux C3G
(23%) a ét¢ atteint en 2010 (94, 99). Parallelement, depuis cette période, plusieurs équipes ont
rapporté des cas d’infections a Aeromonas résistants aux C3G (76, 91, 92, 103, 104) et ce
malgré les différents plans mis en place par les autorités (plan Ecoantibio 2012 et 2017) pour

diminuer la consommation des fluoroquinolones et des C3G (105).

Afin de réduire le risque d’infection liée a 1’hirudothérapie, des alternatives a
I’antibioprophylaxie ont été décrites.
Certains auteurs ont préconis¢ de stériliser 1’intestin de sangsue des agents pathogénes en les
plongeant dans une solution antibiotique (tétracycline) pendant 12 heures (34).
D’autres équipes ont traité¢ les sangsues avec du céfotaxime ou de la ciprofloxacine et ont
réussi a éradiquer les bactéries du tube digestif (106- 108).
La symbiose entre sangsues et Aeromonas €tant obligatoire pour la digestion du sang, une
¢radication totale des Aeromonas, comme le préconisent ces auteurs, n’est pourtant pas
I’objectif a atteindre.
L’¢étude de 1’équipe Montpelliéraine, publiée en 2018, indique que la décontamination externe

devrait étre recommandée afin d’éviter le risque infectieux (79). Cela permettrait de réduire la
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présence des bactéries de la flore mésophile des sangsues, tout en gardant la symbiose

obligatoire dans le tube digestif.

Actuellement, seuls 39% (9/23) des hopitaux Francais effectuent une décontamination externe
a I’aide de la chlorhexidine (77,7%) ou de la gentamicine (22,3%) (79).

Au CHU d’Amiens, aucun protocole de décontamination externe des sangsues n’est utilisé.
Des modalités de décontamination des sangsues ont été décrites par plusieurs équipes, comme
par exemple de plonger les sangsues dans une solution de chlorhexidine a 0,02% pendant 15
secondes, suivie de ringages avec de I’eau stérile (77, 85).

Ce protocole a montré la meilleure efficacité dans notre travail de theése. La chlorhexidine est,
de plus, une molécule dotée d’un effet rémanent.

Les dérivés chlorés sont néfastes pour les sangsues et sont responsables de la régurgitation des
bactéries et donc d’un risque infectieux accru (22). Les résultats obtenus dans notre travail

confirment les données de la littérature.

Compte-tenu de nos résultats, nous préconisons une décontamination externe qui
devrait étre effectuée par le service prescripteur dans I’heure qui précede 1’application des
sangsues. Comme cela a déja été décrit, la décontamination externe garantit un état presque
exempt de bactéries pendant au moins une heure, tout en préservant les capacités de succion
des sangsues (79). Une antibioprophylaxie est, ¢galement, préconisée en association (4, 79, 86,

87).
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CONCLUSION
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Les pratiques liées aux sangsues sont multiples et variées au sein des différents CHU,
en France. Elles différent a tous les niveaux (conditions de conservation, fréquence du
renouvellement de I’eau, contrdle bactériologique, décontamination  externe,
antibioprophylaxie).

L’utilisation des sangsues n’est pas totalement maitrisée ni au CHU d’Amiens-Picardie, ni
dans la majorit¢ des autres hdpitaux, en raison d’un manque de recommandations du
fournisseur.

En 2019, Ricarimpex® a actualis¢ ses pratiques, notamment sur la fréquence du
renouvellement de 1’eau de conservation, mais les recommandations restent insuffisantes. Ce
manque d’informations a été a I’origine de nombreuses infections a Aeromonas ces dernieres
années.

Ce risque infectieux a une répercussion non négligeable sur le risque d’échec de la

reconstruction par lambeaux ou de la réimplantation d’un membre.

Ce travail de thése a montré que la mise en place d’une tragabilité¢, le contrdle
bactériologique régulier de 1’eau, le renouvellement 3 fois par semaine de I’eau de
conservation des sangsues et la décontamination externe des sangsues avant leur application

sont des pratiques de base nécessaires a la diminution du risque infectieux.

Les problemes de santé publique liés a 1’utilisation des sangsues médicinales sont peu connus
par les différents acteurs de la santg.
Des lignes directrices de la Haute Autorité de Santé sont indispensables, tout comme la mise a

disposition des informations sur les risques liés a I’hirudothérapie.
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PERSPECTIVES
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Deux travaux seront effectués a la suite de cette these.

Un travail sera entrepris pour déterminer I’impact des mesures mises en place sur les

taux d’infections liées aux sangsues a partir de 2019 au CHU d’ Amiens-Picardie.

Une étude multicentrique rétrospective non interventionnelle sera réalisée. L’objectif
principal étant de définir la prévalence nationale des infections bactériennes liées a

I’hirudothérapie sur une période allant de 1 a 5 ans.
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FLOUG Quentin

Hirudothérapie et risque infectieux, au CHU d’Amiens-Picardie.
Proposition de mise en place de protocoles de surveillance bactériologique de I’eau de
conservation et de décontamination des sangsues.

Thése pour le diplome d’état de docteur en pharmacie
Université de Picardie Jules Verne
Année universitaire 2019/2020

Mots-clés : Hirudothérapie, sangsues, lambeaux, Aeromonas, infections,

antibiorésistance, décontamination

Résumé :

Les sangsues sont des petits invertébrés hématophages qui sont utilisées en médecine
en raison de leurs nombreuses propriétés, notamment anticoagulantes et anti-inflammatoires.

Actuellement, I’hirudothérapie ou thérapie par la sangsue est principalement indiquée

en cas de congestion veineuse, dans le cadre de la reconstruction par lambeau ou de la
réimplantation d’un membre.
Les Aeromonas sont des bactéries vivant en symbiose dans le tube digestif des sangsues, qui
apportent des enzymes indispensables a la digestion du sang ingéré par I’annélide. Cependant,
lors de la morsure de la sangsue, une infection cutanée a Aeromonas peut se produire, avec en
conséquence, un risque important de rejet du lambeau.

En 2018, un cas clinique d’infection a 4. hydrophila B-lactamase a spectre étendu li¢e

aux sangsues, provoquant une nécrose partielle de lambeau, a été a I’origine d’une réflexion
sur le sujet. Nous avons alors effectué¢ une étude rétrospective observationnelle de 1’utilisation
de I’hirudothérapie et de ses conséquences, au CHU d’Amiens-Picardie, sur une période de 9
ans (2010- 2018). Dans cette étude, 27% des patients ont été infectés par Aeromonas et un
lien a été montré entre 1’échec de la reconstruction par lambeau et I’infection a Aeromonas
(p<0.000).
Un des objectifs de ce travail de thése est, également, de proposer des bonnes pratiques
d’utilisation des sangsues (surveillance bactériologique de 1’eau de conservation,
décontamination externe) afin de réduire le risque infectieux 1i¢ a 1’hirudothérapie et la
résistance aux antibiotiques par le choix d’une antibioprophylaxie la mieux adaptée.
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