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1. Introduction

1.1. Généralités

Les carbapénemes sont la classe d’antibiotiques la plus puissante parmi les B-lactamines.
La premiere molécule découverte a été la thienamycine en 1976 a partir d’une bactérie a
Gram positif, Streptomyces cattleya. Des dérivés ont été obtenus par synthese:

imipénéme, méropéneme, ertapéneme et doripéneme principalement.

Comme toutes les B-lactamines, ils agissent en se liant aux Protéines de Liaison aux
Pénicillines (PLP), en inhibant les réactions de transpeptidation nécessaires au maintien
de la structure de la paroi bactérienne. La traversée de la membrane externe pour
accéder au peptidoglycane composant la paroi est facilitée chez les bactéries a Gram

négatif par des porines, aussi appelés OMP (Outer Membrane Porin).

Les carbapénémes ont un spectre d’activité tres large, autant sur les bactéries a Gram
positif, que les bactéries a Gram négatif. lls ont une stabilité importante face a la plupart
des B-lactamases. Cependant, il existe des B-lactamases capables d’hydrolyser les
carbapénémes, ainsi que les autres B-lactamines. Ces carbapénémases se répartissent
selon la classification moléculaire d’Ambler parmi les classe A (sérine B-lactamase), classe

B (métallo-enzymes nécessitant un ion bivalent), et classe D (OXA sérine B-lactamase).

Les carbapénémases les plus importantes, les régions les plus endémiques et le profil de

résistance antibiotique associé sont récapitulés dans le tableau | :

Tableau | - Epidémiologie des principales carbapénémases (1)

Classification | Type Epidémiologie Profil de résistance
d’Ambler
A: sérine - - Klebsiella pneumoniae Amérique du Nord Résistance a toutes les
lactamase carbapenemase (KPC) Europe: Gréce /ltalie B-lactamines
Israél
Chine
B: métallo- - New-Delhi-metallo-B- Asie Résistance a toutes les
enzymes lactamase (NDM) Grece B-lactamines sauf
- IMP carbapenemase (IMP) I'aztréonam
- Verona integron-encoded
metallo-B-lactamase (VIM)
D: OXA sérine |- OXA-48-like Pays méditerranéens | Faible hydrolyse des
B-lactamase carbapenemase (OXA-48) (Turquie) pénicillines et
Moyen-Orient carbapénemes
Céphalosporines non
hydrolysées
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En France, les carbapénémases les plus rencontrées chez les Enterobacteriaceae sont de
type OXA-48-like, et parfois de type NDM. Elles représentaient respectivement 85,6% et
8,5% des isolats recus par le Centre National de Référence (CNR) de Résistance aux
Antibiotiques entre 2012 et 2014. Parmi les Entérobactéries Productrices de
Carbapénémases (EPC) du genre Enterobacter, 82,1% étaient porteurs d’'une enzyme de
type OXA-48-like tandis que respectivement 4,9% et 7,3% produisaient une
carbapénémase de type NDM ou VIM (2). Un lien épidémiologique avec des voyages en
Afrique du Nord (Maroc) ou le Moyen-Orient était fréquent pour les patients porteurs de
souches OXA-48-like, alors que des voyages dans le sous-continent Indien (parfois
I’Afrique du Nord ou le Moyen-Orient) étaient associés aux enzymes de type NDM. Les
isolats de type VIM étaient fréquemment retrouvés pour des patients en relation avec le

Moyen-Orient (2,3).

1.2. Entérobactéries Productrices de Carbapénémases (EPC)

Les bactéries de la famille des Enterobacteriaceae jouent un réle majeur dans les
infections communautaires et nosocomiales. Une identification précise et rapide des
souches productrices de carbapénémases est d’importance primordiale pour plusieurs

raisons :

- Ces enzymes étant majoritairement codées par des genes portés par des éléments
génétiques mobiles (plasmides), elles sont capables de disséminer horizontalement a
travers les especes. Les EPC sont classées parmi les Bactéries Hautement Résistantes
Emergentes (BHRe) et leur dépistage chez un sujet hospitalisé entraine des mesures
drastiques d’hygiene, de dépistage des sujets contacts, et d’organisation du personnel
de soin. La prise en charge sera d’autant plus simple que la détection et les mesures
seront précoces (4).

- Les souches d’EPC sont fréquemment, en dehors de la résistance aux B-lactamines,
résistantes aux autres classes d’antibiotiques telles que les aminosides ou les
guinolones. Les options thérapeutiques peuvent étre trés limitées : la colistine est
parfois utilisée avec le probleme de sa toxicité et I'apparition de résistances (5,6). La
tigécycline, une glycylcycline modifiée, atteint des concentrations plasmatiques
insuffisantes pour traiter les bactériémies, et une mortalité accrue et I'apparition de
résistances ont été décrites. La fosfomycine reste parfois sensible (S) et peut étre
utilisée pour les infections urinaires (7). Des combinaisons d’un carbapénéme (méme
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si résistant in vitro) avec une de ces molécules ont trouvé un effet synergique pour
certaines (8), et méme une bithérapie avec deux carbapénémes a montré une
efficacité in vitro (9) et en clinique (10). Peu de nouvelles molécules sont en
développement : parmi le ceftolozane-tazobactam et le ceftazidime-avibactam,
uniguement le dernier est actif contre les EPC (de classe A) (11).

- Ces souches peuvent étre plus virulentes (12). Une morbidité et mortalité accrues ont
été retrouvées associées a une infection par les EPC (13,14). En contraste, une
résistance aux carbapénemes due a d’autres mécanismes tels qu’une perte de porines
(associée a une céphalosporinase de haut niveau ou une BLSE) s’accompagne

fréquemment d’une diminution de capacité de réplication (15).

1.3. Souches d’Enterobacter sp. résistantes aux carbapénémes

Enterobacter cloacae et Enterobacter aerogenes sont les deux pathogénes majeurs a
I'intérieur du genre Enterobacter. Ce sont des bacilles a Gram négatif aéro-anaérobies
facultatifs non sporulants, pathogénes opportunistes surtout impliqués dans des
infections nosocomiales chez des patients fragilisés (16) : principalement bactériémies,
infections respiratoires et urinaires (17). lls sont naturellement résistants a I’'amoxicilline,
amoxicilline-acide clavulanique, céphalosporines de premiere et deuxieme génération a
cause d’une céphalosporinase chromosomique. Lors d’un traitement par des
céphalosporines de troisieme génération (C3G), la sélection de mutants spontanés au
niveau d’ampD qui surexpriment cette enzyme conduit a une résistance aux C3G (18-20)
(figure 1). Le céfépime reste actif mais I’association fréquente avec une BLSE compromet

le plus souvent son efficacité (21).
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Production d’AmpC : B-lactamine inductrice ou mutation d’ampD

O plactamine inductrice 1 réversible

porine

mb externe

= peptidoglycane

hydrolyse ...
des I
p-lactamines

AmpG AmpE mb plasmique

AmpD muté 2 jrréversible

— ﬁ cytoplasme

http://www.microbes-edu.org/mecanisme/conference/verdet2.pdf

Figure 1 - Schéma explicatif des mécanismes de production d'AmpC

La résistance aux carbapénémes est un phénomeéne rencontré assez fréquemment chez
Enterobacter sp., méme s’il n’existe pas de programme de surveillance systématique de la
fréquence de cette résistance en Europe pour ce genre (22). Robert et al. ont conduit en
2012 une étude prospective nationale en France qui a retrouvé 0,6% de souches non-
sensibles (NS) aux carbapénémes parmi toutes les entérobactéries non répétitives
incluses. 0,4% d’Enterobacter cloacae et 0,06% d’Enterobacter aerogenes NS aux
carbapénémes étaient retrouvés, ce qui représentait respectivement 8,2% de tous les
E. cloacae et 4,0% de tous les E. aerogenes. Aucune de ces souches NS ne produisait une
carbapénémase (23). Le mécanisme généralement retrouvé pour ces souches est
I’association d’une imperméabilité (par perte de porines) et d’une céphalosporinase
déréprimée (aussi appelée céphalosporinase de haut niveau (CHN)) chromosomique ou
d’une BLSE (3). Des céphalosporinases plasmidiques telles que CMY et DHA ont été
décrites chez Enterobacter sp. (24,25). Elles peuvent aussi causer une résistance aux

carbapénemes en s’associant a une imperméabilité.

18



1.4. Autres mécanismes responsables de résistance aux carbapénémes
chez Enterobacter sp.

La modification de la cible n’intervient pas dans la résistance aux carbapénemes des

Enterobacteriaceae (26).

Par contre, une expression diminuée des porines au niveau de la membrane externe peut
jouer un réle important dans la résistance aux carbapénemes, surtout lorsqu’elle
s'associe a d’autres mécanismes. Chez E. cloacae |'association d’une altération des
porines OmpF et OmpC a une céphalosporinase déréprimée a été trouvée liée a une
résistance a l'ertapéneme, tandis que la sensibilité au méropéneme et a I'imipéneme
était généralement conservée. Des mutations chromosomiques au niveau des génes
codant ces porines ainsi que leurs promoteurs étaient impliquées (19). Chez E. aerogenes,
la diminution de I’expression des porines OmpK35 et OmpK36 est associé a la résistance

aux carbapénémes (27).

Par ailleurs, les mécanismes d’efflux sont largement impliqués dans la multi-résistance
chez les Enterobacteriaceae. Ces pompes ubiquitaires amplifient les autres mécanismes
de résistance présents, favorisent I'acquisition de nouvelles résistances (en exposant les
germes a des concentrations d’antibiotique sub-inhibitrices), et participent a la virulence
des bactéries. lls constituent donc une cible thérapeutique intéressante. De localisation
chromosomique le plus souvent, de plus en plus de génes codant ces pompes d’efflux ont
été identifiés aussi sur des plasmides (28,29). Enterobacter exprime notamment un
systeme d’efflux tripartite AcrAB-TolC (appartenant a la famille RND) homologue a celui
extensivement décrit chez E. coli. Il a été retrouvé impliqué dans la résistance en
particulier aux macrolides et aux quinolones (30), mais son role dans la résistance aux
carbapénemes chez Enterobacter sp. n’a pas été clairement montré. Szabd et al. ont
trouvé une diminution des CMI de l'ertapénéme en utilisant I'inhibiteur de pompe
d’efflux phényl-argininine-B-naphtylamide (PABN) a 40 pg/mL sur une souche d’E. cloacae
porteuse de BLSE et d’une altération des porines. Néanmoins, le niveau d’expression
d’AcrB n’était pas augmenté (31). En contraste, Jacoby (32) et Doumith (33) n’ont pas
trouvé d’effet significatif sur la résistance a I’ertapéneme du méme inhibiteur de pompe
d’efflux respectivement a 80 pg/mL chez K. pneumoniae et a 100 pg/mL chez
Enterobacter sp. Le PABN a été décrit comme un inhibiteur compétitif qui se fixerait dans

la poche de liaison de I’antibiotique au niveau de la pompe d’efflux (34). Une autre
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molécule fréquemment utilisée est le carbonyl-cyanide-3-chlorophenylhydrazone (CCCP),
qui est un agent découplant de la phosphorylation oxydative. Il abolit le gradient de
protons au niveau membranaire nécessaire au fonctionnement des pompes d’efflux et

n’est donc pas un inhibiteur spécifique (35).

1.5. Problématiques de I’étude

Dans ce contexte, nous avons souhaité évaluer la proportion de résistance aux
carbapénémes et celle des carbapénémases parmi les souches du genre Enterobacter

isolées au CHU de Toulouse pendant une période d’un an.

Au sein de cette population, nous nous sommes intéressés a la performance de différents
tests de laboratoire pour une identification rapide, fiable et efficiente des éventuelles

souches productrices de carbapénémases.

Nous avons finalement voulu explorer I'implication d’éventuels mécanismes d’efflux dans
la résistance aux carbapénemes de ces isolats en utilisant deux inhibiteurs de pompe

d’efflux, le PABN et le CCCP.
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2. Matériel et Méthodes

2.1. Tests de détection des carbapénémases au laboratoire

Différents tests de laboratoire sont utiles a la détection des carbapénémases :

- Les tests phénotypiques présentent I'avantage d’étre moins colteux, faciles a mettre
en ceuvre et souvent déja bien implanté dans la routine du laboratoire. lls sont
capables de détecter I'émergence de nouveaux mécanismes de résistance.
Cependant, ils ont une sensibilité et spécificité limitées, et peuvent donc soit ne pas
identifier d'importants mécanismes soit induire des tests complémentaires inutiles et
plus colteux.

- Les tests génotypiques ont généralement une spécificité et sensibilité excellentes
pour les mécanismes recherchés (36,37). Parfois ils peuvent étre appliqués
directement aux échantillons prélevés et donner ainsi des résultats extrémement
rapides (38). Néanmoins ils sont souvent colteux ou nécessitent davantage de
compétences techniques. lls ne sont pas capables d’identifier I'émergence de

nouvelles enzymes. Ainsi leur utilisation en dépistage est limitée.

Ces tests peuvent étre divisés en tests de dépistage (peu colteux, intégration facile dans

la routine du laboratoire et sensibilité élevée) suivis en cas de positivité par des tests de

......

- Tests de dépistage :

o CMI de différents antibiotiques obtenues par antibiogramme automatisé utilisant la
culture en milieu liquide (Vitek®, MicroScan Walk-Away®, Phoenix™)

o Diametres des zones d’inhibition autour de disques d’antibiotiques diffusant sur
milieu gélosé: carbapénémes (ertapénéme, méropéneéme, imipéneme),
éventuellement témocilline et faropéneme

- Tests de confirmation :

o Eventuellement confirmation de la CMI par epsilometre

o Tests des disques/epsilométres combinés ou tests de synergie : mise en évidence de
I’'augmentation d’activité d’'un carbapéneme par 'ajout d’un inhibiteur spécifique de

la carbapénémase
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o Tests basés sur la détection de I'hydrolyse d’un carbapénéme (avec ajout éventuel
d’un inhibiteur) : spectrophotométrie, MALDI-TOF-MS (39), tests CarbaNP (40),
BlueCarba (41), BYG Carba (42)

o Test de Hodge modifié (MHT), OXA-48 disk test (43): mise en évidence a I'aide d’une
souche indicatrice de la dégradation d’un carbapéneme par la carbapénémase

o Tests immuno-chromatographiques (44)

o Tests génotypiques : PCR classique ou en temps réel, micropuces a ADN (37)

2.2. Souches bactériennes utilisées dans notre étude

Cette étude rétrospective incluait toutes les souches récupérables, non répétitives,
d’Enterobacter sp. NS a l'ertapénéme isolées de spécimens cliniques de patients du
Centre Hospitalier Universitaire de Toulouse de juillet 2015 a juillet 2016. Cet hopital
universitaire a environ 2986 lits et couvre approximativement une population de 1,5

millions de personnes.

Les isolats ont été identifiés en utilisant un systeme de spectrométrie de masse MALDI-
TOF (MALDI Biotyper microflex LT ; Bruker Daltonics, Billerica, MA) selon les instructions
du fabricant. Il n’a pas été conduit d’identification d’espece a l'intérieur d’Enterobacter

cloacae complex.

La non-sensibilité a I'ertapéneme a été déterminée grace aux résultats de routine d’un
systeme automatisé Vitek2® (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France) en utilisant les valeurs

critiques du CASFM 2015, c’est-a-dire une CMI strictement supérieure a 0,5 mg/L.

Tous les tests ont été exécutés en utilisant des colonies bactériennes proches d’un disque

d’ertapéneme.

Pour des échantillons (tirés au sort) de 30 isolats parmi les 76 souches NS a I'ertapénéme
et 30 isolats S a I'ertapéneme isolés pendant la méme période, les caractéristiques
cliniques des patients ont été comparées (infection nosocomiale ou communautaire,
durée de séjour inférieure ou supérieure a 7 jours, et type de service). Une infection
nosocomiale a été définie par la survenue d’une infection aprés plus de 48 heures

d’hospitalisation, ou avec antécédent d’hospitalisation dans les 3 mois précédents.
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2.3. Analyse moléculaire par PCR

Les isolats ont été testés par PCR a la recherche de la présence de genes codant des
carbapénémases en utilisant des méthodes multiplex décrites précédemment (36,45). A
la suite d’'une optimisation avec des souches controles porteuses des genes blaGES,
blaOXA-48, blaKPC, blalMP, blaVIM et blaNDM, de légeres modifications ont été
apportées a la technique : I'extraction de 'ADN a été réalisée a partir d’'une colonie
prélevée sur gélose au sang (proche d’'un disque d’ertapénéme) dans un volume de
100 pL d’eau distillée. Ni chauffage ni centrifugation n’ont été effectués. Ensuite ’ADN
total (2 pL) a été soumis a chaque PCR multiplex dans un mix de 50 puL comportant 5 pL de
tampon PCR NH410x (pH 8.8 / 0.1% Tween 20 / 25 mM MgCl,, Bioron®), 1 U de DFS-Taq
DNA Polymerase (Bioron®), 200 uM de concentration de chaque désoxynucléotide
triphosphate et une concentration variable d’amorces spécifiques (annexe 1). Pour les
genes blaVIM, blalMP et blakPC, I'amplification a été réalisée de la maniere suivante :
dénaturation initiale a 94°C pendant 10 min; 30 cycles a 94°C pendant 40 s
(dénaturation), 55°C pendant 40 s (hybridation) et 72°C pendant 1 min (élongation) ; et
une étape d’élongation finale a 72°C pendant 7 min. Pour les genes blaGES et blaOXA-48,
la température d’hybridation était de 57°C, pour blaNDM elle était de 52°C. Les amplicons
ont été visualisés apres migration a 100 V pendant environ 20 min dans un gel d’agarose a
2 % et révélation par le GelRed® (Biotium). Un marqueur de poids moléculaire
(GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder) a été utilisé. Des souches controles porteuses des

genes de carbapénémases recherchées ont été incorporées a chaque série.

Les résultats de cette recherche de geénes de carbapénémases ont été utilisés ensuite

comme référence pour tous les calculs de spécificité et sensibilité.

2.4. Electrophorése en champ pulsé (ECP)

Brievement, le protocole comprenait une lyse bactérienne par lysozyme et protéinase K,
une digestion par Xbal pendant 20h a 37°C et une migration sur un appareil CHEF-DR® IlI
(Bio-Rad) selon le programme ENB (soit 17h a 14°C sous un voltage de 6V/cm avec un

angle de 120° et un switchde 2a 17 s).

2.5. Géloses sélectives

Des géloses chromID® OXA-48 et chromID® CARBA (bioMérieux) ont été ensemencées

avec un inoculum de 0,5 McFarland a partir d’une subculture agée de 18 a 24 heures.
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Apres 18-24 h d’incubation a 35°C, toute colonie présente a été identifiée par le

spectrometre MALDI-TOF.

2.6. Tests de sensibilité aux antibiotiques

Les résultats de sensibilité aux antibiotiques disponibles ont été récupérés a partir des

résultats de routine effectués par le systeme automatisé Vitek®.

Des sensibilités supplémentaires ont été déterminées rétrospectivement en utilisant les
souches congelées a -20°C repiquées sur gélose au sang. En appliquant la méthode par
diffusion décrite dans le CASFM 2015, les diametres d’inhibition autour des disques ont

été lus sur gélose Mueller-Hinton (MH).

La présence de BLSE et de CHN a été récupérée a partir des tests effectués en routine
pour toutes les souches. Une synergie d’une ou plusieurs C3G avec |'acide clavulanique
était indicatrice de BLSE, tandis qu’une augmentation d’au moins 5 mm du diameétre des
C3G sur gélose MH supplémentée de cloxacilline a 200 mg/L (MH-CLX) était interprétée

comme présence d’une CHN.

La CMI de I'ertapéneme a été déterminée de maniere manuelle pour 6 souches montrant
une discordance majeure entre la CMI automatisée du Vitek® et les diametres d’inhibition
sur milieu gélosé. La méthode de macro-dilution en milieu liquide a été appliquée telle
que décrite dans les recommandations 2012 du CLSI (46): des concentrations
d’ertapénéme de 0; 0,5; 1; 2; 4 et 8 mg/L ont été testées. Un inoculum de chaque

souche d’approximativement 5 x 10° UFC/mL a été utilisé.

Des disques d’ertapéneme, de méropénéme, d’imipénéme (tous 10 pg) et de témocilline

(30 pg) ont été testés sur gélose MH et gélose MH-CLX (200 mg/L).

De plus, des disques d’ertapéneme ont été testés sur gélose MH supplémentée de
2000 mg/L de cloxacilline (concentration utilisée habituellement pour les souches de
Pseudomonas aeruginosa) pour les isolats qui n’étaient pas clairement S a I'ertapénéme
sur gélose MH-CLX (200 mg/L). La CMI intrinséque de la cloxacilline (méthode par macro-
dilution en milieu liquide) a été déterminée pour 2 isolats qui ne poussaient pas de

maniéere confluente sur cette gélose a forte concentration.

Des disques CAT-ID® (MAST Diagnostics Ltd, Bootle, Merseyside, UK), contenant 10 ug de

faropéneme, ont été testés selon les instructions du fabricant.
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2.7. Algorithme de criblage des carbapénémases (EUCAST-CASFM 2015)

Les diametres d’inhibition du ticarcilline/clavulanate (75/10 pg) et du céfépime (30 ug)
ont été déterminés de maniére additionnelle sur gélose MH. L’algorithme de criblage des
carbapénémases du CASFM 2015 (figure 2) a ensuite été appliqué a toutes les souches

cliniques et de controle.

CMI = 0,5 mg/L

1 oul
Ticarcilline/clavulanate

Méropéngme < 22mm NON | <15 mm
Nl l oul
Imipénéme < 22 mm NON Temocilline
< 15 mm

Lou

Entérobactérie du

[ Ertapénéme < 25 mm (2015) ou < 28mm (2013) ou ]

oul -

groupe 3
NON oul
NON 4 ¥
i . 1 Céfépime < 26 mm sur MH
Pas de test additionnel oul S R

L v

[ Méropénéme ou Imipénéme
<32 mm sur M-H + Cloxacilline

NON

Pas de Pas de
carbapenémase carbapénémase

Figure 2 - Algorithme de criblage des carbapénémases (CASFM 2015) (47)

Réaliser un
test de
confirmation de
carbapénémase

Le méme algorithme a ensuite été légerement modifié en utilisant des diametres

d’inhibition de la témocilline sur gélose MH-CLX (200 mg/L).

Les spécificités pour la détection des carbapénémases de I'algorithme et de sa version

modifiée ont été calculées.
2.8. Souches contréles
Une souche sauvage d’Enterobacter cloacae a été utilisée comme contréle négatif.

Deux Enterobacter cloacae, I'un porteur d’'une enzyme OXA-48 et I'autre d’'une VIM ont
été utilisés comme contrdle positif. Tous les deux étaient en plus porteurs d’'une BLSE et

d’une CHN.
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2.9. Estimation de la proportion de souches NS a lI'ertapénéme par
diffusion

La proportion de souches NS a I'ertapéneme par diffusion parmi I'ensemble des souches
isolées pendant la période d’étude a été estimée. Pour ceci, les proportions retrouvées
sur I’échantillon finalement testé par diffusion ont été extrapolés a I'ensemble des

souches initialement incluses (testées par I'automate Vitek®).

2.10. Exploration des mécanismes d’efflux

Les inhibiteurs de pompe d’efflux PABN (40 pg/mL) et CCCP (20 pg/mL) ont été incorporés
dans une gélose MH, puis la méthode par diffusion (CASFM 2015) a été appliquée avec un
disque d’ertapéneme. Les diametres d’inhibition de I'ertapéneme sur gélose MH « pure »
et gélose MH supplémentée d’inhibiteur ont été comparés et une différence d’au moins
4 mm a été considérée comme significative. Pour les souches affichant une double zone
d’inhibition sur gélose supplémentée d’inhibiteur, le diameétre de la zone avec la plus

grande différence par rapport a la gélose « pure » a été utilisé pour l'interprétation.

Afin d’évaluer la répétabilité, les diamétres de I'ertapéneme sur gélose MH et sur gélose
MH supplémentée de 40 pg/mL de PABN ont été déterminés en double pour 25 souches

choisies de maniere aléatoire.

Les activités intrinseques du PABN et du CCCP ont été testées en utilisant la méthode par
macro-dilution en milieu liquide. Le PABN a été dilué dans du sérum physiologique et le
CCCP dans du dimethyl sulfoxide (DMSO). Afin d’éviter une interaction causée par le
solvant, le DMSO a été employé avec une concentration finale inférieure a 1 % (48). Des
concentrations finales de 0; 6,25; 12,5; 25; 50 et 100 pg/mL de chaque inhibiteur ont
été testées. Les activités intrinseques du PABN et du CCCP ont été déterminées pour le
controle négatif (une souche d’E. cloacae sauvage) et pour lisolat n°1 qui était trés
résistant a I'ertapénéme (mais sans carbapénémase). L’activité intrinseque du CCCP a été
testée pour 8 autres souches qui ne poussaient pas de maniere confluente sur la gélose

MH supplémentée de 20 ug/mL de CCCP.

La souche sauvage d’E. cloacae a été utilisée comme contrdle négatif. Une souche de P.
aeruginosa avec une surexpression d’AmpC, une altération de la porine OprD et une
surproduction du systéme d’efflux MexAB-OprM (caractérisé par RT-qPCR) a été utilisée

comme contrdle positif (en utilisant des disques de méropéneme). Les deux Enterobacter
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cloacae porteurs de carbapénémase (une enzyme OXA-48 et une VIM) ont aussi été

testés.

2.11. Analyse statistique

Des tests non paramétriques ont été utilisés du fait des faibles effectifs : un test exact de
Fisher pour la comparaison des proportions, un test U de Mann-Whitney bilatéral pour Ia

comparaison des distributions (médianes). Le seuil de significativité retenu était 0,05.
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3. Résultats
3.1. Souches bactériennes

Pendant la période de juillet 2015 a juillet 2016, 123 souches d’Enterobacter sp. non
répétitives NS a I'ertapéneéme ont été retrouvées dans le Laboratoire de Microbiologie du
CHU de Toulouse. 116 Enterobacter cloacae et 7 Enterobacter aerogenes NS a
I'ertapénéme (résultats du Vitek®) ont été identifiés, représentant respectivement 13,3%

des 880 E. cloacae et 1,9% des 368 E. aerogenes isolés pendant la méme période.

Parmi ces 123 souches, 76 (61%) ont finalement pu étre récupérées et testées (70 E.
cloacae et 6 E. aerogenes). Au sein des 47 souches non récupérables, 36 (76%) étaient des
souches d’Enterobacter qui n’avaient pas été conservées présentant une CHN mais pas de
BLSE, avec une sensibilité de l'ertapéneme sur MH-CLX. Les souches restantes ne

pouvaient pas étre utilisées majoritairement a cause de problémes de conservation.

L'intégralité de ces 76 souches cliniques était NS a au moins une des C3G (ceftazidime,
ceftriaxone, céfotaxime). 9 (12%) étaient porteuses uniquement d’une BLSE, 44 (58%)
uniguement d’une CHN, 22 (29%) avaient les deux mécanismes et 1 (1%) ne produisait ni
BLSE ni CHN. 9 (11%) souches présentaient une sensibilité a I'aztréonam associée a une

NS a I'ertapénéme par méthode en diffusion.

Les souches incluses avaient été isolées le plus fréquemment au sein de prélevements
urinaires, respiratoires et sanguins chez des patients issus des services de soins de courte
durée (Médecine, Chirurgie et Obstétrique) et de patients gravement malades

(Réanimation/Soins Intensifs) (figures 3 et 4).
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Figure 3 - Types de préléevement dont sont isolées les souches incluses

Urgences
Long séjour (n=3;4%
(n=5; 7%)

McCO

Réa/s! (n=42; 55%)

(n=26; 34%)

MCO : Médecine-Chirurgie-Obstétrique ; Réa : Réanimation ; Sl : Soins Intensifs

Figure 4 - Types de service clinique ou les prélevements ont été recueillis

On pouvait observer une proportion plus importante d’infections nosocomiales et de

longs séjours parmi les isolats NS a I'ertapénéme (tableau Il).
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Tableau Il - Comparaison des caractéristiques cliniques de 30 isolats NS a I'ertapénéme / 30
isolats S a I'ertapénéme

ertapénéme NS |ertapéneme S p (test exact de Fisher)
Nosocomial 28 17 0,002
Communautaire 2 13
Durée de séjour <7j 2 10 0,02
Durée de séjour >7j 28 20
Réanimation/Soins intensifs 9 11 0,78
MCO 18 13 0,3
Long séjour 2 0 0,49
Urgences 1 6 0,1

MCO : Médecine-Chirurgie-Obstétrique ; NS : non sensible ; S : sensible

3.2. Analyse par PCR

Parmi les 76 souches, aucun des genes blakPC, blaGES, blaVIM, blaIMP, blaNDM ou

blaOXA-48 n’a été retrouvé.

3.3. Electrophorése en champ pulsé

12 souches présentant des caractéristiques semblables au niveau clinique (patients dans
un méme service clinigue pendant une période proche) ou microbiologique
(antibiogrammes similaires) ont été examinés par ECP de leur ADN digéré par Xbal.
Uniquement une paire d’isolats a montré un lien épidémiologique direct (figure 5). Les
caractéristiques microbiologiques et cliniques de ces deux patients sont résumées dans le

tableau lll.
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|14|15|5n|52|53|55|59|42|30|44|3E-|4?|

Les numéros correspondent aux numéros des différents isolats.
Les souches n° 36 et n° 47 montraient une similarité importante.

Figure 5 - Profils obtenus par ECP pour 12 souches ressemblantes

Tableau lll - Caractéristiques microbiologiques et cliniques de 2 souches épidémiologiquement

reliées
Souche Profil de I'anti- Date Type Service Evolution
n° biogramme d’isolement | d’infection | d’hospitalisation
36 R B-lactamines sauf | novembre Infection Chirurgie Déces
(E. cloacae) MER et IMI 2015 urinaire sur orthopédique (multiples
R aminosides sauf sonde chez comorbi-
amikacine patient de dités)
RFQ 90 ans
47 R B-lactamines sauf février Infection de Chirurgie Guérison
(E. cloacae) MER et IMI 2016 prothése de orthopédique avec
R aminosides sauf genou chez (depuis 3 mois) douleurs
amikacine patiente de résiduelles
RFQ 70 ans

R : résistant ; MER : méropéneme ; IMI : imipéneme ; FQ : fluoroquinolones

On observe que les deux patients ont été hospitalisés au méme moment (novembre
2015) en chirurgie orthopédique, I'infection sur prothése s’exprimant de fagon différée 3
mois plus tard. Les deux isolats présentaient exactement le méme profil au niveau de

I’antibiogramme.
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3.4. Géloses sélectives

Sur gélose chromID® OXA-48, aucune des 76 souches ne montrait de pousse bactérienne.
La souche contrdle OXA-48 affichait une pousse confluente, tandis que ni le controle VIM

ni le contréle négatif ne poussaient.

Sur gélose chromID® CARBA, 6 des 76 souches affichaient une pousse (identifiée comme
Enterobacter spp.). Deux souches poussaient de maniere confluente, 3 souches avec
environ 4 UFC et une souche avec seulement 1 UFC. Ces souches n’étaient pas
particulierement résistantes a I'ertapéneme ni sur gélose MH ni sur gélose MH-CLX,
comparé aux autres souches qui ne poussaient pas. Tous ces isolats étaient porteurs
d’une BLSE. Ni le contréle OXA-48 ni le contrbéle négatif ne poussaient, alors que le

contrdle VIM affichait une pousse confluente (tableau IV).

Tableau IV - Caractéristiques microbiologiques des isolats poussant sur gélose sélective

Souche N° | OXA48 | CARBA | @ ERT sur | CMI ERT @ ERTsur | BLSE | CHN
(UFC) | (UFC) | MH (mm) | Vitek® MH-CLX
(mg/L) (mm)
29 0 >1000 | 20 2 30 0 0
48 0 >1000 |28 1 32 0 N
35 0 4 22 4 30 0 0
36 0 4 15 >4 25 0 0
47 0 4 15 >4 25 0 0
26 0 1 17 2 21 0 N
C+VIM 0 >1000 | 8 >32 12 0 0
C+OXA-48 | >1000 | O 16 4 20 0 0

OXA48 : gélose chromID® OXA-48 ; CARBA : gélose chromID® CARBA ; UFC: Unités Formant Colonies;
@ : diameétre d’inhibition; CMI: concentration minimale inhibitrice; ERT : ertapénéme ; MH-CLX : gélose
MH supplémentée de cloxacilline (200 mg/L); O: oui ; N: non ; C+ : contrdle positif

3.5. Tests de sensibilité aux antibiotiques

3.5.1. Carbapénémes : CMI Vitek® / diameétres d’inhibition par diffusion

Pour I'ertapéneme, en comparant la CMI obtenue par le Vitek® aux diametres d’inhibition
sur gélose MH, 31/76 (41%) souches NS au Vitek® (30 E. cloacae et 1 E. aerogenes)
présentaient des diametres S par diffusion sur gélose. 19 parmi ces 31 souches avaient un
diametre d’inhibition entre 25 et 27 mm. L'unique souche qui n‘avait ni BLSE ni CHN

présentait un diameétre d’inhibition trés grand (39 mm).
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Pour les 6 souches les plus discordantes, les CMI obtenues par macro-dilution en milieu
liguide montraient des résultats corrélés aux diametres obtenus par diffusion sur gélose.
4/6 souches qui étaient classées NS par le Vitek® étaient S a la fois par diffusion et par
macro-dilution en milieu liquide, 2/6 souches résistantes d’aprés les résultats du Vitek®
étaient S par diffusion et intermédiaires selon la macro-dilution en milieu liquide

(figure 6).

Pour le méropénéme (et I'imipénéme), les 3 (et 2) uniques souches NS par diffusion

avaient des CMI au Vitek® généralement corrélées.

ertapénéme CM I Vitek® (mg/L)

@ diff  (mm) 2 4 8
<16 0 0 0 oo
16-18 0 o | K I
19-21 0 ' 8 0

4 e o
e 0

]
2527 |5
2830 |l 3
i

>33 I el tesmfl t1esf] 109

|
—

|
—_—

|
—

3133 2 0 0 0

@ diff.: diamétre ertapénéme par diffusion sur gélose MH; CMI: concentration minimale inhibitrice.
La taille des barres représente le nombre d’isolats.

Valeurs entre parenthéses : CMI obtenues par macro-dilution en milieu liquide pour 6 isolats.
Rouge : résistant ; Jaune : intermédiaire ; Vert : sensible

Figure 6 - Comparaison des CMI Vitek® aux diametres d'inhibition par diffusion de I'ertapénéme
pour les 76 isolats inclus

3.5.2. Carbapénémes : diameétres d’inhibition par diffusion sur MH / sur MH-CLX

Sur gélose MH, 45/76 (59%) souches d’Enterobacter sp. étaient NS a l'ertapénéme par
diffusion. Sur gélose MH-CLX a 200 mg/L, 43 parmi ces 45 souches devenaient S.
5 souches étaient NS a I'ertapéneme sur MH et ne récupéraient pas un diamétre S ou
avaient un diametre limite (3 25 mm) sur MH-CLX a 200 mg/L. Le tableau V montre les

résultats pour ces souches-la qui ont été testées sur gélose MH-CLX a 2000 mg/L :

33



Tableau V- Résultats sur gélose MH supplémentée de 2000 mg/L de cloxacilline

Souche | Mécanisme | @ sur MH | @ sur MH-CLX | @ sur MH-CLX CMl intrinséque

n° additionnel | (mm) 200 mg/L 2000 mg/L (mm) cloxacilline
(mm) (mg/L)

26 BLSE 17 21 22 NA

36 BLSE + CHN | 15 25 29 NA

47 BLSE + CHN | 15 25 28 NA

1 BLSE+ CHN | 7 20 Pousse insuffisante | 4000

33 CHN 16 25 Pousse insuffisante | >4000

@ : diamétre d’inhibition; MH-CLX : gélose MH supplémentée de cloxacilline ; NA : non applicable

2 isolats présentaient une pousse insuffisante (vérifiée a 2 reprises) pour pouvoir
déterminer un diametre d’inhibition (mais avec une CMI intrinseque de la cloxacilline
supérieure a la concentration de la gélose). Les souches porteuses d’'une CHN (n° 36 et
47) récupéraient encore plus de diamétre avec de fortes concentrations de cloxacilline,

alors que pour la souche n° 26, n’ayant pas de CHN, peu de modification était observée.

Les 31 souches S a l'ertapénéme sur gélose MH étaient toutes S sur MH-CLX. Pour le
méropéneme et I'imipénéme, 3 et 2 souches respectivement étaient NS sur MH et

devenaient toutes S sur MH-CLX (200 mg/L).
Les résultats des contrdles positifs et négatifs sont résumés dans le tableau VI :

Tableau VI - Résultats des contrdles positifs et négatif

@ sur MH @ sur MH-CLX (200 mg/L)
CMI
BLSE CHN ERT ERT MER IMI ERT MER IMI
Vitek®

Controle
VIM 0] 0] >32 8 9 12 12 11 15

Controle
OXA-48 0] 0] 4 16 24 20 24 26
Co,ntro'le N N <0.5 38 37 34 50 50 50

négatif

@ : diamétre d’inhibition; ERT : ertapénéme ; MER : méropénéme ; IMI : imipénéme ; CMI : concentration
minimale inhibitrice ; MH-CLX : gélose MH supplémentée de cloxacilline ; O : oui; N : non
Rouge : résistant ; Jaune : intermédiaire ; Vert : sensible

Les deux controles positifs VIM et OXA-48 présentaient une résistance a 'ertapéneme sur
MH qui persistait sur MH-CLX. Pour le controle VIM, le méropéneme et I'imipénéme

étaient résistants sur MH et MH-CLX. Par contre, le contrble OXA-48 était intermédiaire
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au méropéneme et S a I'imipénéme sur MH et totalement S pour les deux sur MH-CLX.
Avec le Vitek®, la CMI de I'ertapénéme du contrdle VIM était trés élevée, tandis que celle

du controle OXA-48 était résistante mais moins élevée.

Le contrble négatif présentait des valeurs S pour tous les 3 antibiotiques sur les deux

types de gélose.

3.5.3. Faropénéme (MAST CAT-ID®)

Selon l'interprétation indiquée par le fabricant, 2 parmi les 76 souches avaient des
résultats pour le faropénéme indicateurs de production de KPC/MBL. 10 souches
présentaient une double zone avec des microcolonies dispersées dans toute la zone
d’inhibition et ont été interprétées comme indicateurs de production d’OXA-48. Pour 10
autres souches, l'interprétation était difficile a cause de microcolonies périphériques
(situées en bordure de la zone d’inhibition mais pas proches du disque). A part 2 isolats,
toutes les souches positives (sans zone d’inhibition, microcolonies sur toute la zone ou en

périphérie) produisaient une CHN.

Le contréle VIM montrait un résultat clairement positif pour une production de KPC/MBL
sans aucune zone d’inhibition. Le controle négatif montrait une grande zone d’inhibition.
Le contréle OXA-48 affichait un résultat ambigu avec uniquement des microcolonies
périphériques. Lors de la répétition de I'expérience, des microcolonies dispersées dans

toute la zone d’inhibition étaient retrouvées (indicateur de production d’OXA-48).
L’annexe 2 montre les images observées pour les isolats positifs ou difficiles a interpréter.

On observait une corrélation entre le diametre de la zone d’inhibition du faropénéeme et

le diamétre de I'ertapénéme (annexe 3).

3.5.4. Témocilline

6 isolats parmi les 76 avaient des diametres d’inhibition de la témocilline <11 mm
(diamétre critique pour le dépistage des OXA-48-like d’apres les guidelines de 'EUCAST
en 2013 (49)). Toutes ces souches sauf une avaient une CHN. 19 isolats avaient un
diametre <15 mm (diametre critique utilisé dans I'algorithme de criblage des
carbapénémases du CASFM/EUCAST 2015(47)), parmi lesquelles toutes les souches sauf 2
avaient une CHN. Les souches porteuses de CHN avaient un diametre médian de la
témocilline de 12 mm, qui était augmenté a 22 mm quand la témocilline était testée sur
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gélose MH-CLX (200 mg/L). Les souches sans CHN mais avec une BLSE présentaient un
diametre médian de 17 mm, qui était augmenté a 20 mm sur MH-CLX. Sur MH-CLX, les 6
isolats faux positifs (FP) sur gélose MH (diametre de la témocilline <11 mm) devenaient
de vrais négatifs (VN), tandis que parmi les 19 FP sur gélose MH (diamétre de la

témocilline <15 mm) uniquement 2 restaient positifs.

Pour les deux contréles positifs (VIM et OXA-48), la témocilline n’affichait aucun diametre
d’inhibition ni sur gélose MH ni sur gélose MH-CLX. Le contrdle négatif montrait un

diametre d’inhibition tres grand (30 mm) qui était augmenté a 40 mm sur MH-CLX.

Pour 19 parmi les 76 souches, on retrouvait des microcolonies dispersées a l'intérieur de
la zone d’inhibition de la témocilline, a la fois sur gélose MH et sur gélose MH-CLX

(figure 7). Ces microcolonies n‘ont pas été prises en compte pour la mesure des

diameétres d’inhibition.

Figure 7 - Microcolonies dans la zone d'inhibition de la témocilline

3.5.5. Algorithme de criblage des carbapénémases (EUCAST-CASFM 2015)

En appliquant I'algorithme de criblage des carbapénémases de 'EUCAST-CASFM 2015 a
I'ensemble des 76 souches, 18 souches avaient des résultats positifs (c’est-a-dire la
nécessité de réaliser un test de confirmation de carbapénémase). Toutes ces souches sauf
une avaient une CHN. Toutes les souches négatives étaient S au méropénéme et a

I'imipéneme.

En utilisant le critére « témocilline <15 mm » sur gélose MH-CLX (200 mg/L) au lieu de la
gélose MH « pure », 13 parmi les 18 isolats FP devenaient VN (toutes porteuses de CHN).

Parmi les 5 souches FP restantes, 2 présentaient uniquement de faibles modifications de
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diameétre sous I'action de la cloxacilline, et 3 étaient résistantes au méropénéme et/ou a

I'imipéneme ainsi qu’au céfépime.

Les contréles positifs (VIM et OXA-48) avaient tous les deux des résultats en faveur d’une
suspicion de carbapénémase, tandis que le contrdle négatif avait un résultat négatif. Ceci
restait inchangé en utilisant la témocilline sur gélose MH-CLX au lieu de la gélose MH

« pure ».

Les résultats des 18 souches avec un résultat positif a I'algorithme ainsi que des contrdles

peuvent étre trouvés dans I’'annexe 4.

3.5.6. Influence de I'espéce d’Enterobacter

Les souches d’E. aerogenes présentaient plus fréquemment des résultats positifs pour le
test du faropénéme : les deux seuls résultats FP indicateurs de KPC/MBL étaient pour des
souches d’E. aerogenes et 4 parmi I'ensemble des 6 isolats d’E. aerogenes avaient un

résultat non-négatif pour le test du faropéneme (tableau VII).

Tableau VII - Comparaison des résultats en fonction de I'espéce d'Enterobacter

Ertapénéme BLSE CHN faropéneme: | faropéneme:
NS en PouO @ médian
diffusion (mm)

E. cloacae 40/70 30/70 61/70 8/70 13
(57%) (43%) (87%) (11%)

E. aerogenes | 5/6 1/6 (17%) | 5/6 (83%) | 4/6 9
(83%) (67%)
(p=039)* | (p=023)* | (p=058)* | (p=0,004)* | (p=0,08)"

NS : non sensible ; P : indicateur de la production de KPC/MBL ; O : indicateur de la production d’OXA-48 ;
@ : diamétre d’inhibition

*test exact de Fisher

* test U de Mann-Whitney bilatéral

3.5.7. Proportion de souches NS a I'ertapénéme par diffusion estimée sur la
période d’étude

La proportion estimée de souches NS a lI'ertapéneme parmi I'ensemble des souches

d’Enterobacter sp. non répétitives isolées sur la période d’étude de juillet 2015 a juillet

2016 au CHU de Toulouse était de 72/1248 soit 5,8%. Le tableau VIII détaille le mode de

calcul en fonction de I'espece d’Enterobacter.
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Tableau VIII - Estimation de la proportion de souches NS a I'ertapénéme par diffusion sur la

période d'étude

Souches totales NS (Vitek®) NS (diffusion) / NS (diffusion)
isolées sur la souches testées estimée sur la
période d’étude (%) période (% des
souches totales)
E. cloacae 880 116 40/70 (57%) 66 (7,5%)
E. aerogenes 368 7 5/6 (83%) 6 (1,6%)

NS : non sensible

3.5.8. Spécificité et sensibilité des différents tests

Dans le tableau IX sont résumés I'ensemble des résultats concernant la spécificité et la

sensibilité des différents tests évalués:
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Tableau IX - Résumé de la spécificité et de la sensibilité des tests évalués

VN VN FP FP Sp Se Sp Se

(MH) (MH-CLX) | (MH) (MH-CLX) | (MH) (MH)" (MH-CLX) | (MH-CLX)"
Ertapéneme en diffusion | 31 74 45 2 40,8% 2/2 (100%) 97,4% 2/2 (100%)
Ertapéneme par Vitek® 0 NA 76 NA 0,0% 2/2 (100%) NA NA
Méropénéme en diffusion | 73 76 3 0 96,1% 2/2 (100%) 100,0% 1/2 (50%)
Imipénéme en diffusion 74 76 2 0 97,4% 1/2 (50%) 100,0% 1/2 (50%)
chromID® OXA-48 76 NA 0 NA 100,0% 1/1(100%) NA NA
chromID® CARBA 70 NA 6 NA 92,1% 1/2 (50%) NA NA
et | SOV [y [ [ | s [0
opeme o[ SUUY SR | el | GOMLIAION |
Témocilline (<11 mm) 70 76 6 0 92,1% 2/2 (100%) 100,0% 2/2 (100%)
Témocilline (<15 mm) 57 74 19 2 75,0% 2/2(100%) 97,4% 2/2 (100%)
/:/:ij:ﬂt:r-ncigimocnnne 58 71" 18 5" 76,3% 2/2 (100%) 93,4%" | 2/2(100%)"

VN : Vrai Négatif ; FP : Faux Positif ; Sp : spécificité ; Se : sensibilité ; MH-CLX : gélose MH supplémentée de cloxacilline (200 mg/L) ; \ : souches présentant des microcolonies
périphériques ; N : résultat négatif pour le test du faropénéme ; KPC/MBL : résultat indicateur de KPC/MBL pour le test du faropénéme ; OXA : résultat indicateur d’OXA-48
pour le test du faropénéme ; NA : non applicable

* résultat ambigu avec microcolonies périphériques, devenu clairement positif en faveur OXA lors de la répétition de I'expérience

# algorithme CASFM appliqué avec témocilline sur MH-cloxacilline (200 mg/L)

" Sensibilité calculée parmi les 2 souches contrdles positifs VIM et OXA-48 (car absence de carbapénémases dans I'échantillon étudié)



3.6. Exploration des mécanismes d’efflux

3.6.1. PABN

Exposés a une concentration de PABN a 40 ug/mL, 46 parmi les 76 isolats affichaient une
double zone d’inhibition sur gélose MH supplémentée. Pour la plupart d’entre eux
(29/46), comparée a la zone sur gélose « pure », 'une des zones d’inhibition montrait
uniguement une faible différence (entre 1 et 3 mm), tandis que la deuxiéme avait une

différence de diametre significative (au moins 4 mm).

En utilisant le diamétre de la zone avec la plus grande différence par rapport a la gélose
« pure », 16 parmi les 76 souches montraient une augmentation de diametre d’au moins
4 mm. 34 isolats affichaient une diminution du diamétre de I'ertapénéme d’au moins 4

mm suite a I’'exposition au PABN (dont 15 avec une diminution de 6 ou 7 mm) (figure 8).

Les 25 souches réalisées en double montraient des diametres d’ertapéneme

reproductibles, y compris pour les doubles zones (variation maximale 1 mm).

effet du PABN (40 ug/mL)
25% -+
20% -
S 15% -
c
]
>
©
E 10% -
5% -
0% -
-113-10 -932-8 -73a-6 -5a-4 -33-2 -1al 233 4a5 6a7 8a9 10311 122313
variation @ ertapénéme (mm)

Figure 8 - Histogramme de la fréquence des effets observés du PaBN (40 pug/mL)

En évaluant la corrélation entre la résistance aux carbapénémes (le diametre d’inhibition
de I'ertapéneme par diffusion) et la différence de diamétre de I'ertapéneme entre gélose
non-supplémentée et gélose supplémentée (traduisant I'effet du PABN), parmi les

souches résistantes a I'ertapénéme 10 montraient une augmentation significative (au
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moins 4 mm) alors que 5 affichaient une diminution significative. Parmi les souches S a
I'ertapénéme (par diffusion), 19 souches montraient une diminution significative, tandis
gue 1 souche montrait une augmentation significative. Aucune des souches porteuses de

BLSE sans CHN n’affichait une augmentation significative (figure 9).

PABN et résistance

16

¢

12 10 souches R 1 souche S avec
avec 2 2 augmentation
* * modérée (4mm)
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2 O
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6 8 10 12 14 16‘18 20 §26 28 "32 84 36 3840 42

34 Q—Qi ¢

[ ]
8 5 souches R 2 4 19 souches S avec
- avec diminution : diminution

modérée (max 5 L 2
-12 mm)

B BLSE non CHN

variation @ ertapénéme avec PABN (mm)

@ ertapénéme par diffusion (mm)

Figure 9 - Effets du PABN (40 pg/mL) en fonction de la sensibilité a I'ertapénéme (par diffusion)

Les CMI intrinseques pour la souche controle négatif (E. cloacae sauvage) et la souche

résistante n°1 étaient >100 ug/mL dans les deux cas.

Des tests préliminaires utilisant le PABN a 10 pug/mL pour 14 souches choisies de maniére
aléatoire n’avaient montré aucune modification du diamétre d’ertapéneme (dans une

fourchette de +/- 1Imm).

3.6.2. CCCP

Des géloses MH supplémentées avec 20 pug/mL de CCCP ont été utilisées. En contraste
avec les résultats du PABN, aucune double zone d’inhibition n’était observée avec le

CCCP.

Pour 7 souches parmi les 76 ainsi que pour le contréle négatif, la croissance n’était pas
confluente sur la gélose supplémentée de CCCP. La répétition de I'expérience montrait

des résultats similaires. Les CMI intrinseques du CCCP ont été déterminées pour ces 8
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souches et elles étaient comprises entre 50 et 100 ug/mL. L'ensemencement de la gélose
supplémentée de CCCP avec l'inoculum de la souche mais sans disque d’ertapéneme
montrait une croissance augmentée mais non confluente pour 4 des 8 souches, pour les
autres la croissance n’était pas modifiée. La souche n°34 ne poussait pas suffisamment
sur gélose supplémentée pour déterminer une zone d’inhibition et a été exclue de

I’analyse (annexe 5).

52 parmi les 75 souches finalement testées affichaient une augmentation du diametre
d’inhibition de I'ertapénéme d’au moins 4 mm sur gélose MH supplémentée de 20 ug/mL
de CCCP. 27 (36%) isolats montraient une augmentation de 4 ou 5 mm. Aucune des

souches ne montrait une diminution de diamétre supérieure a 1 mm (figure 10).

effet du CCCP (20 pg/mL)
40% -
35% -
30% -
S 25% -
% 20% -
= 15% -
10% -
0% - m— - : : : : - e
2a-1 0a1 2a3 4as5 6a7 829 10311 12313
variation @ ertapénéme (mm)

Figure 10 - Histogramme de la fréquence des effets observés du CCCP (20 pug/mL)

En évaluant la corrélation entre la résistance des isolats aux carbapénéemes (diamétre
ertapénéme en diffusion) et I'effet du CCCP (différence de diamétre de I'ertapénéeme
entre gélose supplémentée et non supplémentée), aucune différence claire entre les

souches résistantes et celles S a I’ertapéneme n’était observée (figure 11).
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Figure 11 - Effets du CCCP (20 pg/mL) en fonction de la sensibilité a I'ertapénéme (par diffusion)

3.6.3. Souches controles

Aucune modification de diametre n’était observée pour le contréle positif sur les géloses
supplémentées, tandis que le controle négatif et les contrbles avec carbapénémases
présentaient une augmentation de diametre sur la gélose avec CCCP. Le contréle OXA-48
affichait une diminution de diameétre sur gélose avec PABN, alors qu’aucune modification

de diamétre n’était retrouvée pour le contréle avec VIM et le contrdle négatif (tableau X).

Tableau X - Résultats des deux inhibiteurs de pompe d’efflux pour les souches controles

e @ ertapéneme” | @ ertapéneéme” | @ ertapéneme”
P MH MH-+PABN MH-+CCCP
Controéle positif (MexAB- .
OprM) P. aeruginosa |6 6 6
Controle (OXA-48) E. cloacae 16 11 19
Contrdle (VIM) E. cloacae 8 8 17*
Contréle négatif E. cloacae 38 38 43

MexAB-OprM : surexpression d’AmpC + altération de la porine OprD + surproduction du systeme d’efflux
MexAB-OprM ; OXA-48 : carbapénémase OXA-48 + BLSE + CHN ; VIM : carbapénémase VIM + BLSE + CHN ;
C. négatif : souche sauvage d’E. cloacae

MH : gélose MH ; MH+PABN : gélose MH supplémentée de 40 pug/mL de PaBN; MH+CCCP : gélose MH
supplémentée de 20 pg/mL de CCCP

* le contrdle positif MexAB-OprM a été testé avec le méropénéme au lieu de I'ertapénéme (espéce
naturellement résistante)

+ A s . . . oy s 3
le contréle VIM présentait une image ,en cocarde” particuliere sur gélose avec CCCP et gélose avec
cloxacilline (annexe 6)
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4. Discussion
4.1. Proportion de résistances aux carbapénémes et de carbapénémases

Dans notre étude, le critere d’inclusion de non-sensibilité a I'ertapénéme était défini par
les résultats du systéme automatisé Vitek®. Pour des raisons de colt, nous n’avons pas
testé par E-test les isolats de notre étude, cependant, par diffusion uniquement 59% des
souches testées initialement NS a I'ertapénéme restaient NS. La détermination de CMI
par macro-dilution en milieu liquide (méthode de référence) semble indiquer une
surestimation de la résistance par le Vitek®. Par ailleurs, uniquement 61% des souches
incluses ont pu étre testées par diffusion (avec une surreprésentation possible de souches
porteuses de BLSE). Nous avons extrapolé les proportions retrouvées sur cet échantillon a
I'ensemble des souches incluses afin d’estimer la proportion d’Enterobacter sp. NS par
diffusion a I'ertapéneme pendant la période d’étude. La proportion de carbapénémases
pourrait étre sous-estimée a cause des souches qui n’ont pas pu étre testées. Cependant,
36 des 47 souches non récupérables avaient un diametre sensible de I'ertapéneme sur
gélose supplémentée de cloxacilline, en faveur de I’association d’une CHN avec une
imperméabilité. Le risque de ne pas avoir identifié une carbapénémase est donc

relativement faible.

123 isolats non sensibles a
I'ertapéneme (Vitek®) inclus

47 (39%) isolats non
récupérables

extrapolation

36 isolats sans 11 isolats
BLSE mais avec (probleme de
CHN conservation, ...)

76 (61%) isolats
testés par diffusion

70 E. cloacae 6 E. aerogenes

Figure 12 - Diagramme de flux de I'étude
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Nous avons par ailleurs utilisé I'ertapénéme comme unique critere d’inclusion, tandis que
d’autres auteurs utilisent la non-sensibilité a au moins un carbapénéme parmi
ertapéneme, imipéneme, méropéneéme ou doripéneme. Cependant, I'ertapénéeme étant
la molécule la plus sensible a la fois pour la détection de carbapénémase et pour les
autres mécanismes de résistance (50), il semble peu probable de ne pas avoir inclus une

souche productrice de carbapénémase uniquement résistante a un autre carbapéneme.

L’échantillon de 12 souches examinées par ECP parmi les 76 incluses comportait les
isolats semblables au niveau clinique ou microbiologique. Nous pouvons donc considérer
que les souches d’Enterobacter sp. incluses montraient une diversité génétique, avec

uniguement 2 souches clonales.

La résistance a l'ertapénéme était retrouvée plus fréquemment pour les infections
nosocomiales et chez des patients hospitalisés pendant une longue durée. L’exposition
aux germes hospitaliers et a de multiples antibiotiques chez ce type de patients plus
gravement malades peut conduire a I'acquisition de souches productrices de BLSE ou de

CHN, et donc a une résistance aux carbapénemes en se combinant a une imperméabilité.

Nous avons trouvé une proportion estimée de 5,8% de souches NS a I'ertapéneme parmi
I'ensemble des Enterobacter sp. isolés sur une période de 1 an. L'étude nationale de
Robert et al. portant sur la période 2011-2012 (23), avait montré une proportion
semblable de 7,1% de NS aux carbapéneémes parmi tous les Enterobacter sp. identifiés
(p=0,08). L'étude de Huang et al. sur la période février a avril 2012 (51), similaire a celle
de Robert mais réalisée en Belgique, avait retrouvé une proportion d’Enterobacter sp. NS
aux carbapénémes beaucoup plus élevée (22,1%, p<0,001). La proportion de non-
sensibilité parmi les E. cloacae (66/880 soit 7,5%) est nettement plus élevée que parmi
les E. aerogenes (6/368 soit 1,6%) dans notre étude (p<0,001). Une différence
significative entre ces deux especes, bien que moins importante, pouvait déja étre

retrouvée dans |'étude de Robert (p<0,001).

Le tableau XI résume les données de la littérature en les confrontant a nos résultats :
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Tableau XI - Proportion de résistance aux carbapénémes et de carbapénémases dans la
littérature

Belgique France Toulouse
Huang Robert Cette étude
(2012) (2012) (2016)
Proportion de: parmi: Diffusion E-test Diffusion (estimation)
Enterobacter sp. isolés | 22,1% 7,1% 5,8%
Enterobacter sp. NS E. cloacae isolés NR 8,2% 7,5%
E. aerogenes isolés NR 4,0% 1,6%
Carbapénémases Enterobacter sp. NS 0/72 0/63 0/76

NS : NS aux carbapénémes ; NR : non renseigné

Parmi toutes les souches NS a [l'ertapénéme, nous n’avons retrouvé aucune
carbapénémase. Robert et Huang ont trouvé des résultats similaires. Pantel et al. avaient
publié les résultats d’un programme régional de surveillance en Languedoc-Roussillon
(France) de 2011 a 2013 (3) : parmi 87 Enterobacter sp. NS aux carbapénémes une seule

carbapénémase a été retrouvée (une OXA-48).

Alors que les autres especes d’entérobactéries NS aux carbapénemes présentent plus
fréquemment une carbapénémase (surtout des OXA-48) (3,23,51), en France chez
Enterobacter sp. d’autres mécanismes semblent presque toujours
responsables (association d’'une CHN ou BLSE a une imperméabilité). Dans notre étude,
toutes les souches résistantes a I'ertapéneéme en diffusion exprimaient soit une BLSE soit
une CHN (ou les deux). En Espagne, de 2006 a 2008, une étude a retrouvé 2
carbapénémases de type VIM parmi 12 E. cloacae NS aux carbapénemes (52). Aux Etats-
Unis, Ahn et al. ont rapporté 11 KPC parmi 44 isolats d’Enterobacter sp. entre 2009 et
2013 (53). Au Brésil 14 KPC parmi 111 souches d’Enterobacter sp. ont été retrouvées en
2011 (54). En contraste, en Chine, aucune carbapénémase n’a été identifiée au sein de 26
Enterobacter sp. collectés de 2012 a 2013 dans un hopital universitaire (55). La proportion
de carbapénémases parmi les isolats d’Enterobacter sp. NS aux carbapénemes est donc

fortement dépendante de I'épidémiologie locale.

Notre étude, bien que réalisée uniquement a un niveau local, suggéere ainsi I'absence de
progression des souches productrices de carbapénémases ainsi que des autres

mécanismes responsables de la résistance aux carbapénemes chez Enterobacter sp.

Dans notre étude, nous n’avons pas recherché les genes de carbapénémases codant pour

NMC-A et IMI. Ces carbapénémases, qui ont été décrites depuis 1990 chez des souches
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d’Enterobacter cloacae complex (56), sont situées sur des éléments génétiques mobiles
principalement intégrés au chromosome bactérien. Elles ont néanmoins une faible
prévalence clinique, méme si Boyd et al. ont retrouvé parmi 1110 isolats d’Enterobacter
soumis a un laboratoire de référence canadien entre 2010 et 2015, 19 (1,7%) de souches

productrice de NMC-A ou IMI (57,58).

4.2. Performance des différents tests pour lidentification de
carbapénémases

Dans cette étude, nous avons évalué la performance de différents tests au sein d’un
échantillon d’Enterobacter sp. NS a I'ertapénéme caractérisés génotypiqguement sans
aucune carbapénémase. Ceci nous a permis de calculer la spécificité de ces tests,
néanmoins le calcul de sensibilité était impossible a cause de l'absence de « vrais
positifs ». Nous avons choisi d’utiliser deux souches controles porteuses respectivement
d’une carbapénémase de type VIM et OXA-48, qui ne faisaient pas partie de I'échantillon
initialement étudié. Ceci permet une approche, bien que tres limitée du fait du tres faible

effectif, de la sensibilité de la technique utilisée.

4.2.1. Non-sensibilité aux carbapénémes

Depuis 2011, I'EUCAST ainsi que le CLSI recommandent de se baser uniquement sur les
résultats de CMI ou de diametre pour la sensibilité aux carbapénemes, qui sont rendus
tels quels méme en présence de carbapénémase. La recherche de carbapénémase ne
serait indiquée que dans un but épidémiologique. Les valeurs critiques des carbapénemes
ont été diminuées, de maniere a garantir une efficacité clinique de toute molécule
catégorisée sensible. Puisqu’il n’y a pas d’antibiotique plus puissant parmi les
B-lactamines et que parfois une thérapie a plus haute doses et/ou associant une autre
molécule semble efficace (59), cette attitude peut étre justifiée. Néanmoins, elle a été
critiquée a cause du risque de perte de données épidémiologiques, du peu de données
disponibles sur la relation entre CMI et succes thérapeutique et de la variabilité
analytique des tests de routine (60—62). En tout cas, cela souligne I'importance de la

fiabilité des tests de sensibilité aux carbapénemes.

La méthode de référence pour la détermination de la sensibilité aux carbapénemes est la
dilution (macro- ou microdilution) en milieu liquide. Cependant cette technique est tres

chronophage et ne peut donc pas étre utilisée en routine. Les méthodes automatisées
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telles que le Vitek® ont montré des résultats parfois discordants avec la méthode de
référence : en 2010, une ancienne carte montrait une tendance a la sous-estimation des
CMI, ce qui était corrigé avec une nouvelle version (62). En contraste, Pailhories et al. ont
trouvé en 2014 (63) une surestimation importante de la CMI par le Vitek® en comparaison
avec celle obtenue par dilution en gélose et par E-test. 42% des souches catégorisées NS a
I'ertapénéme étaient S par les deux autres méthodes. Dans notre étude, nous observons
des résultats comparables avec 41% de souches NS au Vitek® qui étaient S par diffusion.
Pour des raisons pratiques, uniquement les souches les plus discordantes (6/76) ont pu
étre vérifiées par la méthode de macro-dilution. La réalisation de ce test sur l'intégralité

des isolats pourrait étre intéressante.

Dans notre étude, parmi les 3 carbapénéemes testés, I'ertapéneme présentait la moins
bonne spécificité (40,8%) pour la présence de carbapénémase. Le méropénéme et
I'imipéneme étaient tres spécifiques puisque seulement respectivement 3 et 2 FP étaient
retrouvés. Par contre, la souche contréle OXA-48 était S a I'imipéneme. D’autres auteurs
(64,65) ont trouvés des résultats similaires : I'ertapénéme a la meilleure sensibilité mais
une spécificité médiocre, tandis que le méropéneme semble offrir le meilleur compromis
entre sensibilité et spécificité. L'imipénéme serait déconseillé a cause d’un manque de
sensibilité, ce qui semble conforté par notre résultat de sensibilité de la souche OXA-48.
La mauvaise spécificité de I'ertapéneme est due a sa sensibilité importante a des
mécanismes autres que les carbapénémases : I'association d’'une CHN ou d’une BLSE, qui
I'hydrolysent faiblement, avec une concentration périplasmique diminuée de
I'ertapénéme a cause d’une altération des porines conduit a une résistance (31,55).
Woodford et al. ont montré une réduction de 8 fois de la CMI de 'ertapéneme par la
cloxacilline chez Enterobacter sp. (66). Dans notre étude, la spécificité de I'ertapéneme
testée sur gélose MH supplémentée par 200 mg/L de cloxacilline était trés élevée (97,4%),
avec les deux souches contrdles qui restaient résistantes. Nous avons par ailleurs observé
gue parmi les souches plus résistantes a I'ertapéneme sur gélose MH-CLX, une plus forte
concentration de cloxacilline (2000 mg/L) aboutissait a une inhibition plus poussée de la
CHN. Cependant, certaines souches présentaient une croissance insuffisante sur ce
milieu, malgré une CMI intrinseque retrouvée supérieure a la concentration de la gélose.
Pour le méropéneme et l'imipénéme, la souche OXA-48 était S sur gélose MH-CLX

(200 mg/L). Ainsi, nos résultats laissent penser que parmi les carbapénémes,
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I'ertapénéme testée sur gélose MH-CLX présente les meilleures performances

intrinseques chez Enterobacter sp.

4.2.2. Géloses sélectives

Les géloses sélectives chromogéenes chromID® CARBA et chromID® OXA-48 ont été
développées pour lidentification respective des entérobactéries productrices de

carbapénémases et celles productrices d’OXA-48 a partir d’écouvillonnages rectaux.

Pour chromID® CARBA, Vrioni et al. ont rapporté une sensibilité de 92,4% et une
spécificité de 96,9% pour le dépistage des carbapénémases sur des écouvillonnages
rectaux (67). Dans notre étude, nous avons retrouvé une spécificité de 92,1% pour une
population d’Enterobacter sp. résistante aux carbapéneémes. L'ensemble des 6 souches FP
comportaient une BLSE, alors que dans I'étude de Vrioni aucune des souches BLSE ne
poussait sur gélose chromID® CARBA. Néanmoins, ce nombre de FP était faible. Simner et
al. (68) ont appliqué une méthodologie similaire a la ndtre sur une population comportant
des bacilles a Gram négatifs porteurs de carbapénémase ainsi que 45 souches non
productrices de carbapénémase mais d’'une CHN. Une spécificité de 42/45 (93,3%) a été
retrouvée pour cette population porteuse de CHN, ce qui est comparable a la valeur
trouvée dans notre étude. Le contréle OXA-48 ne poussait pas sur notre gélose chromID®
CARBA, ce qui est en accord avec la faible sensibilité décrite pour ce type de

carbapénémase (68,69), par contre le contréle VIM était positif.

Girlich et al. ont rapporté une sensibilité de 91% et une spécificité de 100% de la gélose
chromID® OXA-48 pour la détection des OXA-48 (69). Nous trouvons des résultats

similaires, avec aucun FP et une pousse correcte du controle OXA-48.

Nos résultats confirment la bonne spécificité de la gélose chromID® CARBA appliquée a
une population d’Enterobacter sp. résistante aux carbapénemes, chez qui cette résistance
est majoritairement médiée par des mécanismes autres que les carbapénémases. Par
contre, la détection des OXA-48, qui présentent fréquemment un faible profil de
résistance, est difficile sur cette gélose. La gélose chromID® OXA-48 posséde de bonnes

performances intrinséques pour les identifier.
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4.2.3. Faropénéme (MAST CAT-ID®)

Le faropéneme medoxomil est un carbapénéme oral, efficace dans le traitement des
infections communautaires causées par des Enterobacteriaceae, incluant les souches avec
une CHN ou une BLSE (70). Le fabricant MAST Diagnostics a commercialisé assez
récemment les disques CAT-ID®, comportant 10 ug de faropénéme. lls permettraient une
détection fiable, simple et rapide des carbapénémases de type KPC/MBL et OXA-48 : les
souches porteuses de KPC ou MBL ne montreraient pas de zone d’inhibition autour du
disque, tandis que les isolats producteurs d’OXA-48 afficheraient une double zone avec
une zone claire comportant des microcolonies. Une zone d’inhibition clairement définie
sans double zone serait indicatrice de I'absence de production de carbapénémase

(figure 12).

Carbapenemase Megative OXA-48 Positive KPC/MBL Positive

http://www.mastgrp.com/Identification%20strips%20discs%20and%20rings/Glossies/ZT157%20-%20CAT-1D%20V2.0.pdf

Figure 13 - Consignes d'interprétation données par le fabricant MAST-Diagnostics pour les
disques CAT-ID®

Day et al. ont trouvé sur une collection de 248 entérobactéries caractérisées
génotypiquement que I'absence de zone d’inhibition autour d’un disque de faropéneme a
10 pg était prédictif de la production de carbapénémase avec une sensibilité et spécificité
respective de 99% et 94% (71). 12/13 isolats porteurs d’une OXA-48 et un isolat
producteur de KPC montraient une zone d’inhibition comportant une zone avec de
nombreuses microcolonies. Un seul isolat (une OXA-48) avait un résultat faussement
négatif avec une zone claire d’inhibition sans microcolonies. 5 parmi les 82 souches non

productrices de carbapénémase n’affichaient aucune zone d’inhibition, il s’agissait de
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Klebsiella pneumoniae avec une BLSE ou une céphalosporinase plasmidique. Lorsque le
test était appliqué a une collection « sauvage » (avec plus de souches atypiques), la
spécificité était plus faible (87%) : au sein des 16 isolats FP (pas de zone d’inhibition), 10
associaient une CHN avec une altération de porines. Koroska et al. ont observé une faible
sensibilité pour le dépistage des OXA-48 (48/84 isolats seulement identifiés), mais
uniquement 1 FP en faveur d’OXA-48 parmi 41 souches sans carbapénémases (une

souche productrice de CHN) (72).

Dans notre étude, la spécificité retrouvée pour la production de KPC/MBL (absence de
zone d’inhibition) était bonne (97,4%). Par contre, 10 isolats sur les 76 avaient un résultat
faussement indicateur d’OXA-48 (zone claire avec microcolonies poussant jusqu’au
disque). 10 isolats supplémentaires étaient difficilement interprétables: la zone
d’inhibition n’était pas clairement définie avec des microcolonies en périphérie, sans
toutefois atteindre le disque. De plus, le controle OXA-48 montrait lors d’'une premiere
expérience un tel résultat (microcolonies périphériques), ce qui était corrigé lors de la
répétition du test. Sauf 2 souches, toutes ces souches faussement positives, et
notamment les souches ambigués, étaient productrices d’'une CHN. La présence de

résultats positifs était plus fréquente chez les E. aerogenes.

Nos résultats suggerent donc, en contraste avec les études d’autres auteurs, surtout un
manque de spécificité pour l'identification des OXA-48 (73,7% en tenant compte des
résultats ambigus), avec des difficultés d’interprétation pour un nombre important de

souches.

4.2.4. Témocilline et algorithmes de criblage des carbapénémases

La détection des carbapénémases de classe A et B peut étre effectuée en utilisant des
disques combinés ou des tests de synergie avec un inhibiteur spécifique et un disque de
carbapénéme. Une synergie avec I'acide boronique (BA) et non la cloxacilline indique la
production de carbapénémase de classe A, une synergie avec I'acide dipicolinique (DPA)
ou I'EDTA celle d’'une carbapénémase de classe B. Il n’y a pas d’inhibiteur décrit pour les
carbapénémases de classe D (oxacillinases). Il a été montré qu’un haut niveau de
résistance a la témocilline suggere la production d’enzyme de type OXA-48-like. D’autres
mécanismes peuvent aussi conférer une résistance a la témocilline : les carbapénémases
de type MBL, les BLSE et les CHN associés a une altération de porines (les BLSE avec un

diametre restant généralement supérieur a 10 mm, les CHN ayant une distribution plus
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variable (65)). Maurer et al. ont donc suggéré d’utiliser un cut-off <11 mm (recommandé
dans les guidelines de I'EUCAST en 2013 (49)) en testant la témocilline sur gélose
supplémentée de cloxacilline : la spécificité de la témocilline était augmentée sans perte
de sensibilité (65). Van Dijk et al. ont testé 128 Enterobacteriaceae (dont 23 Enterobacter)
et trouvé 100% de sensibilité et spécificité en utilisant un cut-off <11lmm associé a
I’'absence de synergie avec le BA ou le DPA (73). L’étude de Robert et al. publiée en 2017
décrit les résultats a l'origine de I'algorithme de criblage des carbapénémases adopté par
le CASFM en 2015 (74). lls utilisent un cut-off <15 mm pour la témocilline puisqu’il
affichait une plus grande sensibilité lors de son application a 349 Enterobacteriaceae NS a
I'ertapénéme (dont 135 Enterobacter). L’algorithme global affichait une sensibilité de
100% et une spécificité de 78,8%, tandis que I'application de I'algorithme de van Dijk
(avec un cut-off <11mm pour la témocilline) n’avait que 55,8% de sensibilité et 90,6% de
spécificité pour les isolats de cette étude. Il y a une discordance entre I'étude de van Dijk
et celle de Robert pour le seuil permettant la détection des OXA-48. Cependant,
uniguement 26,1% des isolats ont pu étre testés par Robert pour I'algorithme de van Dijk,
ce dernier utilisant la résistance au méropéneme comme critere d’inclusion. Les souches
OXA-48 étant souvent faiblement résistantes aux carbapénéemes et I'ertapénéme souvent
le carbapénéme le plus touché (75), une explication possible pourrait étre un biais de
sélection dans I’étude de van Dijk : la population de I'’étude de Robert (sélectionnée sur la
résistance a I'ertapénéme) comporterait des OXA-48 plus faiblement résistantes que la
population de I'étude de van Dijk (sélectionnée sur la résistance au méropéneme).
L’étude de Dortet et al. retrouvait 4,9 % des producteurs d’OXA-48-like avec un diametre

de la témocilline entre 11 et 13 mm (76).

Dans notre étude, le controle OXA-48 présentait un diametre d’inhibition de la
témocilline de 6 mm sur gélose MH et MH-CLX. La spécificité était meilleure (92,1%) pour
le cut-off <11 mm comparé a <15mm (75,0%). Sur gélose MH-CLX, la spécificité du cut-off
<15 mm devenait aussi tres satisfaisante (97,4%). Ceci s’accorde avec les résultats

observés par Maurer (65).

L’application de I'algorithme développé par Robert et al. (74), qui est couramment utilisé
en routine en France, montrait une spécificité de 76,3% parmi les souches

d’Enterobacter sp. de notre étude. Nos résultats sont donc similaires a ceux de Robert
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qui trouvait 78,8% de spécificité (parmi une population constituée néanmoins aussi

d’autres entérobactéries).

L’originalité de notre approche a été de modifier légerement cet algorithme en testant la
témocilline sur gélose additionnée de cloxacilline, en s’appuyant sur I'étude de
Maurer (65). Nous avons trouvé une augmentation de la spécificité de I'algorithme
modifié a 93,4% grace a cette stratégie. Les 2 souches contréles (VIM et OXA-48) restaient

positives.

L'utilisation de la témocilline (cut-off <15 mm) sur gélose additionnée de cloxacilline dans
I'algorithme préconisé par le CASFM pourrait étre une possibilité pertinente pour des
souches porteuses de céphalosporinase (entérobactéries du groupe 3). Il serait
intéressant de tester cette approche sur une population comportant davantage de
souches porteuses de carbapénémases afin de confirmer I'absence de perte de

sensibilité.
4.3. Exploration des mécanismes d’efflux

Dans la littérature, de multiples auteurs ont utilisé des inhibiteurs de pompe d’efflux afin
d’évaluer leur implication dans la résistance aux antibiotiques. Cependant, des résultats
souvent discordants sont retrouvés : chez Enterobacter sp., Szabo et al. avaient identifié
un effet du PABN sur la résistance a I’ertapénéeme (31), alors que Doumith et al. n’avaient
pas observé d’effet (33). Pour le CCCP, un effet semble étre présent chez des germes non
fermentants : Pournaras et al. I'ont testé a 2,55 pug/mL sur 13 P. aeruginosa résistants au
méropéneme et ont observé une diminution de la CMI du méropénéme (77). Kuo et al.
ont trouvé un effet partiel sur les CMI de I'imipéneéme sur des souches d’Acinetobacter
baumannii avec une multirésistance induite in vitro en utilisant le CCCP a une
concentration de 1,25 pg/mL, mais aucune synergie n’a été identifiée sur des souches
cliniques multirésistantes (78). Chez les Enterobacteriaceae, Zhang et al. ont utilisé des
concentrations plus élevées (10,2 ug/mL) sur des isolats de Klebsiella pneumoniae
producteurs de carbapénémase KPC-2, mais aucun effet sur les CMI des carbapénemes
n‘a été observé (79). Shi et al. ont testé des souches de K. pneumoniae sans
carbapénémase mais avec une céphalosporinase plasmidique associée a une perte de
porines, aucune synergie avec le méropénéme et I'imipénéme n’a été mise en évidence

(80). Jacoby et al. ont obtenu des souches de K. pneumoniae porteuses de diverses B-

53



lactamases et une altération des porines, mais 20,4 ug/mL de CCCP ne montrait pas
d’effet sur la résistance a I'ertapénéme (32). D’aprés ces données, il semblerait donc que
le CCCP ait un certain effet chez les bactéries non fermentants, mais pas chez les

entérobactéries, alors que les résultats du PABN sont plus variables.

Dans notre étude, les résultats obtenus avec ces deux inhibiteurs étaient également
difficilement interprétables. Pour le PABN, des effets tres variables étaient observés :
16/76 souches montraient une augmentation significative de diametre, alors que 34/76
isolats présentaient une diminution significative de diametre. De fagon intéressante, on
pouvait noter que la plupart des isolats dont le diametre augmentait étaient résistants a
I'ertapénéme par diffusion, alors que la diminution était observée surtout pour les isolats
S a I'ertapéneme par diffusion. L'utilisation du PABN a été critiquée car cette molécule
semble perméabiliser les membranes bactériennes et aboutir a une fuite notamment de
la céphalosporinase dans le milieu extérieur, et donc avoir des effets non spécifiques (81).
Cet effet pourrait étre du moins partiellement prévenu par I'ajout de Mg®* dans le milieu
de culture (82). L'augmentation du diameétre d’inhibition que nous avons observé pourrait
étre le témoin de la présence de pompes d’efflux inhibées par le PABN, ou d’effets non
spécifiques tels qu’une fuite de la céphalosporinase. En effet, parmi les souches
n‘impliqguant pas de CHN mais un autre mécanisme (BLSE sans CHN), aucune ne montrait
d’augmentation significative de diametre, ce qui pourrait plaider en faveur d’un effet de
perméabilisation membranaire et de fuite de la CHN. Les nombreuses souches pour
lesquelles a I'opposé une diminution de diametre était observée, étaient pour la plupart S
a l'ertapéneme par diffusion, et n’auraient possiblement pas été incluses dans les autres
études sur le PABN n’incluant que les isolats résistants aux carbapénemes en E-test
(31,33). U'hypothése d’une induction des pompes d’efflux par cet inhibiteur compétitif

reste cependant possible.

Pour le CCCP, en contraste avec les données de la littérature chez les entérobactéries,
nous avons observé sur une majeure partie des isolats (52/75) une augmentation
significative de diametre. Il a été montré que le CCCP inhibait le fonctionnement d’une
protéine transmembranaire, AmpG, nécessaire a |'expression a haut niveau de la
céphalosporinase chez E. cloacae (83,84). L'inhibition de la CHN pourrait expliquer I'effet
gue nous avons observé, néanmoins les souches BLSE sans CHN présentaient aussi une

augmentation. Etant donné que le controle négatif affichait aussi une augmentation, alors
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gue paradoxalement, pour le controle positif aucune modification de diametre n’était

notée, d’autres effets non spécifiques semblent probablement impliqués.

La croissance non confluente sur la gélose supplémentée de 20 pug/mL de CCCP observée
pour quelques isolats parait étre liée a un effet combiné de cet inhibiteur et de
I'ertapéneéme. En effet, de maniére similaire aux résultats trouvés pour la cloxacilline a
forte concentration (2000 mg/mL), la CMI intrinséque de ces souches (déterminée par
méthode de macro-dilution en milieu liquide) est nettement plus élevée que la
concentration de la gélose. En tout cas, bien que les résultats fussent trés répétables pour
un méme isolat, I'effet intrinseque des inhibiteurs semblait variable suivant les souches.
De plus, pour le PABN, nous avons retrouvé de fagon reproductible de tres fréquentes
doubles zones d’inhibition, suggérant un effet variable méme au niveau des sous-

populations d’'un méme isolat.

En somme, ces résultats ne permettent pas d’affirmer ou d’infirmer I'implication de
pompes d’efflux dans la résistance aux carbapénémes des souches d’Enterobacter
évaluées. Des effets non spécifiques des deux inhibiteurs utilisés semblent étre
probables. Il n’existe actuellement aucun document de référence quant au choix
approprié des inhibiteurs, des concentrations et des souches contrdles a employer (29),
ce qui peut expliquer la multitude de résultats différents retrouvés dans la littérature. La
technique de RT-gPCR permet de quantifier de fagon beaucoup plus exacte et
standardisable le niveau d’expression des genes de pompes d’efflux, et est devenue
maintenant beaucoup plus accessible (29,85). Les méthodes phénotypiques (avec
inhibiteurs de pompes d’efflux) peuvent étre utilisées en combinaison avec les méthodes
génotypiques (86), cependant les inhibiteurs de pompes d’efflux semblent étre peu
performants dans I'identification correcte de ces mécanismes (K. Jeannot, CNR Résistance

aux antibiotiques de Besangon, communication personnelle, 18 avril 2017).
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5. Conclusion

Les souches du genre Enterobacter constituent une population particuliere car elles sont
porteuses d’'une céphalosporinase chromosomique constitutive fréquemment
surexprimée. De plus, l'acquisition d’une BLSE est un phénomeéne de plus en plus
rencontré. En association avec une imperméabilité suite a une altération des porines, une
résistance aux carbapénemes peut apparaitre, 'ertapéneme étant la premiére molécule
touchée. La présence de carbapénémase reste trés rare (du moins en France) chez ces
souches. Les tests de laboratoire doivent donc étre capables d’éviter, surtout pour ce
genre, d’inutiles suspicions de carbapénémases génératrices de tests complémentaires
colteux et de mesures drastiques au niveau clinique. C'est donc surtout une bonne
spécificité des tests qui doit étre recherchée, cependant la sensibilité doit aussi rester
correcte pour ne pas méconnaitre I'émergence de carbapénémases parmi ce type de

souches en France.

Dans cette étude, tous les tests évalués nécessitent environ 1 jour de plus apres
I'obtention du résultat de non-sensibilité aux carbapénémes par la méthode automatisée
(Vitek®). Le test de l'ertapénéme en diffusion sur gélose additionnée de cloxacilline
montrait la meilleure spécificité parmi les carbapénemes, tout en gardant une bonne
sensibilité (notamment pour les OXA-48). L'utilisation de géloses sélectives
(chromID® CARBA accompagnée de chromID® OXA-48) semble aussi trés intéressante. Le
faropénéme montrait une spécificité moins bonne, avec des difficultés d’interprétation
des résultats et de répétabilité, et une sensibilité pour les OXA-48 pouvant faire défaut.
Une légere modification de I'algorithme de criblage des carbapénémases de 'EUCAST-
CASFM 2015 pourrait avoir un intérét pour les souches du genre Enterobacter.
L'utilisation de la témocilline sur gélose additionnée de cloxacilline, avec un seuil de
15 mm, a permis une trés bonne spécificité de cet algorithme sur les isolats de cette

étude, avec une sensibilité pour le dépistage des OXA-48 conservée.

Nous avons observés dans cette étude que la méthode automatisée (Vitek®) semble
surestimer de maniere importante la résistance a I'ertapénéme. Ceci peut avoir un impact
sur les possibilités thérapeutiques chez un patient infecté par une telle souche
d’Enterobacter sp., la possibilité d’un traitement par céfépime étant compromise en cas

de présence d’une BLSE.
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D’autres tests de laboratoire existent que nous n’avons pas évalués. Le test de Hodge
n’est actuellement plus recommandé a cause d’'un manque de sensibilité et de spécificité
(87). Certains auteurs ont proposé des versions modifiées avec notamment I'ajout de
ZnS0O,4 (88) ou de cloxacilline (89) dans le milieu afin d’améliorer respectivement sa
sensibilité et sa spécificité. Les tests génotypiques présentent le probléeme de leur colt
fréquemment élevé. Un nouveau test immuno-chromatographique (OKN K-SeT®) capable
de détecter les carbapénémases de type OXA-48, NDM et KPC, a été commercialisé
récemment par Coris BioConcept. Une évaluation réalisée en France a retrouvé une
sensibilité et une spécificité de 100% pour les 3 types de carbapénémases
recherchés (44). Ce test couvre deux des carbapénémases les plus fréquentes en France
(OXA-48 et NDM). Les VIM, qui sont aussi décrites chez Enterobacter sp. en France (2), ne
sont pas détectées pour le moment. D’un co(t plus faible que la plupart des méthodes
génotypiques et de réalisation rapide (environ 15 minutes), ce test pourrait étre trés
intéressant pour une identification rapide des carbapénémases en cas de suspicion sur les

résultats de I'antibiogramme automatisé.

Les inhibiteurs de pompe d’efflux que nous avons utilisés pour explorer I'implication de
ce mécanisme dans la résistance aux carbapénemes chez Enterobacter sp. n’ont pas
donné de résultats facilement interprétables. Des modes d’action non spécifiques ont
probablement été a 'origine de la plupart des effets observés, et une comparaison avec

une méthode plus fiable telle que la RT-gPCR serait pertinente.
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7. Annexes

7.1. Annexe 1: Amorces utilisées pour la recherche de carbapénémase
par PCR
PCR B- Amorce Séquence Taille de Concentration | Réf.
Lactamase(s) (5'-3") I'amplicon | des amorces
ciblée(s) (pb) (pmol/pL)
Multiplex | | GES-1a GES- | MultiGES_ AGTCGGCTAGAC | 399 0.4 (45)
(GES et 9 et GES-11 for CGGAAAG
OXA-48- MultiGES_ | TTTGTCCGTGCT 0.4
like) rev CAGGAT
OXA-48-like MultiOXA- GCTTGATCGCCC | 281 04
48_f0r TCGATT
MultiOXA- GATTTGCTCCGT 0.4
48 rev GGCCGAAA
Multiplex Il | variants IMP | MultilMP_ TTGACACTCCAT | 139 0.5
(IMP) sauf IMP-9, for TTACDG
IMP-16, IMP-~ "1 1iMP_ | GATYGAGAATTA 05
18, IMP-22 et rev AGCCACYCT
IMP-25
Multiplex variants VIM | MultivVIM _ GATGGTGTTTGG | 390 0.5
N (VIMet | incluant for TCGCATA
KPC) VIM-1 et MultiVIM_ | CGAATGCGCAG 0.5
VIM-2 rev CACCAG
KPC-13 MultikPC_ | CATTCAAGGGCT | 538 0.2
KPC-5 for TTCTTGCTGC
MultikPC_ ACGACGGCATA 0.2
rev GTCATTTGC
Simplex NDM incluant | NDM-F GGTTTGGCGATC | 621 10 (36)
(NDM) NDM-1 TGGTTTTC
NDM-R CGGAATGGCTCA 10
TCACGATC
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7.2. Annexe 2 : Images positives ou difficilement interprétables
observées pour les disques de faropénéme

N° 12 N°13 N° 21

N° 26 N° 29 N° 33 N° 36 ° N° 40

2| (N

~ 2
w
A4 F ®

10 OXA 9 9 11 OXA 9 OXA

N° 41 N° 47 N°53 N° 55 N° 56 N° 61

8 OXA 9u 14 pn 12 12 9u
N° 63 N° 65 N° 67 N° 69 N° 70

10 OXA 10 OXA 9 OXA 9 OXA 8 OXA

C+ OXA48 C+OXAA48 (retesté) | C+VIM

Diamétre d’inhibition (quand mesurable), puis en gras :

e L = microcolonies périphériques = interprété comme
négatif / OXA-48

e OXA = microcolonies dans toute la zone d’inhibition =
en faveur OXA-48

2 W ou OXA? 12 OXA 6P e P =en faveur carbapénémase KPC/MBL

67




7.3. Annexe 3 : Corrélation entre le diameétre d’inhibition du faropénéme

et les différents carbapénémes

Corrélation Corrélation
faropénéme/ertapénéme faropénéme/ertapénéme
30 (cloxacilline)
E 25 Q _30
S * 4 € 25
< 20 * £E
€ o 20
5 15 *® £
S ‘@ 15
Q. R
o 10 A 3 10 -
o
g 5 y= 0,2103x -1,5049 3 5 y =0,4648x - 2,7516
0 R?% = 0,6518 2 0 R2 = 0,4659
0 20 40 60 0 20 40 60
@ ertapénéme (mm) @ ertapénéme (cloxacilline) (mm)
Corrélation Corrélation
faropénéme/méropénéme faropénéme/méropénéme
30 (cloxacilline)
— 30
£ 25 *3 —
€ € o5 L
< 20 P4 £ 03
: i :
s N ‘2 15
S 10 8 10 -
= )
S s y =0,783x - 9,6583 S y =0,4983x - 4,7725
0 R?2=0,5179 LS R?=0,2633
0 20 40 60 0 20 40 60
@ méropénéme (mm) @ méropénéme (cloxacilline) (mm)
Corrélation Corrélation
faropénéme/imipénéme faropénéme/imipénéme
30 (cloxacilline)
— 30
g€ 25 ’—‘ —
£ > € 25
< 20 * E
€ o 20
S 2 15 -
Q. N
o 10 2 10 -
£ ¢ y=0,7562x - 9,1824 o v 63
S 2203474 £ > : ’
0 | R°=0, | s . R?=0,3826
0 20 40 60 0 20 40 60
@ imipénéme (mm) @ imipénéme (cloxacilline) (mm)
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7.4. Annexe 4 : Résultats des controles et des 18 souches positives avec I'algorithme de criblage des carbapénémases (CASFM 2015)

N° BLSE CHN | @ERT |CMIERT| @TCC | @TEM | @ MER | @ IMI OFEP | @MER | @ IMI @ TEM | Esp. | Algo. Algo.
(mm) | Vitek® | (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) cloxa cloxa cloxa O/N | avec TEM
(mg/L) (mm) (mm) (mm) cloxa O/N
1 0 0 7 >8 9 8 12 12 17 24 30 15 EA 0 0
12 N 0 16 >8 9 15 18 18 24 34 36 26 EA 0 0
26 0 N 17 2 8 10 22 27 6 24 30 12 EC 0 0
68 N 0 20 4 10 8 29 34 15 36 38 12 EC 0 0
69 N 0 20 4 14 17 20 25 17 36 37 25 EA 0 0
2 0 0 21 4 10 10 28 29 17 34 33 15 EC 0 N
18 N 0] 24 4 10 13 27 27 21 35 33 25 EC 0] N
20 N 0 26 2 8 12 32 32 23 38 37 25 EC 0 N
21 N 0 25 4 8 13 26 24 27 31 31 22 EC 0 N
30 0 0 23 4 7 14 30 28 7 33 31 18 EC 0 N
35 0 0 22 4 7 10 30 30 12 35 33 17 EC 0 N
36 0 0 15 >4 7 11 26 29 7 32 31 18 EC 0 N
37 0 0 17 4 7 13 27 31 8 32 33 18 EC 0 N
40 N 0 16 2 7 8 24 25 21 36 34 23 EC 0 N
47 0] 0] 15 >4 7 11 25 27 7 30 30 18 EC 0] N
50 N 0 27 1 8 14 30 28 25 35 36 23 EC 0 N
57 0 0 19 4 8 13 26 28 17 34 34 20 EC 0 N
66 0 0 22 4 8 11 27 28 15 35 34 16 EC 0 N
C+VIM 0 0 8 >32 6 6 9 12 6 11 15 6 EC 0 0
C+OXA-48 0 0 16 4 6 6 21 24 6 24 26 6 EC 0 ]
C- N N 38 <0,5 34 30 37 34 40 50 50 40 EC N N

@ : diamétre d’inhibition ; ERT : ertapénéme ; TCC : ticarcilline-acide clavulanique ; TEM : témocilline ; MER : méropénéme ; IMI : imipénéme ; FEP : céfépime ; cloxa : gélose MH supplémentée de
cloxacilline (200 mg/L) ; Esp. : Espéce ; EA : Enterobacter aerogenes ; EC : Enterobacter cloacae ; algo O/N : réponse de I’algorithme en faveur/défaveur d’une suspicion de carbapénémase



7.5. Annexe 5 : Isolats avec pousse non confluente sur gélose

supplémentée avec CCCP (20 pg/mL)

Souche n° CMI @ ERT @ ERT sur Pousse sur Pousse sur gélose
intrinséque | sur gélose MH + | gélose MH+CCCP | MH+CCCP
Cccp gélose Cccp (20 pg/mL) (20 pg/mL)
(ug/mL) MH (20 pg/mL) avec disque sans disque

(mm) (mm) d’ertapéneme d’ertapéneme

30 100 23 30 + +++

31 50 28 34 + ++

34 100 24 indéterminé | -/+ -/+

44 100 23 30 + +

64 50 26 32 + ++

68 50 20 30 + +

69 50 20 24 + +++

Controle nég. | 100 38 43 + +

Pousse -/+ Pousse + Pousse ++ Pousse +++

CMI : concentration minimale inhibitrice ; @ : diamétre d’inhibition ; ERT : ertapénéme
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7.6. Annexe 6 : Image particuliére « en cocarde » pour le controle avec une
carbapénémase VIM

Gélose MH + CCCP Gélose MH + cloxacilline
(20 pg/mL) (200 mg/L)
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Abstract: Carbapenem resistance is a relatively frequently occurring phenomenon in
Enterobacter sp. Carbapenemases are a major public health issue but are rarely found in
France for that genus. The objective of this retrospective research was to evaluate the
proportion of that resistance and of carbapenemases, as well as the performance of several
tests in this population. 123 ertapenem non-susceptible (NS) strains were included from July
2015 to July 2016, of which 76 were finally tested. The estimated proportion of ertapenem
NS Enterobacter sp. was 5.8 % and no carbapenemase was found. Ertapenem disk diffusion
on cloxacillin-supplemented agar, selective agars, and a modified version of CASFM’s
carbapenemase detection algorithm displayed good performances. Faropenem lacked
specificity and had interpretation difficulties. Phenotypic efflux mechanism investigation
didn’t show conclusive results and further testing by molecular methods could be

appropriate.
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Enterobacter sp. Les carbapénémases, qui constituent un enjeu majeur de santé publique,
sont rarement retrouvées en France pour ce genre. L'objectif de cette étude rétrospective
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