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INTRODUCTION

Les infections urinaires (IU) sont parmi les infections bactériennes les plus courantes
qu’elles soient communautaires ou nosocomiales. En effet, elles constituent 1’un des principaux
motifs d’hospitalisation et la premiére cause d’infection nosocomiale devant les infections du
site opératoire et les pneumonies. Elles sont causées par de nombreux agents pathogenes mais
le plus souvent par Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Enteroccocus faecalis et Staphylococcus saprophyticus. Le spectre clinique est hétérogéne, de
I’infection bénigne non compliquée a I’infection compliquée des voies urinaires. La
fosfomycine et le mécillinam sont des antibiotiques de premier choix dans le traitement des
cystites. De plus la prévalence croissante de B-lactamase a spectre étendue (BLSE) améne a une
recrudescence de leur intérét dans la prise en charge des infections urinaires. Malgré leur facilité
d’utilisation, I’absence de leur rendu par des tests de sensibilités automatisés et rapides comme
le Vitek®2, pour les entérobactéries non E. coli, entraine une perte de chance pour les patientes.
Pour pouvoir déterminer la sensibilité pour ces antibiotiques avec le Vitek®2, il est nécessaire
de réaliser une comparaison de methode avec la méthode de référence de dilution en milieu
agar. C’est une méthode fastidieuse, difficile a mettre en place, longue et nécessitant le matériel
adéquat. Aussi, E.coli étant I’espéce majoritairement présente dans les infections urinaires, les

études se sont focalisées sur cette espéce au détriment des autres entérobactéries.

L’objectif de cette étude est de comparer différentes méthodes de sensibilité des a la
fosfomycine et au mécillinam (Vitek®2, diffusion en disque et bandelette Etest®) a la méthode
de référence de dilution en milieu agar. La finalité étant de voir si le Vitek®2 serait approprié
pour rendre la fosfomycine et le mécillinam pour les entérobactéries non E. coli dans les

infections urinaires.
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PARTIE 1: REVUE DE LA LITTERATURE
PHYSIOPATHOLOGIE DES INFECTIONS URINAIRES
A. PATHOGENESE

Il existe deux voies d’infection comme I’explique la figure 1 :

La voie majoritaire est la voie ascendante qui débute généralement par une
contamination périurétrale par un uropathogene issu de la flore digestive. En effet, certaines
bactéries ont des facteurs de virulence, comme des adhésines et pili, permettant leurs adhésions
et leurs remontées de 1’urétre a la vessie. Le systéeme immunitaire de 1’hdte élimine une partie
des bactéries. Certains de ces pathogénes échappent a cette élimination par invasion des cellules
hotes ou des changements morphologiques. La multiplication, formation de biofilm et
production de toxines par les bactéries vont entrainer des dommages cellulaires, qui libérent
des nutriments essentiels favorisant leur survie. Elles finiront par rejoindre le parenchyme rénal
via les uretéres ou conduit prostatique par la migration rétrograde des bactéries. Si I’infection
urinaire n’est pas prise en charge elle peut évoluer en une bactériémie par le passage a travers

la barriere épithéliale tubulaire du rein.(1)

11)| Bacteraemia

Host tissue
10)| damage by
bacterial toxins

1111111

[ Colonization of
the kidneys

Ascension to the kidneys |

Epithelial damage
g

by bacterial toxin:
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Figure 1 Pathogénése des infections des voies urinaires(1)
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La voie descendante, plus minoritaire, entrainant une infection urinaire haute, peut-étre
due a une dissémination hématogene de bactérie, telle que Staphylococcus aureus, en cas de
bactériémie prolongée.(2)

B. FACTEURS DE RISQUES

Les facteurs de risques d’infections urinaires peuvent étre divises en plusieurs
catégories : ceux exposant 1’hote a des agents uropathogénes, ceux favorisant la colonisation

par ces bactéries et ceux amplifiant la réponse de 1’hote.

Les femmes sont plus vulnérables aux infections urinaires que les hommes du fait de la
proximité de I’urétre avec 1’anus et permet aux bactéries de la flore digestive, tels que E. coli

uropathogéne, un acces plus facile aux systemes urinaires, de méme pour la flore vaginale.

De plus, I’urétre féminin est plus court que celui de I’homme ce qui permet une remontée plus

facile des agents pathogenes dans la vessie.

Certains comportements peuvent favoriser les infections urinaires, comme dit
précédemment 1’activité sexuelle en est un. En effet, un rapport sexuel entraine le déplacement
des bactéries ce qui majore le risque d’infection urinaire.(3) Certaines contraceptions comme
le diaphragme, spermicide ou préservatif peuvent entrainer une augmentation de ces infections.
Le spermicide perturberait la flore vaginale en faveur d'une colonisation par des uropathogénes
en étant toxique pour les lactobacilles mais par pour E. coli, prédisposant ainsi les femmes qui

utilisent ces produits aux infections urinaires.(4)

La mise en place d’un cathéter est un facteur participant aux infections urinaires. IIs
empéchent la mise en place de systeme de défense contre les microorganismes. Le cathéter
induit une accumulation de fibrinogéne fournissant un environnement idéal pour les
bactéries.(1) L’absence de vidange correcte de la vessie ainsi qu’une augmentation du pH

entrainent, entre autres, la formation de biofilm bactérien.(5)

La colonisation urinaire bactérienne est aussi favorisée chez les patients diabétiques. En
effet, le taux de glucose plus élevé dans les urines pourrait entrainer une prolifération plus
rapide des bactéries mais il n’existe pas encore d’études montrant 1’association direct entre la
glucosurie et le risque d’infection urinaire. De plus, I’hyperglycémie altére la production de

cytokines mais aussi le recrutement des leucocytes et la fonction des granulocytes.(6)
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Des mécanismes de défense de I’hote permettent de limiter les infections urinaires.
L’anatomie de 1’urétre chez ’homme, le systéme anti-reflux des uretéres par leur implantation
oblique au niveau de la vessie qui empéche les reflux d’urines. Les mouvements péristaltiques
amenant a I’élimination de 1’urine. Mais aussi, des mictions fréquentes avec une vidange
compléte de la vessie. De plus, la vessie est recouverte d’un urothélium lui-méme constitué
d’uromucoide permettant de protéger 1’épithélium urinaire avec la formation d’un film
mucopolysaccharidique qui empéche I’adhésion des bactéries sur I’urothélium. Chez la femme,
la flore vaginale est peuplée de lactobacilles qui produisent de 1’acide lactique entrainent un pH

acide trés défavorable a la croissance et a la colonisation par des bactéries uropathogénes.(7)

C. LES BACTERIES UROPATHOGENES - LES ENTEROBACTERIES

Le spectre des agents pathogénes retrouvés dans les infections urinaires basses et hautes
non compliquées est le méme. L’espéce bactérienne la plus fréquemment retrouvée est
Escherichia coli dans 75 a 90% des cas. Parmi les autres especes retrouvées, Proteus mirabilis
est retrouvé dans 3 a 5% des cas, plus fréqguemment chez les plus de 50 ans.
Staphylococcus saprophyticus plus fréquent chez les femmes jeunes dans 3 a 4% des cas et

Klebsiella spp (3-4%) en majorité chez les sujets de plus de 50 ans.(8)

Sur la figure 2 est schématisée la répartition des especes bactériennes selon une étude
de ARESC (antimicrobial resistance epidemiological survey on cystitis) regroupant
I’épidémiologie de 2004 a 2006 des infections urinaires non compliquées de neuf pays

européens et du Brésil.(9)

17



1,06% 3,95%
1,31% M E. coli

1,25%

3,91% B K. pneumoniae

u P. mirabilis

. Enterobacter

m Citrobacter

M autres Enterobactéries

W Staphylococcus
saprophyticus

Figure 2 Répartition des espéces bactériennes dans les bactériuries(9)

Pour les infections urinaires a risque de complication, la répartition bactérienne est un
peu différente. E. coli est toujours le pathogéne dominant mais sa prévalence diminue
modérément au profit de I’entérocoque, K. pneumoniae et Candida spp. (figure 3)(1)

20 2% 2%

M E. coli

l Enterococcus spp.
K. pneumoniae

I Candida spp.

H P. mirabilis

 S. saprophyticus
M P. geruginosa

W S. aqureus

Figure 3 Répartition des bactéries dans les infections urinaires a risque de complication

Par rapport a E. coli, les genres Citrobacter et Enterobacter sont plus fréqguemment
retrouves dans les infections urinaires compliquées chez des patients avec des affections sous-
jacentes ou d’immunosuppression. IIs sont retrouvés plus fréquemment dans les pyélonéphrites,

les infections urinaires récidivantes et chez ceux ayant eux une antibiothérapie prolongée.(10)
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Parmi les bactéries responsables d’infections urinaires, les bacilles a Gram négatif sont trés
largement majoritaires, avec E. coli en téte suivi des autres entérobactéries. Nous y consacrons

donc une partie de cette revue bibliographique.

1. GENERALITES SUR LES ENTEROBACTERIES

La famille des Enterobacteriaceae a été décrite pour la premiére fois en 1937. Mais
E. coli a été précédemment décrit par Théodor Eschrich en 1885, isolé a partir de cas de

diarrhées du nourrisson, qu’il nomma tout d’abord Bacterium coli commune.

Les entérobactéries sont des bacilles & Gram négatif, elles répondent a plusieurs

caractéristiques :

- Aéro-anaérobies facultatifs

- Mobiles (ciliature péritriche) ou rarement immobiles
- Non exigeantes

- Fermentant le glucose

- Dépourvues d’oxydase

- Catalase positive

- Possédent une nitrate reductase

Elles sont trés largement distribuées dans la nature mais font aussi partie de la flore
commensale digestive de ’Homme. Les entérobactéries sont la premicre cause d’infections des

voies urinaires.

Les caractéristiques des entérobactéries encore utilisées dans des tests d’orientation rapides

sont résumées dans le tableau 1 ci-dessous.

Tableau 1 caractéristiques majeures des entérobactéries(11)

Genres o «Q T — = T — c
S| & 9| k| 2| 5| o &
=3 = 8 3 s =3 w > 7
= b wn @D D D D
o8 @ ® = @
=
=
=}
Escherichia \Y - + (+) |V - - -
Citrobacter + - + + Vv + - +
Klebsiella - - + + V - - V
Enterobacter + - + + - - - -
Proteus + - + - \Y (+) |+ +

V=variable. ()= caractére existant ou non pour la majorité des souches., TDA= tryptophane desaminase,
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Les entérobactéries possedent différentes caractéristiques antigéniques communes :

Un antigéne commun ou antigene K (Kunin) : antigéne de capsule ou d’enveloppe

Un antigéne O ou somatique, de paroi, qui correspond aux polyosides fixes sur les
lipopolysaccharides. Ils sont thermostables, résistent a 1’alcool et ils sont responsables
du pouvoir toxinique.

L’antigene H ou flagellaire, de nature protéique et thermolabile

Antigénes F d’adhérence ou adhésines de nature protéique, portés par des pili communs

CLASSIFICATION DES ENTEROBACTERIES SELON LEURS
SENSIBILITES AUX ANTIBIOTIQUES

La plupart des entérobactéries produisent des B-lactamases. Les B-lactamines sont des

antibiotiques largement utilisés dans le traitement de toutes pathologies humaines, en ville

comme a I’hopital.

Ces B-lactamases ont comme caractéristiques, d’hydrolyser une liaison amide du groupe

B-lactame des B-lactamines. L antibiotique ne peut plus se fixer sur son site d’action, la PLP

(protéine liant la pénicilline), enzyme impliquée dans la synthése de la paroi bactérienne.

Les entérobactéries, grace a la présence ou non, dans le chromosome bactérien, et la nature

des B-lactamases, peuvent étre classées selon leurs résistances naturelles aux B-lactamines.

Comme résumé dans le tableau 2, elles sont divisées en 7 groupes :

Groupe 0 : Salmonella spp., Proteus mirabilis, sans résistance naturelle

Groupe 1 : E. coli, Shigella spp.

= Céphalosporinase ampC tres faiblement exprimée

Groupe 2 : Klebsiella sp, Citrobacter koseri, Raoultella spp., Enterobacter hermanii.

= Pénicillinase de bas niveau qui hydrolyse les pénicillines et est inhibée par 1’acide
clavulanique et le tazobactam

Groupe 3 : Enterobacter complexe cloacae., Klebsiella aerogenes, Citrobacter freundii,

M. morganii, Hafnia alvei, Providencia stuartii,, Serratia marcescens.

= Céphalosporinase de bas niveau ampC inductible avec un risque d’hyperproduction
sous pression des C3G.

Groupe 4 : Yersinia enterolitica, Serratia fonticola.

= Pénicillinase et céphalosporinase
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- Groupe 5 : Proteus vulgaris, Proteus penneri
= Cefuroximase
- Groupe 6 : Kluyvera spp, Citrobacter sedlakii, Rahnella aquatilis, Erwinia persicina

= BLSE chromosomique de bas niveau

Tableau 2: Résistances naturelles des entérobactéries en fonction de leur groupe

Groupe | Groupe | Groupe | Groupe | Groupe | Groupe | Groupe

0 1 2 3 4 5 6
AMX S S/l R R R R R
AMC S S/ S R R S S/
TIC S S R S R S R
TZP S S S S R S S/
C1G S S/ S R S R R
FOX S S S R/ S S S
C3G S S S S S S S/
C4G S S S S S S S/
ATM S S S S S S S
IMI S S S S S S S

AMX :amoxicilline, AMC : amoxicilline-acide clavulanique, TIC : ticarcilline, TZP: pipéracilline-tazobactam,
FOX: cefoxitine, ATM: aztréonam, IMI : imipéneme

Gréce a I’arrivée de nouvelles techniques telle que la taxonomie numérique et des
techniques d’hybridation ADN-ADN un trés grand nombre de nouveaux genres et d’especes
ont vu le jour parmi la famille des Enterobacteriaceae. Parmi toutes les espéces décrites a ce

jour, seule une vingtaine est habituellement rencontrée en clinique.

3. ESCHERICHIA COLI

C’est un hote commensal du tube digestif de I’homme de des animaux a sang chaud. En

effet, chez I’homme il représente 1’espéce dominante de la flore intestinale aérobie.

Ses principales caractéristiques sont résumées dans le tableau 1. En milieux gélosés
ordinaires, les colonies se développent en 18-24h avec un aspect non spécifique : rondes, plates
et a bords réguliers. Quant a son identification, la spectrométrie de masse est limitée pour sa
distinction, elle confond E. coli et Shigella spp. car elles sont phylogénétiqguement proche mais
cette erreur de distinction ne pose pas probléme dans les prélevements urinaires mais plutét
dans les infections intestinales. Dans ces cas-la, pour une coproculture, le Vitek®2 est utilisé
pour I’identification. Il est aussi possible d’utiliser une galerie biochimique pour les

différencier.
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E. coli peut parfois devenir pathogéne. Il est responsable d’infections intestinales et
extra-intestinales dont les infections nosocomiales. En effet, selon 1’Inserm 26% des infections
nosocomiales seraient dues a E. coli.(12) Les infections extra-intestinales, dues a la capacité de
E. coli a déjouer le systeme immunitaire, regroupent notamment les méningites néonatales et
bactériémies. Il est aussi responsable d’infection urinaire dont les souches d’E. coli sont

appelées UPEC « Uro-pathogenic E. coli ».(13)

Il est impliquée dans 90% des infections urinaires. Son pouvoir pathogéne principal dans
le tractus urinaire est di a I’adhésion aux cellules uro-épithéliales. Les facteurs d’adhésions les
plus fréquents sont les pili de type P. Ils reconnaissent un motif particulier porté par des
structures glycolipidiques a la surface des cellules vésicales et rénales. D’autres types de pili
sont impligués, comme ceux de type 1, qui sont responsables de I’internalisation des bactéries
dans les cellules hotes. D’autres facteurs de pathogénicité sont impliqués, comme la synthese

de protéases et de toxines qui jouent un role dans 1’inflammation.(11)

En ce qui concerne sa sensibilité aux antibiotiques, 45% des E. coli communautaires
responsables d’infections urinaires sont résistants a 1’ampicilline par production de
pénicillinases plasmidiques et 65 a 75% des souches sont sensibles a 1’amoxicilline-acide
clavulanique. Quant aux BLSE (pB-lactamase a spectre étendue), elles sont plut6t un probléeme
hospitalier, méme si une émergence de souches productrices de BLSE est observée en ville.
Selon ’ONERBA (Observatoire Nationale de I’Epidémiologie de la Résistance Bactérienne
aux Antibiotiques), en 2020, la proportion de souche E. coli BLSE toutes origines confondues
serait de 8,2%.(14)(15) Une proportion de 3,3% de BLSE serait retrouvée dans les prélevements
urinaires en ambulatoire.(16)

C’est pour cela que pour la prise en charge de ces infections, il est important de reconnaitre les

facteurs de risque d’EBLSE (Enterobactéries productrices de p-lactamase a spectre étendue) :

- Antécédent de colonisation/IU a EBLSE <6 mois

- Amoxicilline- acide clavulanique/C2G-C3G/ FQ <6 mois
- Voyage en zone d’endémie EBLSE

- Hospitalisation <3 mois

- Vie en institution de long séjour.(17)
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4. ENTEROBACTERIES NON E. COLI

4.1 .Klebsiella sp.

Il existe cing especes de Klebsiella: K. granulomatis, K. pneumoniae, K. oxytoca,
K. variicola et K. singaporensis. L’utilisation de techniques moléculaires a conduit a la
reclassification de certaines espéces notamment Enterobacter aerogenes devenu

Klebsiella aerogenes car son génome est plus proche du genre Klebsiella que Enterobacter.(11)

En ce qui concerne son pouvoir pathogene, K. pneumoniae est responsable d’infections
communautaires, mais aussi d’infections nosocomiales, en particulier les infections urinaires
sur sonde, bactériémies et pneumonies.

K. oxytoca est retrouvée le plus souvent dans les infections nosocomiales a type d’infections

urinaires, pneumonies et bactériémies.

Comme le montre le tableau 2, Klebsiella posséde naturellement une pénicillinase. Mais
une augmentation croissante de résistance aux antibiotiques semble s’observer. En effet, selon
I’ONERBA 17,9% des souches de K. pneumoniae ont une BLSE. Différentes BLSE sont
apparues comme CTX-M largement répandue dans le monde. L’apparition de
céphalosporinases hyperproduites a pu étre observée, comme DHA-1, avec une résistance aux
C3G, céphamycines et a I’acide clavulanique. Cette AmpC inductible d’origine plasmidique,
viendrait de Morganella morganii. En effet, le gene codant pour DHA-1 est étroitement lié a
au gene ampC chromosomique de M. morganii et il est associé sur le méme plasmide avec le

géne ampR responsable de I’inductibilité.(18)

Enfin I’apparition des carbapénémases plasmidiques avec VIM, KPC, IMP et OXA-48,
qui est la plus fréquente en France, ont pu étre constaté.(11)(19) En ce qui concerne
K. aerogenes, son mécanisme de résistance naturelle se rapproche plus de Enterobacter
complexe cloacae avec une céphalosporinase chromosomique naturelle AmpC de bas

niveau.(11)

4.2 .Enterobacter

Ce genre comprend 20 espéces dont le complexe Enterobacter cloacae. Il s’agit d’un
regroupement d’espéces génétiquement proches avec plus de 60% d’homologie ADN-ADN.

Ce groupe réunit Enterobacter asburiae, Enterobacter kobei, Enterobacter carcinogenus,
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Enterobacter cloacae, Enterobacter hormaechei, Enterobacter nimipressuralis et Enterobacter
mori.(20). 1l est impliqué dans 10% des péritonites post-chirurgicales, 5% des septicémies et
pneumonies nosocomiales et 3,3% des infections urinaires nosocomiales.(21)(11) Les patients

colonisés par des souches multirésistantes sont en majorité trouvés en soins intensifs et gériatrie.

Enterobacter complexe cloacae possede une céphalosporinase naturelle inductible. Sa
dérépression peut entrainer la résistance a un grand nombre de B-lactamines, en particulier les
C3G, seule la cefépime reste relativement efficace. Cette résistance représente 50% de la
résistance aux P-lactamines et coexiste fréquemment avec I’expression de BLSE. Au
laboratoire, il est de plus en plus fréquent de retrouver des Enterobacter spp. résistant a
I’ertapénéme sans atteinte des autres carbapénemes. Ce mécanisme serait dd a la combinaison
de la dérépression de sa céphalosporinase ou une BLSE et une perte de porines. Dans une étude,
cette résistance a I’ertapéneme a été retrouvée dans en moyenne 14% des souches d’E. cloacae
provenant de différents isolats (urines, peau, sang...)(22) et une autre étude a retrouvé parmi

les entérobacteéries résistantes a I’ertapénéme 14,9% sont des E. cloacae.(23)

4.3.Proteus

Le genre Proteus est impliqué dans les infections nosocomiales. 2/3 des infections a
Proteus mirabilis sont d’origine hospitaliere. Selon une enquéte de 2017 de Santé publique
France, Proteus mirabilis serait retrouvé dans 4,96% des infections urinaires associés aux
soins.(24)

Il fait partie des principales bactéries responsable d’infections urinaires. Il touche trois

types de groupes :

- Infections urinaires non compliquées chez la femme jeune

- Infections a risque de complication

- Patients avec altérations structurales, physiologiques ou neurologiques impliqués dans
le bon fonctionnement du tractus urinaire. 1l est frequemment retrouve chez les patients
diabétiques, drépanocytaires, dans le cancer des voies urinaires, et dans les actes

chirurgicaux pour n’en citer que quelques-uns.(11)

Du fait de la grande quantité d’uréase qu’il produit, une alcalinisation des urines entraine
la précipitation de composés organiques et inorganiques aboutissant a la formation de cristaux
et de calculs rénaux avec I’obstruction des cathéters urétraux quand ils sont présents. En effet,

Proteus est la deuxi¢me cause d’infection urinaire sur cathéter.(25)
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Proteus est facilement reconnaissable du fait de sa forme d’envahissement des milieux
de culture gélosé en vagues concentriques « swarming » et son odeur caractéristique. Ce
« swarming » permet une diffusion plus rapide de la bactérie en augmentant la densité de
flagelles de la bactérie. 1l serait d0 a la production de putrescine par 1’arginine
décarboxylase.(26) Comme nous le montre le tableau 1, Proteus utilise le tryptophane

désaminase permettant son identification sur les milieux chromogenes.

En ce qui concerne sa sensibilité aux antibiotiques, Proteus mirabilis est naturellement

sensible a I’ensemble des B-lactamines (tableau 2).

4.4.Citrobacter

La plupart des infections a Citrobacter sont nosocomiales. Les infections a Citrobacter
spp. sont principalement urinaires (15 a 20%), gastro-intestinales, respiratoires ou infections de
la peau et des tissus mous. C. koseri est le plus fréguemment retrouvé dans les infections

urinaires.(11)

Citrobacter koseri posséde une pénicillinase et donc un profil de résistance aux f-
lactamines similaire a Klebsiella pneumoniae, contrairement au Citrobacter freundii qui
possede une céphalosporinase chromosomique.

Une augmentation des résistances est observée depuis plusieurs années. Elle est essentiellement
liée a I’augmentation des phénotypes de type BLSE pour C. koseri ou céphalosporinase de haut
niveau pour C. freundii.(11)

Ces différentes entérobactéries sont retrouvées dans les infections urinaires. Ces
derniéres nécessitent donc un diagnostic précis afin d’avoir une prise en charge adaptée que

nous allons voir dans la prochaine partie.
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DIAGNOSTIC ET PRISE EN CHARGE DES INFECTIONS URINAIRES
A. DEFINITION

L’incidence des infections urinaires est trés importante dans tous les pays. C’est le
deuxiéme site d’infections rencontré en communautaire apres les infections respiratoires
(bactériennes et virales). Cela correspond a 4 a 6 millions de cas/an en France, ce qui revient a
6-9 épisodes pour 100 habitants/an.(27)

Pour guider la prise en charge, il est nécessaire de faire la différence entre une
colonisation et une infection. Lors de cette étude, nous allons étudié le mecillinam et la
fosfomycine qui sont des traitements utilisés dans les cystites chez la femme. En conséquent,

dans cette partie, il ne sera développé que les infections urinaires chez les femmes.

1. COLONISATION URINAIRE

Les colonisations urinaires correspondent a la présence de bactéries dans les urines sans
manifestations cliniques, et qu’il existe ou non une leucocyturie associée. En effet, les urines
sont normalement stériles. Il n’existe pas de seuil de bactériurie, excepteé chez la femme enceinte

avec un seuil de bactériurie > 10° UFC/ml (Unité formatrice de colonies).

La colonisation urinaire est fréquente, mais la prévalence dans la population varie
énormément en fonction de 1’age, le sexe et la présence d’anomalie génito-urinaire.(28)
La prévalence d’une colonisation urinaire chez la jeune femme est corrélée a 1’activité sexuelle.
Effectivement, des études ont montré que les relations sexuelles étaient un facteur de risque
chez les femmes préménopausées en rapport avec 1’augmentation de la colonisation vaginale et

veésicale avec Escherichia coli uropathogene.(29)

Cette colonisation urinaire n’est pas traitée, excepté pour la femme enceinte car une
bactériurie asymptomatique chez la femme enceinte augmente de 20 a 30% le risque de
pyelonéphrite aigue, causé par le changement physiologique du tractus urinaire lors de la
grossesse, et peut entrainer des risques de prématurité pour le feetus.(30)

En effet des études ont montré qu’un traitement excessif de ces colonisations entrainerait
I’apparition de résistance bactérienne aux antibiotiques. De plus, il a é&té demontré que la prise

d’antibiotique ne diminue pas, et peut augmenter, le risque d'infection urinaire clinique.(31)
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2. IUCHEZ LA FEMME

Bien que les hommes et les femmes peuvent étre atteints, les infections urinaires sont
majoritairement retrouvees chez les femmes, dont 50% de ces derniéres sont touchées a travers
leur vie. Le pic d’incidence étant entre 18 et 39 ans.

Selon qu’elles soient limitées aux voies urinaires basses, ou qu’elles s’accompagnent d’une

atteinte du parenchyme rénale, il existe une distinction entre cystite et pyélonéphrite.

2.1.CYSTITES AIGUE
2.1.1. CYSTITES SIMPLES

Il s’agit d’une infection localisée des voies urinaires basses (vessie). Le diagnostic

repose sur des signes fonctionnels urinaires tels que :

- Brdlures ou douleurs mictionnelles
- Pollakiurie
- Mictions impérieuses
D’autres signes moins fréquents peuvent étre observes : une pesanteur pelvienne, un spasme

rétro-pubien en fin de miction, une hématurie.

2.1.2. CYSTITES A RISQUE DE COMPLICATIONS

Ce sont des infections urinaires survenant chez des patientes comportant au moins un

facteur de risque pouvant rendre I’infection plus séveére ou plus difficile a traiter.
Différents critéres permettent de classer ces infections urinaires a risque de complication :

- Une anomalie fonctionnelle ou organique de 1’arbre urinaire : telle qu’une uropathie
obstructive ou iatrogene.

- Un terrain a risque de complication : la grossesse est a risque de complication, tout
comme les personnes agées de plus de 65 ans avec plus de trois criteres de fragilité
(criteres de Fried, voir ci-dessous), ou plus de 75 ans, les insuffisants rénaux chroniques

séveres et une immunodépression grave.
Les critéres de fragilité, aussi appelés critéres de Fried, regroupent :
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Une perte de poids involontaire au cours de la derniére année
Vitesse de marche lente
Faible endurance

Faiblesse/fatigue

o~ w0 DN PE

Activité physique réduite(32)

2.2.PYELONEPHRITE AIGUE

La pyélonéphrite aigue (PNA) est une infection bactérienne des voies urinaires hautes

et du parenchyme rénal. Elle complique ou associe une cystite.
Le diagnostic repose, pour la clinique :

- Signes d’une cystite simple : brilure lors de la miction, pollakiurie, pyurie et hématurie

- Association d’une fiévre et de douleur lombaire unilatérale irradiant vers les organes
génitaux externes et/ou provoquée par la palpation ou percussion de la fosse lombaire.
Des signes digestifs peuvent aussi étre retrouvés.

Il faut distinguer une PNA grave ou non, conditionnant la prise en charge thérapeutique.

Elle se différencie grace a la présence d’au moins un critére de gravité :

- Sepsis (Quick SOFA >2)
- Choc septique

- Indication de geste urologique, hors sondage vésical simple (33)

Il existe un risque de complication vers des abces péri-rénaux, ou des chocs septiques
par le passage de la bactérie dans le sang. Une évolution vers la chronicité peut étre observée

avec une inflammation subaigué du rein jusqu’a donner une insuffisance rénale.

En ce qui concerne les examens biologiques, le diagnostic repose sur la bandelette
urinaire positive aux nitrites et leucocytes. De plus, la présence de bactéries a 1‘examen

cytobactériologique des urines (ECBU) permet le diagnostic définitif.(17)

Des examens complémentaires, comme I’imageriec par échographie rénale et
radiographie de ’abdomen sans préparation, permettent de rechercher un obstacle, lithiase et
des signes de complication. En effet, la PNA, hors contamination par voie ascendante de

I’appareil urinaire et voie descendante, peut étre occasionnée par une obstruction des voies
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urinaires : tumeur de la vessie, rétrécissement de 1’urétre, hyperplasie bénigne de la prostate ou

calculs urinaires.

B. DIAGNOSTIC

Le diagnostic biologique d’une infection urinaire repose sur deux tests biologiques : la

bandelette urinaire (BU) et I’lECBU qui sont les examens clés.

1. BANDELETTE URINAIRE

La BU permet la détection :

- Des leucocytes avec un taux de détection >10%/mL, plus précisément 1’estérase
leucocytaire

- Des nitrites, produites par les entérobactéries, a partir de 10° bactéries/mL.(17)

Les performances diagnostiques de la BU restent variables en fonction du sexe.
L’absence simultanée de leucocytes et de nitrites est une tres bonne valeur prédictive négative
chez la femme symptomatique. Chez ’homme symptomatique, la BU a plutdt une valeur

prédictive positive élevée.

Le principe consiste a tremper la bandelette dans des urines du 2° jet dans un récipient

propre mais non stérile, sans toilette préalable. Le résultat est disponible en 2 minutes.

Pour une cystite simple, la BU est suffisante pour affirmer le diagnostic. Du fait de son
importante valeur prédictive négative, une BU négative devra entrainer la recherche d’un autre
diagnostic. Tandis que pour les autres formes d’infections urinaires, la BU est optionnelle et le
diagnostic est posé sur I’ECBU, permettant par la suite d’adapter I’antibiothérapie a

I’identification de la bactérie et son antibiogramme.(32)
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2. EXAMEN CYTOBACTERIOLOGIQUE DES URINES (ECBU)

L’ECBU est indispensable avant toute antibiothérapie pour toutes les infections
urinaires exceptée la cystite simple.
Le prélevement se fait au moins 4h apres la derniere miction, pour permettre un temps de stase
suffisant dans la vessie et avoir un compte maximal de bactéries. Il est précédé d’une hygiéne
des mains et de la région urétrale ou vulvaire pour éviter toute contamination. L’analyse se fait
sur des urines du 2° jet dans un flacon stérile permettant d’éliminer la flore physiologique de
I’urétre distal. Un sondage « aller-retour » peut étre réalisé en cas d’incontinence.
L’urine doit étre transportée rapidement ou bien récupérée dans un tube boraté pour ralentir la

multiplication bactérienne.
L’ECBU consiste en :

- Un examen macroscopique
- Un examen cytologique : dénombre le nombre de leucocytes, hématurie et cristaux.
- Un examen direct avec la coloration de Gram

- Identification de la bactérie par culture et réalisation d’un antibiogramme

Au CHU de Toulouse, des géloses chromogénes chromID® CPS ELITE sont
ensemencées. Ces milieux permettent 1’isolement, la numération et 1’identification directe de
E.coli, et une orientation dans I’identification pour les enterocoques, pour Proteus et le groupe
KESC (Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter) en une seule étape dans les urines.
Des substrats spécifiques tels que la béta-glucuronidase, la béta-galactosidase et la béta-

glucosidase permettent cette orientation par coloration des colonies (tableau 3) (figure 4).
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Tableau 3 Principe d'identification des milieux chromogénes(34)

Enzymes E.coli Klebsiella, Proteus, Enterococcus
Enterobacter, | Morganii,
Serratia, Providencia
Citrobacter
D glucuronidase : + - - -
colonie rose
D galactosidase : + + - -
colonie rose
BD glucosidase : colonie - + - +
bleue
Tryptophane - - + -
désaminase ;
pigmentation beige de la
gélose
Couleur des colonies sur Rose Bleue foncé Beige Bleu claire
CPSID3

Figure 4: Aspect de différentes entérobactéries sur gélose chromogéne (selon Oxoid)

Le seuil de bactériurie significative dépend de 1’espéce bactérienne en cause et du sexe

du patient. La numération bactérienne est réalisée en convertissant 1’aspect de la culture en

UFC/mL (figure 5) :
} Numération bactérienne sur ensemencement urinaire
; T SR <
O PO S OBER
: © et e v \agRases
M0°UFC/mL  M0*UFC/mL  10°UFC/mL  [10UFC/mL 107 UFC/mL

Figure 5 Numération bactérienne sur ensemencement urinaire(35)

Une leucocyturie >10%/ml est considérée significative. Les seuils de significativité de

bactériurie retrouvés dans les recommandations sont résumés ci-dessous (tableau 4) (33)(17):
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Tableau 4 Seuil de significativité de la bactériurie en fonction du sexe

E. coli, S. saprophyticus 10% UFC/mL Homme ou femme
Entérobactéries 108UFC/mL Homme
Entérobactéries autres que 10* UFC/mL Femme

E. coli, entérocoque, C. 103UFC/mL Homme
urealyticum, P. aeruginosa,

S.aureus

Au laboratoire du CHU de Toulouse, les seuils de significativité ont été établis pour un
ensemble plus large de bactéries (tableau 5) permettant aux techniciens de laboratoire de
connaitre la conduite a tenir en fonction de la bactérie. Effectivement, les infections urinaires
sont plus volontiers d’origine nosocomiale qu’en laboratoire de ville et chez des patients

présentant des facteurs de risque de complications.

Tableau 5 niveau de pathogénicité des bactéries rencontrées dans les urines et seuils de significativité associés

Groupe Espéces bactériennes Seuil de significativité pour la bactériurie
(UFC/mL)
Homme Femme

1 E. coli, S. saprophyticus >10° >103
2 Entérobactéries  autres  que >103 >10%

E. coli, entérocoque,

C. urealyticum, P. aeruginosa,

S. aureus
3 S. agalactiae, SCN autres que >10° >10°

S. saprophyticus,

Acinetobacter spp,

S. maltophilia, Pseudomonas
autres  que  P.aeruginosa,

Aerococcus,
Actinobaculum schaalii
4 Lactobacillus, streptocoques | Pas de seuil, contaminants probables.

alpha-hemolytiques dont milleri,
G. vaginalis, corynébactéries
autres que C. urealyticum

C. TRAITEMENT ANTIBIOTIQUE

Les infections urinaires touchent majoritairement la femme avec plus de la moitié des
femmes qui auront une infection urinaire au cours de leur vie. Lors de cette thése nous avons

choisi de nous intéresser qu’aux femmes adultes en raison des recommandations de traitements
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des cystites qui ne concernent que les femmes adultes. 1l ne sera donc pas abordé dans ce

chapitre la prise en charge des infections urinaires chez ’homme.

1. RECOMMANDATIONS

Différents types de prise en charge existent. L’antibiothérapie mais aussi la prévention

non antibiotique, peuvent étre des solutions a ces infections.
Pour le choix de I’antibiothérapie, plusieurs paramétres sont a prendre en compte.

- Une bonne diffusion au niveau des urines, avec une bonne élimination rénale et une
sensibilité de la souche a I’antibiotique. Ce qui conditionnera une bonne efficacité.

- Latolérance a I’antibiotique est nécessaire, le respect de la balance bénéfice/risque est
important. Une cystite simple traitée par un antibiotique avec de nombreux effets
indésirables n’apporte aucun bénéfice au patient.

- L’impact écologique sur le microbiote intestinal : la fosfomycine et le pivmécillinam

ont un faible impact.(33)

En ce qui concerne I’antibiothérapie probabiliste dans 1’infection urinaire, il existe un

seuil admissible d’antibiorésistance :

- 10% pour les PNA et infection urinaires masculines imposant une antibiothérapie
urgente

- Nettement moins de 10% pour les formes les plus sévéres d’uro-sepsis

- 20% pour les cystites simples, car il existe 50% de guérison spontanée et un risque trés
faible de transformation en PNA

- 10% pour les cystites gravidiques et les cystites « compliquées » car a risque de

transformation vers la PNA.(32)

1.1.INFECTIONS URINAIRES DE L’ADULTE

1.1.1. CYSTITES SIMPLES

En France, pour les cystites simples, un traitement probabiliste est recommandé, guidé

par une simple BU, sans ECBU préalable. Le traitement de premiére intention est le
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fosfomycine-trométamol (figure 6). En effet, la grande majorité des cystites simples sont dues
a E. coli (75-95% des infections urinaires non compliquée(9)) qui a une trés grande sensibilité
a la fosfomycine (>97% de sensibilité).

‘ Cystite simple |

BU w

BU négative (leucocytes - ET nitrites -) BU positive (leucocytes + OU nitrites +)
» Rechercher un diagnostic différentiel : Antibiothérapie probabiliste
- Mycose génitale
- Urétrite 1" choix :
- Sécheresse cutanéo-muqueuse + fosfomycine-trométamol 3 g en dose
unique
28me choix :
+ pivmécillinam 400 mg (2 cp) x 2 par
jour pendant 5 jours

Figure 6 Prise en charge de la cystite simple(36)

Une publication de ’'HAS (Haute Autorité de Santé) en 2021 (37), a revu la durée de
I’antibiothérapie du pivmécillinam de 5 a 3 jours. Mais ’AFU (Association frangaise
d’urologie) a souligné qu’une seule étude a montré une absence de différence entre 3 et 5 jours

de pivmécillinam et cela ne montrait pas qu’il y avait une équivalence.(38)

Les FQ ne sont pas recommandées du fait de leur pression de sélection sur des mutants
résistants. Effectivement les patients ayant recu un traitement par quinolones dans les 6 mois
précédents ne sont pas éligibles a cet antibiotique. Eviter leur utilisation pour des infections
simples permet aussi de les épargner pour des infections plus séveres.(17)(33)

La nitrofurantoine, malgré son taux de résistances trés faible, a vu son utilisation

restreinte du fait de ses effets indésirables hépatiques et pulmonaires.

Pour le cotrimoxazole, le risque de résistance acquise et son impact sur le microbiote

non négligeable n’en fait pas un antibiotique de choix.

S’il existe une contre-indication a la fosfomycine ou au pivmécillinam, un ECBU sera

recommandé.

Dans d’autres pays, comme I’Angleterre, pour les cystites simples, une abstention

thérapeutique peut étre envisagée avec une prescription « de secours » d’antibiotique en cas
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d’absence d’amélioration dans les 48h, ce qui permet d’éviter des effets indésirables génants et

parfois inutiles du fait de I’amélioration spontanée de I’infection urinaire.(39)

Pour les cystites simples, le suivi de 1’efficacité du traitement est uniquement clinique
et jugé par la patiente elle-méme. Une absence d’amélioration des symptomes dans les 72h ou
une aggravation des symptémes devra amener la patiente & consulter son médecin et a réaliser
un ECBU.(17)

1.1.2. CYSTITES A RISQUE DE COMPLICATION

Pour les cystites a risque de complication, un ECBU est indispensable aprés une BU
positive. Le mieux est d’attendre le résultat de I’antibiogramme pour adapter 1’antibiothérapie.
En effet, le risque d’antibiorésistance dans ce contexte est beaucoup plus élevé par 1’utilisation
répétée d’antibiotiques. L utilisation de I’amoxicilline sera a privilégier si la souche bactérienne
est sensible. Si le traitement ne peut étre différé, une antibiothérapie probabiliste par

nitrofurantoine peut étre envisagée (figure 7).

La fosfomycine-trométamol peut étre indiquée dans les cystites a risque de complication
(figure 7). Elle ne sera pas prise en monodose comme nous 1’avons vu précédemment dans la

cystite simple, mais en 3 doses a J1, J3 et J5.

Cystite a risque de complication
=ECBU

\ 4 A 4

Traitement pouvant étre différé de 24-48h Traitement ne pouvant étre différé
Antibiothérapie initiale adaptée a Antibiothérapie initiale probabiliste
I'antibiogramme :

* 1¢ choix  nitrofurantoine

+ 1¢ choix amoxicilline « 2°m choix fosfomycine - trométamol
« 28me choix pivmécillinam

+ 38me choix nitrofurantoine

+ 4¢me choix fosfomycine-trométamol
« 58me choix  triméthoprime (TMP)

Adaptation a I'antibiogramme deés que
possible

Durée totale
+  Amoxicilline, pivmécilinam et nutrifurantoine : 7 j
* Fosfomycine- trométamaol : 3 g a J1-J3-J5
+ TMP:5]j

Figure 7 Prise en charge des cystites a risque de complication (33) (32)
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Les FQ et C3G ont été abandonnées en antibiothérapie documentée du fait du risque

accru de résistance sur ces terrains et leur mauvaise écologie.

Le suivi de I’efficacité sera le méme que pour les cystites aigues simples et donc basé

sur la clinique.

1.1.3. CYSTITES RECIDIVANTES

Une cystite récidivante est qualifiée par au moins quatre épisodes de cystites par an.
Le traitement est le méme que les cystites simples, en évitant la nitrofurantoine qui peut
entrainer des réactions immuno-allergiques lors de prises répétées.
Si la patiente présente plus d’un épisode par mois, une antibioprophylaxie peut étre envisagée
en dernier recours du fait du risque de toxicité et de résistance. Deux situations existent :

- Cystite post-coitale : elle consiste & une prise d’antibiotique 2h avant ou 2h apres le
rapport sexuel de triméthoprime ou fosfomycine-trométamol.

- Autres situations : triméthoprime ou fosfomycine-trométamol de maniere
hebdomadaire. La posologie du triméthoprime sera de 150 mg par jour ou 400-80 mg/j
pour le cotrimoxazole (utilisation hors AMM), et pour la fosfomycine-trométamol 3g
en dose unique tous les 7 a 10 jours a été validé dans une étude.(40)

Le suivi, ici aussi, reste clinique sans ECBU systématique. L’objectif étant la disparition

des symptdmes et pas la stérilisation des urines.

1.1.4. PYELONEPHRITE AIGUE (PNA)

Le traitement de la PNA est différent selon qu’il y ait ou pas des critéres de gravité
(tableau 6). Pour une PNA sans signes de gravité et sans facteurs de risque de complication les
FQ seront a privilégier, alors que la présence de facteurs de risque entrainera un traitement par
C3G en parentéral. Dans le cas d’'une PNA avec des signes de gravité une bithérapie sera

privilégiée avec un aminoside.
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Tableau 6 Traitement des pyélonéphrites aigues(33)

PNA sans signes de gravité PNA avec signes de gravité
PNA simple PNA avec FDR de qSOFA>2 sans choc septique
complications ou geste urologique urgent
- C3G parentérale + amikacine
- Fluoroquinolone -C3G  injectable  a |- Si allergie: aztréonam +
(ciprofloxacine ou | privilégier amikacine
lévofloxacine) sauf si prise | - Fluoroquinolones - Si ATCD de EBLSE <6
dans les 6 mois mois : pipéracilline-
- C3G parentérale : céfotaxime tazobactam + amikacine si
ou ceftriaxone souche sensible
- Si contre-indication : - A défaut carbapéneme +
aminoside ou aztréonam amikacine
Choc septique
- Si ATCD de EBLSE <6 mois,
ou amox-clav/C2G-
C3G/FQ<6 mois ou voyage
en zone d’endémie EBLSE:
carbapéneme + amikacine

Relais par voie orale aprés antibiogramme

- 1%¢intention : amoxicilline 1g 3 fois par jour pendant 10 jours

- Ou cotrimoxazole : 800 mg/160 mg 2 fois par jour pendant 10 jours

- Ou amoxicilline-acide clavulanique 1g 3 fois par jour pendant 10 jours

- Ouciprofloxacine 500 mg 2 fois par jour ou lévofloxacine 500 mg 1 fois/jour pendant 7 jours
- Ou céfixime pendant 10 jours

- Ou ceftriaxone 1g a 2g par jour pendant 7 jours

Les FQ ont plusieurs avantages : une trés bonne biodisponibilité, prise par voie orale,
durée courte (7j), moins de sélection des EBLSE que les C3G. Mais elles présentent aussi des
inconveénients : un taux de résistance variable, en effet 1’ofloxacine a été retiré du fait de son
taux de mutation important, mais qui est moindre pour la ciprofloxacine et Iévofloxacine. Mais
I’utilisation dans les 6 mois précédent d’une fluoroquinolone, contre-indique son utilisation du
fait du risque important d’acquisition de résistance. Pour les PNA a risque de complications,

les C3G parentérales seront privilégiées du fait d’une augmentation des résistances pour les

FQ.(32)

Dans les nouvelles recommandations de la HAS 2021, les aminosides et aztréonam ont
été retirés dans la prise en charge des PNA sans signe de gravité car il s’agit de molécules non

disponibles en ville.(41)

La durée de traitement est de 7 & 10 jours en fonction de la molécule pour les PNA sans
facteurs de risque de complication, alors qu’elle augmente de 10 a 14 jours pour celles ayant

des facteurs de risque.
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En ce qui concerne le suivi, une réévaluation clinique a 72 heures est nécessaire. Il n’est
pas nécessaire de faire un ECBU de controle si 1’évolution clinique est favorable. Si 1’évolution

est défavorable, il est recommandé d’effectuer un ECBU et un uroscanner.(41)

1.2.INFECTIONS URINAIRES DE LA FEMME ENCEINTE

La grossesse est une situation favorisant les infections urinaires. En effet,
I’imprégnation en progestérone provoque une myorelaxation de la vessie permettant une
capacité vésicale plus importante et une stase d’urine favorisant la multiplication des bactéries.
De plus, la différence entre le pH urinaire et 1’osmolalité, ainsi que la glycosurie induite par la
grossesse facilite la croissance bactérienne. Le reflux vésico-urétérale augmente, mais aussi un
relatif état d’immunodépression chez la femme enceinte peuvent étre une cause d’augmentation

de la fréquence des infections urinaires.(42)

Le traitement de la colonisation devient nécessaire car une colonisation urinaire non
traitée peut persister pendant toute la grossesse, entrainant un risque élevé de pyélonéphrite
entre 20 et 40%.(17) Ces infections peuvent avoir des effets indésirables sur la femme enceinte
mais surtout le feetus avec une naissance prématurée, un petit poids a la naissance, une rupture
prématurée des membranes pouvant entrainer une infection néonatale a E. coli lors de
I’accouchement par contamination de la filiére génitale ou in utero.

C’est pour cela qu’un dépistage mensuel est recommandé chez la femme enceinte a partir du 4°

mois de grossesse.

Les bactéries en cause sont les mémes que pour la femme non enceinte. Il est retrouvé,
plus particulierement, E. coli, et plus rarement Klebsiella et Enterobacter spp. La bactériurie a
streptocoque B, reflet de sa colonisation génitale, doit étre prise en charge pour éviter I’ infection

néonatale lors de 1’accouchement.

Le choix de I’antibiothérapie doit inclure une innocuité pour la mére mais aussi pour le
feetus. De plus, les changements physiologiques chez la femme enceinte peuvent altérer la
pharmacocinétique du traitement. 1l existe, par exemple, une augmentation du débit sanguin, de
la filtration glomérulaire, mais aussi des volumes plasmatiques plus important.(30)

Les antibiotiques utilisés comprennent 1’amoxicilline, les céphalosporines, nitrofurantoine et le

triméthoprime-sulfaméthoxazole.
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Les fluoroguinolones ne sont pas recommandées en premiére intention étant donné des
études contradictoires sur la tératogénicité possible de cette classe d’antibiotiques. En effet, un
risque malformatif a été démontré dans des études animales anciennes avec une toxicité renale,
au niveau du systeme nerveux central, malformations cardiaques et atteinte osseuse et
cartilagineuse.(43) Si I'utilisation de fluoroquinolone est nécessaire, il est préférable d’utiliser

la ciprofloxacine, mieux connue chez la femme enceinte.

Dans une méta-analyse de 8 essais, 3 essais cas-témoins ont montré une possible
association entre la nitrofurantoine et une hypoplasie du cceur droit au cours du premier
trimestre, mais la présence de biais et des données opposées pour les 5 autres essais ont conclu
qu’il n’y avait pas de risque malformatif en cas d’exposition. Cet antibiotique est a éviter s’il
existe un risque de déficit en G6PD.(44)

Pour le trimethoprime-sulfamethoxazole, il est contre-indiqueé lors du premier trimestre
de grossesse car des ¢tudes sur I’animal ont montré une malformation des fentes palatines.
Durant le troisiéme trimestre, il existe un risque de développement d’ictére nucléaire chez le
nourrisson, en effet les sulfamides peuvent interférer avec la liaison a la bilirubine. Mais il reste
envisageable au cours du 2° et 3° trimestre, car il n’a pas été observé a ce jour d’ictére nucléaire

lors de son administration a proximité de 1’accouchement.(42)

Le traitement est systématique dés la découverte d’une bactériurie >10° UFC/ml méme si
asymptomatique.  L’antibiothérapie sera d’emblée adaptée aux résultats de

I’antibiogramme pour la bactériurie asymptomatique :

- 1% intention : amoxicilline

- 2%intention : pivmécillinam

- 3%intention : fosfomycine-trométamol en dose unique

- 4%intention : triméthoprime (a éviter les deux premiers mois de grossesses)

- 5%intention : nitrofurantoine, cotrimoxazole (a éviter les 2 premiers mois), amoxicilline-

acide clavulanique ou céfixime

Il a plusieurs années, une étude a montré un risque accru d’entérocolite ulcéro-nécrosante
chez le nouveau-né lors de la prise d’amoxicilline-acide clavulanique en fin de grossesse. Mais
plusieurs études qui ont suivi, n’ont pas pu démontrer ce risque. Il reste donc un traitement de

choix quand cela est nécessaire.(45)

Mise a part le fosfomycine-trométamol, la durée de traitement sera de 7 jours.
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Pour la cystite gravidique, un antibiotique probabiliste doit étre débuté sans attendre les résultats
de I’antibiogramme.
- 1°® intention: fosfomycine-trométamol, du fait de sa faible prévalence
d’antibiorésistance et de son excellente tolérance materno-feetale
- 2%intention : pivmeécillinam

- 3%intention : nitrofurantoine, céfixime ou ciprofloxacine

Un ECBU 8 a 10j apres le traitement est recommandé puis suivi d’un ECBU mensuel

jusqu’a I’accouchement.

Le traitement antibiotique des infections urinaires est devenu compliqué a cause de
I’émergence de bactéries multirésistantes. La fosfomycine et le mécillinam, grace a leur
mécanisme d’action différent et a leur absence de résistance croisée avec les autres traitements,
sont des antibiotiques de choix dans la prise en charge des infections urinaires. De plus, leur
tres bonne tolérance et leur faible impact écologique les rendent d’autant plus intéressants. C’est
pour cela que dans notre étude, nous avons trouvé pertinent de nous consacrer davantage a ces

molécules.

2. FOSFOMYCINE

Du fait de I’augmentation du taux des résistances acquises aux antibiotiques, notamment
pour les bacilles Gram négatif, I’utilisation d’alternative thérapeutique devient nécessaire. Mais
devant I’absence de nouvelle thérapeutique, le retour a d’anciens antibiotiques peut étre une
solution. Les cystites sont les seules indications de la fosfomycine-trométamol par voie orale.
La fosfomycine intraveineuse peut étre utilisée dans certains pays européens, comme la France,
dans les infections du systeme nerveux central en association ou dans les infections a bacille

Gram négatif multirésistants en dernier recours.

La fosfomycine a été découverte en 1969 a partir de culture de Streptomyces. Elle est
bactéricide et concentration-dépendante. Elle agit en inhibant la synthese de peptidoglycane par
action sur la pyruvyl transférase, appelé murA. Elle est responsable de la premiere étape de la
synthése du peptidoglycane en catalysant la liaison du phospho-énolpyruvate (PEP) a
I’UDP-N-acétylglucosamine, précurseur du peptidoglycane, empéchant ainsi la synthese de la
paroi bactérienne (figure 8). Son action est intracytoplasmique, nécessitant de penétrer dans la

bactérie grace a des mécanismes de transport :
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- GIpT : systeme de transport du glycérolphosphate, prépondérant, d’expression continue
- UhpT : systéme de transport des hexoses monophosphates, secondaire, d’expression
inductible. Du fait de cette inductibilité par le glucose-6-phosphate (G6P), la présence

de G6P est nécessaire dans les milieux utilisés pour tester la sensibilité des bacteries.

La structure chimique de la fosfomycine imite le glucose-3-phosphate et le G6P pour permettre
son passage dans ces transporteurs.(46)(47)

Peptidoglycan

| Cell Death

Figure 8 Mécanisme d'action de la fosfomycine(48)

De plus, elle inhibe 1’adhérence des bactéries aux cellules épithéliales urinaires. En effet, elle

interfére notamment avec la production de fimbriae d’E. coli.(49)

Son spectre d’activité englobe les bactéries a Gram positif tel que les staphylocoques
indépendamment de sa résistance a la meticilline (excepté le S. saprophyticus), streptocoques,
pneumocoques et Enterococcus faecalis (dont les entérocoques résistants a la vancomycine).
Mais elle cible aussi les bactéries a Gram négatif comme les entérobactéries, Pseudomonas,

Neisseria meningitidis et des anaérobies comme le Fusobactérium.

Parmi certaines bactéries a Gram positif, comme Corynebacterium, Listeria, S.
saprophyticus, une résistance naturelle a la fosfomycine est observée. Une résistance est aussi

observée pour des bactéries a Gram négatif avec Acinetobacter, Stenotrophomonas, et
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Morganella. Parmi les anaéerobies, Bacteroides, Clostridium et Prevotella sont résistants a la

fosfomycine.

Parmi les mécanismes de résistance a la fosfomycine, la réduction du transport
intracellulaire de I’antibiotique, par des mutations dans les génes codant pour le transporteur
glycérol-3-phosphate ou le transporteur G6P, est la plus fréquente des mutations acquises et

résulte de mutations chromosomiques.

Le changement de cible avec des mutations au niveau du site de liaison de 1I’enzyme
(murA) est un autre mécanisme de résistance. Chez E. coli la mutation au niveau de Cys115,
résidu clé dans le site actif de MurA, entraine une résistance a la fosfomycine.(13) Ce
mécanisme est un des plus courant parmi les résistances intrinseques notamment pour
Mycobacterium tuberculosis, mais il reste moins fréquent parmi les mutations acquises qu’une

diminution de la perméabiliteé.

L’inactivation directe de la fosfomycine par des métalloenzymes (FOSA, FosB et FosX)
ou des kinases (FomA et FomB) entraine des résistances, soit par clivage enzymatique du cycle
époxyde, soit par phosphorylation du groupe phosphonate (figure 9).(48)(50) C’est un
mécanisme généralement plasmidique mais il reste en trés faible proportion comparé aux autres
mécanismes. Il est souvent associé a d’autres mécanismes de résistance comme des BLSE

CTX-M.(13)
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Figure 9 Résistance par inactivation enzymatique de la fosfomycine(13)

Lors d’une perte d’expression de uhpT, sur I’antibiogramme par diffusion, il est possible
d’observer des colonies dans le halo d’inhibition, qui n’est pas corrélé a un impact clinique. En
effet, la fenétre de sélection de mutants résistants peut étre évitée avec de fortes doses de

fosfomycine. VanScoy et al. ont montré qu’une concentration a 256 fois la CMI permet de
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réduire le taux de mutants comparé a 5 fois la CMI.(50) De plus, 1’utilisation en monodose a de
forte concentration de la fosfomycine permet de tuer rapidement les bactéries et d’éviter la

sélection de mutants résistants.

Dans les infections urinaires, la fosfomycine est sous forme orale, fosfomycine-
trométamol qui est un sel de fosfomycine monobasique hydrosoluble mieux absorbé dans le
sang. L’association fosfomycine-trométamol permet d’augmenter le pH et de ralentir
I’hydrolyse de la fosfomycine catalysée par 1’acidité gastrique.

Gréace a cette association, la biodisponibilité par voie orale est de 40 a 50%. La nourriture réduit
son absorption. De plus, une bonne diffusion dans les tissus est observée grace a son faible
poids moléculaire. Non métabolisée, elle est éliminée par voie rénale sous forme active. (51)

Du fait d’un pic de concentration atteint en 4 heures et de sa persistance a concentration efficace
(>128 mg/L) au-dela de 30h, une administration a dose unique de 3g est suffisante dans les

cystites non compliquées.

En ce qui concerne les effets indésirables, la fosfomycine-trométamol a une bonne
innocuité, de légers troubles gastro-intestinaux peuvent étre observés. De plus, une foetotoxicité
n’a pas été observée dans la littérature permettant d’utiliser cette association chez la femme

enceinte.(51)(52)

e Epidémiologie de la résistance a la fosfomycine :

Le seuil, au-dela duquel les souches sont considérées comme résistantes a la
fosfomycine-trométamol, est défini par le CA SFM (Comité de I’ Antibiogramme par la Société
Francaise de Microbiologie). De récentes évolutions ont eu lieu pour s’aligner avec ’EUCAST
(Comité Européen de la Sensibilité aux Antibiotiques). En effet, dans le CASFM 2020 la CMI
au-dela de laquelle la souche d’entérobactérie est résistante était estimée a 32 mg/L. Mais
depuis le CASFM 2021, une souche est estimee résistante pour une CMI strictement supérieure
a 8 mg/L et un diamétre supérieur a 24 mm. Ce diamétre d’inhibition a aussi fait 1’objet de
modification. En effet en 2019 le CASFM estimait le diamétre critique a 19 mm alors qu’en
2020 il est passé a 24 mm (tableau 7).(53)
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Tableau 7: Evolution des concentrations et diamétres critiques de la fosfomycine par le CASFM

Diameétre (mm) CMI (mg/L)
CASFM 2019 19 32
CASFM 2020 24 32
CASFM 2021 24 8

Pour ’EUCAST, la concentration critique de la CMI est proposée uniquement pour les
infections urinaires non compliquées a E. coli laissant pour les autres entérobactéries une
estimation incertaine de cette concentration.(54) Quant au CASFM, depuis 2022 la
concentration critique est proposée uniquement pour E.coli pour s’aligner avec
I’EUCAST.(53)

Les données relatives a la sensibilité de la fosfomycine sont en majorité retrouvées dans
des souches isolées d’infections urinaires du fait de son indication. Pour les entérobactéries, la
fosfomycine reste sensible pour une grande majorité. En effet, une étude venant du réseau
REUSSIR de 2020, a montré que malgré le changement des diamétres critiques et
concentrations critiques, E. coli reste sensible a la fosfomycine dans 95% des cas, pour
P. mirabilis un taux de résistance est observée dans 16,2% des souches ce qui reste acceptable
pour un traitement d’infections «non graves». Par contre, avec ces changements,
K. pneumoniae devient résistant dans 88,2% des cas.(55) Malgré ces modifications, les souches

E. coli BLSE sont restées sensibles a la fosfomycine.(56)

Par contre pour K. pneumoniae, Enterobacter spp. et Proteus mirabilis, les CMI de la
fosfomycine sont hétérogenes et plus élevées que E. coli.(57)(51) En ce qui concerne
K. pneumoniae, cette diminution de sensibilit¢ serait due au gene fosA, comme wvu
précédemment avec un meécanisme chromosomique chez K. pneumoniae, et que I’on retrouve
aussi chez d’autres entérobactéries sous forme plasmidique.(58) Pour les autres entérobactéries,

la sensibilité a la fosfomycine est rarement décrite mais est plut6t supérieure a 70%.(51)

Les entérobactéries productrices de BLSE ont un faible niveau de résistance croisée a
la fosfomycine, contrairement aux autres antibiotiques, comme les fluoroquinolones et
cotrimoxazole, utilisés dans cette indication, ce qui en fait un traitement intéressant pour ces

bactéries. Ces résultats seraient dus au fait que la résistance a la fosfomycine chez les
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entérobactéries ne semble pas médiée principalement par des plasmides mais serait plutét

chromosomique.(59)

3. PIVMECILLINAM

Le pivmecillinam fait partie du groupe des amidopénicillines. 1l a été découvert en 1970 et
a une excellente efficacité dans les traitements des infections urinaires non compliquées. Il

présente de nombreux avantages par rapport a d’autres f-lactamines :

- Une trés grande concentration dans les urines

- Il est bien toléré et peut étre donné aux insuffisants rénaux

- Une stabilité face aux B-lactamases qui sont fréquentes parmi les pathogenes urinaires
communautaires. En effet, pour E. coli une résistance a 1’amoxicilline est retrouvée pour
42,1% des souches urinaires.(60)

- Il développe peu de résistance

- Il a peu d’impact sur le microbiote.

Le pivmécillinam est la prodrogue du mecillinam sous forme orale. En effet, apres
absorption une hydrolyse permet la libération du mécillinam. 45% de la forme mécillinam est

excrétée dans les urines en 6h.

C’est un antibiotique bactéricide temps-dépendant, qui interfére avec la synthése de la paroi
bactérienne. Contrairement aux autres p-lactamines qui se lient a la protéine de liaison a la
pénicilline (PLP) 1A ou 1B, le mécillinam se lie a la PLP-2. Cette protéine est essentielle a la
synthése de peptidoglycane et a la formation en batonnet des bactéries a Gram négative. Quand
ces bactéries sont traitées par mécillinam, elles deviennent de grandes spheres et finissent par
se lyser. (figure 10)(61)

Il a une trés bonne activité antibactérienne contre les bacilles a Gram négatif, notamment les
entérobactéries. Mais du fait de son site de liaison différent des autres B-lactamines, son action
contre les bactéries a Gram positif reste faible, en effet il a été démontré que ’action sur les
Gram positif est moins efficace et pas différente que lors de I'utilisation d’une B-lactamine
classique. Il n’agit pas contre Enterococcus spp. et Staphylococcus aureus. Il présente des CMI

élevées pour Staphylococcus saprophyticus (8-64 mg/l). Mais du fait de son importante
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concentration urinaire, son taux de guérison clinique et microbiologique est comparable aux

autres traitements.(62)

L’inactivation du géne cysB, impliqué dans la biosynthése de la cystéine, est le principal
mécanisme de résistance retrouvé pour le mécillinam chez E. coli dans les infections urinaires.
Le r6le mécanistique de cysB est mal élucidé . Cette inactivation entrainerait 1’augmentation
intracellulaire d’un nucléotide, le ppGpp, impliqué dans le signal cellulaire pour la formation
de la bactérie. Un article, de Thulin et Andersson, a montré que la mutation de cysB entraine
une surexpression des protéines PLP1B, LpoB et FtsZ, impliquées dans la biosynthese du
peptidoglycane qui serait impliquée dans cette résistance. L’augmentation de 1’expression de
LpoB et PLP1B permettrait la biosynthése de la paroi cellulaire via une voie alternative, en
contournant le besoin de PLP2 inhibé par le mécillinam (figure 10).(63) Plusieurs autres
mutations sont retrouvées in vitro, mais le développement de résistance in vivo reste faible. En
effet, la lenteur du développement des mutants résistants réduit leur capacité a se fixer dans la
vessie du fait des mictions fréquentes. De plus, la forte concentration de mécillinam dans la

vessie empéche d’atteindre le seuil nécessaire a leur maintien.(61)
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Figure 10 Mécanisme de résistance au mécillinam avec mutation cysB(63)

En France, le pivmécillinam a I’AMM dans les cystites aigu€s simples a une posologie
de 400 mg 2 fois par jour pendant 5 jours. Cet antibiotique est recommandé dans certains pays,
notamment nordiques, dans la prise en charge de pyélonéphrite aigué non compliquée. Il
semblerait que son utilisation a une posologie minimale de 400 mg pendant au moins 14 jours
serait nécessaire pour avoir un temps suffisant au-dessus de la CMI et cibler les EBLSE.(64)
Le mécillinam résiste a I’hydrolyse par les B-lactamases, ce qui permettrait son utilisation chez

les EBLSE. En effet, une diminution de I’activité de certaines B-lactamases par le mécillinam

46



a été mise en évidence combinée a une faible affinité de cet antibiotique pour certaines
B-lactamases.(65)

Plusieurs études in vitro montrent son efficacité, mais les études in vivo sont assez rares. Il
existe une étude sur les pyélonéphrites récurrentes causées par E. coli producteur de BLSE
CTX-M avec traitement par pivmecillinam a long terme qui serait corrélé au fait que le
mécillinam a une meilleure activité in vitro contre les EBLSE CTX-M. (66) Mais d’autres
¢tudes ont montré, a CMI équivalente, un risque d’échec plus important pour les EBLSE
contrairement au non BLSE, ce qui serait expliqué par un inoculum important et une posologie
insuffisante.(67)

Contrairement aux autres B-lactamines, le pivmécillinam, du fait de son spectre
antibactérien restreint, n’agissant pas sur les anaérobies, n’entraine pas de perturbations
majeures au niveau du microbiote intestinale et donc pas de prolifération bactérienne
d’entérobactéries résistantes. Par ailleurs, il a un impact écologique minime sur la flore
vaginale. En effet il n’agit pas contre les lactobacilles. Ce faible impact permet un maintien de
la protection des femmes contre le développement d’infections urinaires, mais aussi d’effets

indésirables sur le microbiote telle que les vaginoses ou diarrhées.(68)(62)

Malgré son utilisation répandue et de longue date, peu d’effets indésirables et de
résistances ont pu étre observés. Une étude a regroupé des patientes avec des infections
urinaires basses non compliquées de 16 pays européens et le Canada, avec le pourcentage de
résistance des bactéries aux antibiotiques. Elle a regroupé 2889 souches d’entérobactéries.
Comme nous montre cette étude (tableau 8), la résistance au pivmécillinam reste faible pour les
entérobactéries d’ou I’intérét de son utilisation. Ceci serait dii a son faible impact sur

I’environnement et sur notre microbiote.(69)

Tableau 8 Résistance aux antibiotiques chez E. coli, P. mirabilis, Klebsiella spp., d'autres entérobactéries et S. saprophyticus
(69)

Agents antimicrobiens (résistance en pourcentage)

Bactérie Fosfomycine Pivmécillinam
E. coli 0,7 1,2
P. mirabilis 3,1 4,2
Klebsiella spp. 56,7 5,2
Autres Entérobactéries! 15,6 1,6
S. saprophyticus 100 100

ICitrobacter spp., Enterobacter spp., Morganella morgani
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D. PREVENTION ET TRAITEMENT NON ANTIBIOTIQUE

La prévention passe par plusieurs mesures.

- Celles qui diminuent le risque de fixation de la bactérie au niveau de la vessie :
notamment hygiéeno-diététiques avec une bonne hydratation. Des mictions fréquentes,
completes et systématiques aprés un rapport sexuel diminuent ce risque. Mais aussi
réguler le transit intestinal en favorisant des aliments riches en fibres, éviter les
spermicides et le port de diaphragme qui perturberaient la flore vaginale.

- Celles qui limitent la colonisation urétrale par la flore digestive : s’essuyer d’avant en
arriére et une hygiéne intime quotidienne. Elle passe aussi par [’habitude vestimentaire :

des vétements serrés favorisent les infections.

En ce qui concerne les infections récidivantes, il faut renforcer ces mesures mais aussi
favoriser certains aliments comme la canneberge, qui serait un analogue des récepteurs a E. coli
permettant de diminuer I’adhérence d’E.coli a [I’urothélium, mais les études sont
contradictoires vis-a-vis de cet aliment. En effet, une méta-analyse n’a pas montré d’effet
significatif contrairement a un placebo ou de I’eau, mais cinq autres méta-analyses ont montré
son efficacité dans certaines populations. Ces différences seraient dues a 1’hétérogénéité
clinique et la différence de méthodologie entre les études.(70) Les cestrogénes pour les femmes
ménopausées mais aussi les probiotiques sont intéressants pour restaurer et réguler la flore
génitale, mais une méta-analyse a montré que les probiotiques ne diminuaient pas plus le risque
d’infections urinaires comparé a la prise de placebo.(71)

Selon European Association of Urology (EAU), une méta-analyse et essai randomisé
ont montré que le D-mannose serait efficace dans la prévention des infections urinaires comparé
aun placebo, mais d’autres études sont nécessaires pour confirmer son efficacité.(70) Une revue
sur les sels de méthamine hippurate a montré qu’ils pouvaient étre efficaces dans la prévention
des infections urinaires a court terme, chez les personnes sans anomalies du tractus urinaire.(72)
Une méta-analyse de 2021 a montré un bénéfice de ces sels mais non significative, ce qui

entraine une absence de leur mention dans les recommandations de prévention.(70)

Des vaccins sont en développement, mais jusqu’a maintenant ils n’ont qu’un succes
marginal avec une perte d’efficacité au bout de quelques semaines. Des vaccins sublinguaux
ont aussi été étudiés chez les patients immunodéprimés avec des résultats assez prometteurs. 1ls
sont composés de lysats bactériens lyophilisés de différents uropathogénes ou difféerentes

souches de E. coli en fonction du vaccins.(73)
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PARTIE 2 : COMPARAISON DE METHODES POUR LA DETERMINATION DE LA
SENSIBILITE A LA FOSFOMYCINE ET AU MECILLINAM DE SOUCHES
URINAIRES D’ENTEROBACTERIES

I. CONTEXTE ET OBJECTIF DE L’ETUDE

La fosfomycine et le mécillinam ont une place importante dans le traitement des cystites
qu’elles soient simples, a risque de complication ou récidivantes. Mais elles sont rendues au
laboratoire par le Vitek®2 uniquement pour Escherichia coli, qui est la bactérie prédominante
pour les cystites aigués simples mais moins dans les cystites a risque de complications. Cela
amene a une perte de chance pour certaines patientes du fait de 1’allongement du délai de rendu

des résultats pour ces deux antibiotiques largement utilisés dans les infections urinaires.

Notre étude a pour objectif de comparer les différentes méthodes de routine (Vitek®2
AST-N372, CMI Etest® et diffusion en disques) et la méthode de référence (dilution en milieu
agar) pour déterminer la sensibilité vis-a-vis de la fosfomycine et du mécillinam de souches

urinaires d’entérobactéries, plus précisément non Escherichia coli.

Il. MATERIELS ET METHODES
A. SELECTION DES PATIENTS

Pour le choix de nos souches a inclure dans notre étude, nous nous sommes basées sur des
ECBU :

- De femmes adultes

- Prélevement a mi-jet,

- Leucocyturie >20/mm?3

- Avec présence d’une seule entérobactérie (non E.coli) a taux significatif
(>10* UFC/mL)

- Sont exclues les patientes sondées

Nous avons pu réunir un nombre total de 347 souches. Avec 50 souches de Proteus
mirabilis, 49 de Citrobacter koseri, 51 Enterobacter complexe cloacae, 50 Klebsiella oxytoca,

48 Klebsiella aerogenes, 49 Klebsiella pneumoniae, et 50 E. coli pour comparaison. Pour cela
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nous avons récuperé des souches au CHU de Toulouse, mais aussi des CHU de Poitiers, Reims,

Clermont-Ferrand et Montpellier.

Les souches des différents CHU ont été anonymisées.

B. IDENTIFICATION ET CONSERVATION DES SOUCHES

Avant 1’étude, les souches du CHU de Toulouse ont été conservées a une température
de -80°C. Pour les souches des centres extérieurs, par soucis de stabilité lors du transport, elles
ont été envoyées et conservées a température ambiante dans des tubes gélosés. L’ensemble des
souches ont été ensemenceées sur des milieux de cultures COS (gélose Columbia + 5% de sang

de mouton) et mises a I’étuve a 35°C +/-2°C pendant 18 a 24h.

A partir des colonies, les souches ont toutes été ré-identifiées par le spectrophotomeétre de masse
MALDI-TOF (Matrice Assisted Laser Desorption lonization- Time of Flight) BioTyper de la
sociéte Brucker. Cette ré-identification a été effectuée pour s’assurer de la qualité des souches

conservées et confirmer I’identification au niveau de 1’espéce des souches d’entérobactéries.

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse dans laquelle les échantillons
sont ionisés en molécules chargées et le rapport de leur masse sur charge (m/z) peut étre mesuré.
Ici, la source d’ions est la désorption/ionisation par laser frappant une matrice pour faire passer
les molécules d’analyte dans la phase gazeuse sans les fragmenter ou les décomposer. Ces
molécules sont séparées dans le temps en fonction du m/z par un analyseur et une représentation

de ces ions est générée par un logiciel.

Le spectrophotometre permet d’identifier 1’espéce bactérienne par comparaison des pics
protéiques obtenus avec les banques de données. Aprés analyse du spectre, un score et une
couleur sont obtenus, accompagnés des 10 meilleurs spectres de souches inclus dans la base de

données correspondant le mieux a ces spectres. Comme nous le montre la figure 11 :

- Si les scores sont supérieurs a 2 et concernent la méme espéce, ’identification est
considérée comme a forte probabilité d’identification de 1’espéce.

- Si les scores sont entre 1,7 et 2, I’identification est douteuse et Sera acceptée ou refusée
en fonction de la concordance des 10 propositions.

- Sile score est inférieur & 1,7 : I’identification est rejetée.
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Description Symboles | Couleur
(+4+) -
(++) vert
identification au genre probable (+) jaune
0.000 ... 1.699 (-) rouge

Figure 11 Interprétation des scores MALDI BioTyper

C. DETERMINATION DE LA SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

La sensibilité a la fosfomycine et au mécillinam a été déterminée par quatre techniques

différentes :

- La détermination des CMI en milieu liquide par le Vitek®2
- Laméthode de référence de dilution en milieu agar
- Ladétermination des CMI par bandelette E-test®

- La détermination du diamétre grace aux disques imprégnés d’antibiotiques

L’ensemble des techniques a été réalisé dans le laboratoire du CHU de Toulouse excepté la

méthode de référence qui a été faite chez BioMérieux.

1. VALEURS CRITIQUES DETERMINANTS LES CATEGORIES CLINIQUES
(BREAKPOINTS)

Ces valeurs permettent de définir la sensibilité et la résistance aux antibiotiques. Elles
permettent d’indiquer au prescripteur la probabilité qu’un traitement soit efficace dans la prise

en charge du patient souffrant d’une infection provoquée par 1’organisme isolé.

Selon la méthode d’antibiogramme utilisée, ces valeurs sont exprimées soit en
concentration soit en diamétre de zone d’inhibition. Ces concentrations et diametres critiques,

pour chaque antibiotique, sont établis en fonction de plusieurs paramétres :

- Criteres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques
- Criteres bactériologiques : répartition des CMI pour une population sauvage connue,
marqueurs phénotypiques et génotypiques de résistance in vitro.
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- Criteres techniques : variabilités statistiques des méthodes utilisées (reproductibilité des

résultats)

- Selon I’expérience clinique, en évaluant la relation entre la CMI et la guérison des

patients (confrontation des résultats obtenus in vitro et in vivo dans les essais cliniques)

La détermination de la sensibilité des souches d’entérobactéries a la fosfomycine et au

mécillinam a été interprétée en respectant les recommandations du CASFM (figure 12).

Autres antibiotiques

Chloramphénicol
Colistine 2! 2! MNote* | Note*

Fosfomycine IV 32 32 200 24 21° | 24 21°

Fosfomycine orale (infections 32 82 32 82 200 248 248
urinaires non compliquées
uniguement)

Mécillinam oral (infections 8° a8 10 15¢ 15¢
urinaires non compliquées
uniquement)

E coli, Citrobacter spp. ,
Kiebsiella spp., Raoultella spp,
Enterobacter spp. et P mirabilis

Figure 12 concentrations critiques et diamétres critiques pour les Entérobactéries(53)

2. LE VITEK®2, DETERMINATION DES CMI EN MILIEU LIQUIDE

L’appareil Vitek®2 permet 1’identification et la réalisation d’antibiogramme des bactéries

a I’aide de différents types de cartes :

- Tests biochimiques et enzymatiques pour I’identification
- Croissance en milieu liquide pour les antibiogrammes : Des cartes en plastique

contiennent I’antibiotique sous forme déshydratée.

Un logiciel d’analyse et d’expertise de résultat permet de valider automatiquement les
résultats d’identification et d’antibiogramme en les comparant a sa base de données. Il est

configuré selon le standard européen EUCAST et CA-SFM.
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Le principe de ce systeme est le calcul de la CMI grace a un algorithme basé sur la vitesse de
croissance en 1’absence d’antibiotique et en présence de concentration d’épreuve. Les résultats

sont disponibles en 4 & 16h.
Pour rentrer dans les détails, une carte est composée de 64 puits, avec :

- 1 témoin de croissance qui est le contréle positif

-3 ou 4 cupules par antibiotiques pour les bactéries a Gram négatif.

Chaque cupule est lue 48 fois toutes les 15 minutes. La croissance bactérienne est évaluée par
turbidimétrie pour une longueur d’onde de 660 nm. Un ratio d’unité de transmittance (RTU)

est calculé pour évaluer la CMI :

lumiére transmise

RTU=

lumiére émise
Cette CMI calculée est corrélée a la technique de référence et tient compte de 4 parametres
(figure 13) :

- Maximum du pourcentage de changement de transmission du signal (MPCTYS) : si
I’intensité de la lumiére est stable, la souche est sensible. Si une diminution de la lumiére
émise est observée, c’est une souche résistante.

- Pente maximum de la courbe de croissance

- Surface sous la courbe

- Taux maximum d’évolution de la surface sous la courbe

PCTS
MPCTS [ !

Pente maximale

Taux maximum d’évolution de la surface sous la courbe

...... H A

Figure 13 Principe du calcul de la CMI selon I'évolution du MPCTS en fonction du temps(74)
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Dans un premier temps, la durée d’incubation doit étre évaluée (bactérie a croissance
rapide ou lente). Elle est déterminée grace a une variation de transmittance connue dans le puits

contréle (déterminée par I’industriel) dans un temps seuil de 2h.

Pour choisir les concentrations d’antibiotiques de la carte (tableau 9), un panel de
concentrations est testé en pg/ml avec des CMI vraies de populations de souches « témoins »,
differentes MPCTS sont obtenues pour chaque CMI « témoins » et concentrations testées. Le
but étant d’évaluer a quelle concentration testée, le MPCTS permet d’étre le mieux Séparé en
fonction des CMI. Par exemple, sur le tableau 9, trois concentrations sont choisies pour étre

testées, la concentration 8 pg/ml car elle permet de bien différencier les CMI 4, 8 et 16 pg/ml.

Tableau 9 Principe des choix de concentration en antibiotique de la carte(74)

Concentrations testées

en pg/mi sur la carte 1 2 4 8 16 32 64 128

CMI vraies de
populations de
souches « témoin »

MPCTS obtenus pour chaque population « témoin » et pour chaque
concentration testée

4 0.860 0.812 0.542 | 0.264 | 0.201 0.190 0.261 0.250
8 0.923 0.896 0.772 | 0.513 | 0.299 | 0.225 0.271 0.243
16 0.924 0.911 0.862 | 0.782 | 0.571 0.261 0.296 0.266
32 0.930 0.913 0.885 | 0.841 0.718 | 0.513 0.370 0.277
64 0.920 0.906 0.894 | 0.881 0.827 | 0.736 0.621 0.466
128 0.958 0.953 0,943 | 0928 0.911 0.846 0.797 0.675

Pour notre étude, nos souches ont été identifiées en tant que E. coli pour permettre leurs
analyses.

Parallélement a la réalisation de ces antibiogrammes, une souche de pureté a été ensemencée

sur BCP, milieu non enrichi et non sélectif, permettant de voir si notre souche est pure.

Suite au changement de la concentration critique par le CA-SFM pour la fosfomycine,
BioMérieux réévalue actuellement ses CMI pour abaisser le seuil de détection. En effet, la carte
N372 ne permet actuellement pas de descendre a des CMI inférieures a 16 pg/ml, alors que la

nouvelle concentration critique est de 8 mg/L.

3. LAMETHODE DE REFERENCE : DILUTION EN MILIEU AGAR

Lors de la dilution en milieu agar, I’antibiotique testé est dilué avec un solvant adapte, pour
réaliser une série de concentrations différentes, et est incorporé dans le milieu gélose, chaque

plaque contenant une concentration différente de 1’antibiotique. Une plaque sans antibiotique
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est utilisée comme contréle pour vérifier la pousse de la bactérie. Un volume de chaque

concentration d’antibiotique est combiné avec la solution d’agar et I’inoculum bactérien.

Ces plaques seront incubées a 37°C pendant 16 a 20h. Aprés ce temps d’incubation, la
croissance bactérienne sera observée et la CMI sera déterminée avec la plus petite concentration

d’antibiotique qui inhibe totalement la croissance bactérienne.(75)

Pour la fosfomycine, la dilution en milieu agar est réalisée avec un panel de 12 concentrations

d’antibiotiques différentes de 0,25 a 512 mg/L et le contréle.

 EEEE
10000
000

Figure 14 Panel des CMl testées pour la fosfomycine

Pour le mécillinam, le panel des CMI testées est compris de 0,032 & 256 mg/L.
C’est une technique fastidieuse qui ne permet de tester qu’un seul antibiotique a la fois. C’est
pour cela que cette technique n’est pas utilisée en routine et a été réalisée par BioMérieux pour

notre étude.

4. ANTIBIOGRAMME EN MILIEU SOLIDE PAR DISQUE IMPREGNE
D’ANTIBIOTIQUE

La méthode par diffusion en milieu gélosé consiste a un disque papier imprégné d’une
charge d’antibiotique. La charge du disque est variable selon I’antibiotique. Ici, pour la

fosfomycine la charge est de 200 pg et pour le mécillinam de 10 pg.

Un inoculum bactérien est calibré et déposé a la surface d’une gélose Mueller-Hinton, d’une
épaisseur de 4 mm. Cet inoculum est obtenu a partir d’une culture de 18-24h sur milieu gélose.
En effet nos souches ont été ensemencées sur gélose au sang, milieu enrichi et non sélectif,

appelé gélose COS. A partir de cette culture, une suspension en bouillon Mueller-Hinton ou en
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solution saline (0,9% NaCl) a été préparée pour arriver a un équivalent de 0,5 McFarland. La

solution a été ensemencée par ecouvillonnage par la technique des trois directions.

L’incubation se fait a 35°C +/-2°C pendant 16h a 24h. La lecture se fait par la mesure du
diamétre d’inhibition de la culture autour du disque. Comme le recommande le CA-SFM, pour
le mécillinam et la fosfomycine nous n’avons pas pris en compte les colonies isolées a
I’intérieur du halo d’inhibition. En ce qui concerne le P. mirabilis, nous avons ignore le voile

lie au « swarming » pour lire I’inhibition de croissance.

Il existe une corrélation entre le diameétre de la zone d’inhibition et la CMI. Ces
corrélations sont établies grace a de nombreuses mesures avec des panels de souches aux
propriétés de culture identiques dont les CMI pour I’antibiotique ont été établies par la méthode
de référence. Une courbe du diametre d’inhibition en fonction du logarithme des CMI peut étre
obtenue. La méthode de diffusion a partir des disques ne permet pas de chiffrer directement les
valeurs de CMI.

S. BANDELETTE E-TEST®, DETERMINATION DIRECTE DES CMI EN MILIEU
SOLIDE

La méthode Etest® se compose d’une mince bandelette de plastique inerte et non
poreuse de 5 mm de large sur 60 mm de long. C’est une macro-méthode quantitative basée sur
le principe d’un gradient prédéfini exponentiel et continu d’antibiotique. La bandelette

comprend un gradient de 15 concentrations d’antibiotiques.

Le principe consiste a I’application de la bandelette sur la surface d’un milieu gélosé
préalablement inoculé. Aprés incubation, une ellipse d’inhibition est observée. La valeur de
CMI (en mg/L) se lit sur 1’échelle graduée a I’intersection entre ’ellipse d’inhibition et la
bandelette. Tout comme la méthode par disque en milieu gélosé, les micro/macrocolonies et
« swarming » n’ont pas été pris en compte.

L’échelle de concentration pour la fosfomycine est de 0.032 a 512 mg/L et de 0.016 a 256 mg/L

pour le mécillinam.

Pour notre étude, de nouvelles bandelettes de fosfomycine, pas encore commercialisées
par BioMérieux mais dont les études sont finalisées et validées, ont été utilisées. En effet, les

précédentes bandelettes de fosfomycine ont montré des préoccupations quant a 1’exactitude des
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résultats. Pour certaines souches, les microcolonies et macrocolonies conduisent a une
mauvaise interprétation et a une lecture incorrecte des valeurs CMI avec une faible concordance

essentielle et un taux élevé d’erreurs trés majeures, surtout pour Klebsiella spp.(76)

6. ANALYSE DES DONNEES

Les résultats des Etest® fosfomycine et mécillinam ont été arrondis a la dilution suivante
de la méthode de référence lorsque la CMI se situait entre deux dilutions de la méthode de
référence (une CMI a 0,38 mg/L en Etest® sera arrondis a 0,5 mg/L). Pour évaluer les
performances a atteindre selon la FDA, la concordance essentielle était évaluée comme un écart
maximum de 1 dilution entre la méthode de référence et la méthode de routine évaluee. La
concordance catégorielle est déterminée comme un résultat interprétatif en accord avec le
CA-SFM (sensible ou résistant).

En cas de discordances, celles-ci sont catégorisees selon la méthode proposée par le QUAMIC
(Comité qualité de la Société francaise de micrologie) 2019/FDA.:

- Discordance majeure (DM) : souche rendue résistante alors qu’elle est en réalité
sensible. Ce type de discordance n’expose pas le patient a un échec thérapeutique mais
I’empéche de bénéficier d’un traitement par la molécule rendue a tort résistante.

- Discordance tres majeure (DTM) : souche catégorisée comme sensible alors qu’elle est

en réalité résistante. Ce type de résistance expose le patient a un échec thérapeutique

Le taux de de concordance essentielle et catégorielle doit étre > 90% le taux de discordance

majeure et trés majeure doit étre <3%.(77)

Pour le Vitek®2, les concentrations critiques utilisées chez les entérobactéries pour la
fosfomycine sont ceux de ’TEUCAST/CASFM 2020, la CMI la plus basse rendue étant 16 mg/L.

Pour le mécillinam la CMI la plus basse rendue est 1 mg/L.
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RESULTATS

Dans notre étude, nous avons comparé les différentes techniques a la méthode de dilution
en milieu agar. La comparaison a été faite par espece. Il est a noter que certains résultats de ce
travail doivent étre vérifiés. Cela n’a pas pu €tre fait avant la rédaction de cette thése, mais cette

¢tude constitue néanmoins un premier travail d’analyse.

A. EPIDEMIOLOGIE DE LA RESISTANCE A LA FOSFOMYCINE ET AU
MECILLINAM AU SEIN DE NOS SOUCHES

En utilisant la méthode de dilution en milieu agar, nous avons étudié la répartition de la
sensibilité de nos souches d’entérobactéries non E. coli a la fosfomycine (figure 15). 71,4 % de
nos souches sont sensibles a la fosfomycine, ce qui concorde avec plusieurs études
épidémiologiques ou la résistance a la fosfomycine était de 15% par des méthodes en Vitek®2,
diffusion en disque et dilution en milieu agar.(56)(69)

En détaillant par bactéries, nous avons retrouvé, 71,4% (35) des K. pneumoniae, 76% (38) des
P. mirabilis, 56,9% (29) des E. cloacae, 66,7% (32) des K. aerogenes, 62% (31) des K. oxytoca
et 96% (47) des C. koseri qui sont sensibles a la fosfomycine. La médiane pour C. koseri et
P. mirabilis est respectivement a 0,5 mg/L et 1 mg/L alors que pour I’ensemble des
Klebsiella spp. et E. cloacae la médiane est estimée & 8 mg/L, c’est-a-dire proche de la

concentration critique.
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Figure 15 Répartition de la CMI a la fosfomycine dans nos souches d’entérobactéries

La répartition de la sensibilit¢ au mécillinam de nos souches d’entérobactéries non
E. coli a été étudiée (figure 16). Nous retrouvons 86,5% de nos souches sensibles au mécillinam
ce qui concorde avec les enquétes épidémiologiques.(78)(69) Ainsi 85,7% (42) des
K. pneumoniae, 89,8% (44) des K. oxytoca, 94,1% (48) des E. cloacae, 68% (34) des
P. mirabilis, 87,5% (42) des K. aerogenes et 93,9% (46) des C. koseri sont sensibles au
mécillinam. Si nous regardons la médiane, pour C. koseri elle est a 0,125 mg/L, pour
K. oxytoca, E. cloacae et K. pneumoniae elle est estimée a 0,5 mg/L, pour K. aerogenes elle est

a 1 mg/L et pour finir P. mirabilis a 3 mg/L.
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Figure 16 Répartition de la CMI au mécillinam dans nos souches d'entérobactéries

B. COMPARAISON DES METHODES POUR LA FOSFOMYCINE

Les résultats ont été interprétés selon un diagramme de dispersion des CMI de la
méthode de référence par rapport au CMI Etest®, diametre de la diffusion en disque et CMI du
Vitek®2. Ces différents tableaux avec le détail des résultats figurent en annexe de cette These.
Les nombres représentent le nombre de souches pour chaque paire CMI de la méthode de
référence-CMI Etest®, CMI méthode de référence-CMI Vitek®2 et CMI de la méthode de

référence-diameétre de la méthode en diffusion.

1. E.COLI

Dans notre étude, les souches de E. coli ont été analysées pour avoir un élément de
comparaison avec la littérature. En effet, les différentes techniques de routine (Vitek®2, Etest®
et disque) n’ont a ce jour été validées par rapport a la méthode de référence que pour E. coli.
Comme nous pouvons le voir sur le tableau 10, E. coli possede de trés bonnes concordances
essentielles et catégorielles pour toutes les methodes. Les deux discordances tres majeures
observées pour le Vitek®2 ont une CMI a 16 mg/L pour la méthode de référence (voir annexe
1). Le Vitek®2 ne descendant qu’a 16 mg/L, et la concentration critique étant & 8 mg/L, la
détermination de la sensibilité est difficilement prévisible avec le Vitek®2 dans ce contexte.
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Tableau 10 Performance globale pour E. coli des trois méthodes comparées a la méthode de dilution en milieu agar

Espéece | Nombre Méthode AE AC DM | DTM
(exigences FDA) | (90%) (90%) | (3%) | (3%0)
Etest® 96% (48) | 98% (49) | 0% | 2% (1)
E. coli 50 Vitek® 100% | 98% (49) | 0% | 4% (2)
Disque 100% 0% 0%

AE : accord essentiel, AC : Accord catégoriel, DM : discordance majeure, DTM : discordance tres majeure

2. ENTEROBACTERIES NON E. COLI

Les différents paramétres de performance (accord essentiel, accord catégoriel,
discordance majeure, discordance tres majeure) sont résumés dans le tableau 11 pour les

entérobactéries autres que E. coli.

Pour E. cloacae, seules 50 souches ont pu étre analysées par le Vitek®2, étant donné une erreur

d’analyse.
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Tableau 11 Performance globale des trois méthodes pour la fosfomycine comparées a la méthode de référence

Espéces Nombre | Méthode AE AC DM DTM
de (exigences | (90%) (90%) (3%) (3%)
souches FDA)

P. mirabilis 50 Etest® | 88% (44) | 94% (47) | 4% (2) | 2% (1)
Vitek® | 86% (43) | 94% (47) 0% 6% (3)
Disque 88% (44) | 10% (5) | 2% (1)
C. koseri 49 Etest® 96%(47) | 98% (48) 0% 2%(1)
Vitek® 100% | 96% (47) 0% 4% (2)
Disque 98% (49) 0% 2% (1)
E. cloacae 51 Etest® 92% (47) | 84% (43) | 12% (6) | 4% (2)
Vitek® | 40% (20) | 70% (35) | 28% (14) | 2% (1)

Disque 61% (31) | 39% (20) | 0%
K. oxytoca 50 Etest® 92% (46) | 82% (41) | 16% (8) | 2% (1)
Vitek® | 50% (25) | 70% (35) | 26% (13) | 4% (2)

Disque 42% (21) | 58% (29) | 0%
K. 49 Etest® | 88% (43) | 67% (33) | 31% (15) | 2% (1)
pneumoniae Vitek® | 78% (37) | 76% (37) | 20% (10) | 4% (2)
Disque 33% (16) | 58% (32) | 2% (1)
K. aerogenes 48 Etest® 75% (36) | 67% (32) | 25% (12) | 8% (4)
Vitek® | 78% (37) | 90% (43) | 4% (2) | 6% (3)

Disque 33% (16) | 67% (32) | 0%

AE : accord essentiel, AC : Accord catégoriel, DM : discordance majeure, DTM : discordance tres majeure

Point problématique, la CMI la plus basse rendue par le Vitek®2 est 16 mg/L basée sur
I’ancienne concentration critique du CA-SFM mais qui n’est plus concordant avec notre
« breakpoint » actuel de 8 mg/L. Dans cette étude, nous sommes parties du principe que toute
CMI a 16 mg/L au Vitek®2 est sensible puisque la concentration critique de 8 mg/L ne peut
étre atteinte. Par exemple, parmi les 3 discordances trés majeures obtenues pour P. mirabilis, 2
souches ont une CMI a 16 mg/L a la fois en Vitek®2 et en méthode de référence. Elles sont
donc considérées comme des discordances trés majeures, uniquement du fait du probléme de

seuil de détection du Vitek®2, alors qu’elles sont parfaitement concordantes a la méthode de

référence.
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Le tableau 12 compare les accords catégoriels (AC) et discordances trés majeures qui
sont obtenus pour la méthode Vitek®2 en utilisant le référentiel CASFM 2022 (concentration
critique a 8 mg/L) et le référentiel CASFM 2020 (concentration critique a 16 mg/L) qui est le
seul atteignable par le Vitek®2 actuellement. Nous pouvons observer que pour P. mirabilis et
C. koseri la performance globale est meilleure si nous restons a une concentration critique de
16 mg/L gardant un taux de DTM <3% comme le recommande la FDA. Effectivement, parmi
les 3 discordances trés majeures obtenues pour P. mirabilis, 2 souches ont une CMI observée a
16 mg/L, a la fois en Vitek®2 et en méthode de référence, phénomene que nous retrouvons
pour C. koseri (annexe 1). Elles sont donc considérées comme des DTM, uniquement du fait

du probléme de seuil de détection de Vitek®2, alors qu’elles sont parfaitement concordantes.

Nous observons le méme phénomeéne pour les autres espéces, comme K. pneumoniae ou
K. aerogenes ou une des discordances trés majeures est d’interprétation impossible avec la
nouvelle concentration critique du CA-SFM 2022 (annexe 1), mais une diminution de la

concordance catégorielle est relevée. Il serait judicieux de Vérifier les valeurs de CMI pour ces

souches.
Tableau 12 comparaison des AC et DTM de la méthode Vitek® 2 en fonction du CASFM 2022 et 2020

Espéce Nombre AC AC DTM DTM
(CC=16 (Cc=8 (CC=16 (Cc=8

mg/L) mg/L) mg/L) mg/L)

P. mirabilis 50 96% (48) 94% (47) 2% (1) 6% (3)
C. koseri 49 100% 96% (47) 0% 4% (2)
E. cloacae 50 52% (26) 70% (35) 2% (1) 2% (1)
K. oxytoca 50 54% (27) 70% (35) 2% (1) 4% (2)
K. pneumoniae 49 67% (33) 76% (37) 2% (1) 4% (2)
K. aerogenes 48 77% (48) 90% (43) 4% (2) 6% (3)

CC : concentration critique

Pour P.mirabilis et C. koseri, la méthode Etest® (tableau 11)(tableau 13) montre
respectivement 88% et 96% des souches qui ont une concordance essentielle, pour une
concordance catégorielle de 94% et 98% respectivement. Parmi les discordances trés majeures
obtenues pour ces deux bactéries, les CMI sont a la limite de la concentration critique gardant
une concordance essentielle mais pas catégorielle (annexe 2). De méme pour E. cloacae,
K. pneumoniae et K. aerogenes qui ont respectivement 12%, 31% et 25% de discordances

majeures, pour la majorité des discordances majeures retenues, nous constatons une CMI a
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16 mg/L pour la méthode Etest® au lieu de 8 mg/L pour la méthode de référence qui est la
concentration limite selon le CA-SFM 2022. Méme constat pour K. oxytoca ou 16% de
discordances majeures sont obtenues mais la moitié de ces souches ont la méme CMI limite &
16 mg/L que E. cloacae. Ces souches gardent donc une concordance essentielle malgré un

rendu a tort résistant (annexe 3).

Tableau 13 CMI Etest fosfomycine comparées a la méthode de référence de P. mirabilis

Méthode de référence CMI FO en mg/L
0,25 03] 1] 2| 4| 8] 16| 24] 32] 64] 128] 256] 512
s R

0,25 1

0,5 4 1

1 11 3 1

s

2 9
O, 4 1 1 2 2
2 8 1
= 16 1 1
=
S 24

32

48

R

64

128 1 1 1 1

256 1

512 1 1 4

Pour la méthode de diffusion en disque (tableau 14) (tableau 11), les meilleures
performances obtenues sont pour P. mirabilis et C. koseri avec une concordance catégorielle
de 88% pour P. mirabilis et 98% pour C. koseri, avec une discordance tres majeure pour
chacun. Mais pour P. mirabilis cette discordance a une CMI & 16 mg/L en méthode de dilution
en milieu agar qui est une CMI limite & la concentration critique et le diamétre correspondant
est de 24 mm qui est aussi le diametre critique de sensibilité a la fosfomycine. Il est observé
cette méme discordance avec C. koseri ou la discordance trés majeure a une CMI proche de la
concentration critique (annexe 3).

Egalement, pour P. mirabilis, 5 discordances majeures sont constatées pour la diffusion
en disque. Ce phénomeéne est retrouvé de maniére amplifiée pour E.cloacae, K. pneumoniae et
K.aerogenes ou nous retrouvons respectivement 39%, 58% et 67% de discordances majeures,

rendant & tort plus résistantes nos souches contrairement a la méthode de réference (annexe 3).

Pour une majorité de ces bactéries, nous pouvons voir que le Vitek®2 a une tendance a
faire des erreurs majeures et donc a rendre plus résistantes nos souches par rapport a la méthode
de référence comme pour E. cloacae, K. oxytoca et K. pneumoniae qui ont une concordance

catégorielle de 70% pour les deux premiéres et 67%, mais un taux de discordances majeures
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respectivement a 28%, 26% et 20%. Mais nous constatons aussi que le Vitek®2 fait souvent

moins d’erreurs trés majeures comparé aux autres méthodes.

Tableau 14 Comparaison CMI méthode de référence et méthode de diffusion en disque pour P. mirabilis

CMI FO Référence en mg/L
025 o5 1] 2| 4 8 16 32 64 128 256 512
s R

35 2
34
33 1 1
32
31 1 1
30 3 4 1 1
29 1 3 1
28
27 1 2 3 1
26 1 1
25 1 1 1
24 1 1
23
22
21
20 2
19 1
18 1
17
16
15 1
14 1
13 1 1
12
11
10 1

Diameétre FO disque en mm

Hjnjo N[ |O

C. COMPARAISON DE METHODE POUR LE MECILLINAM

Les résultats ont été interprétés de la méme maniere que pour la fosfomycine, selon un
diagramme de dispersion des CMI de la méthode de référence par rapport au CMI Etest®,
diametre de la diffusion en disque et CMI du Vitek®2.
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Pour le Vitek®2, il est a noter que la CMI la plus basse rendue est 1 mg/L et la plus

haute & 32 mg/L.

1. ESCHERICHIA COLI

Pour le mécillinam, les concordances essentielles et catégorielles sont supérieures a
90% pour la méthode Etest® et Vitek®2 (tableau 15), avec tout de méme une moins bonne
concordance catégorielle pour la diffusion en disque. Les performances sont legérement moins

bonnes que pour la fosfomycine, méme si ici aucune discordance trés majeure n’a été observée.

Tableau 15 Performance globale pour E. coli des trois méthodes comparées a la méthode de dilution en milieu agar

Espéce | Nombre Meéthode AE AC DM | DTM
de souches | (exigences FDA) | (90%o) (90%) (3%) | (3%)
Etest® 98% (48) | 100% (50) | 0% 0%
E. coli 50 Vitek® 92% (46) | 92% (46) | 8% (4) | 0%
Disque 86%(43) | 14%(7) | 0%

2. ENTEROBACTERIES NON E. COLI

Les différents parameétres de performances (accord essentiel, accord catégoriel, discordance
majeure, discordance trés majeure) sont résumés dans le tableau 16 pour les entérobactéries

autres que E. coli.

Contrairement a la partie de notre travail concernant la fosfomycine, il est a prendre en compte
que le nombre de K. oxytoca est passé a 49 car une souche était ininterprétable avec la méthode

de référence.
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Tableau 16 Performance globale des trois méthodes pour le mécillinam comparées a la méthode de référence

Espéces Nombre | Méthode AE AC DM DTM
de (exigences | (90%) (90%) (3%) (3%)
souches FDA)
P. mirabilis Etest® 76% (38) | 86% (43) | 4% (2) 10% (5)
50 Vitek® | 44% (22) | 44% (22) | 56% (28) 0%

Disque 84% (42) | 8% (4) | 8% (4)

C. koseri Etest® 90% (44) | 96% (47) 0% 4% (2)
49 Vitek® | 94% (46) | 94% (46) 0% 6% (3)

Disque 96% (47) 0% 4% (2)

E. cloacae Etest® 88% (45) | 94% (48) 0% 6% (3)
51 Vitek® | 76% (38) | 86% (43) | 14% (7) | 2% (1)

Disque 88% (45) | 8% (4) | 4% (2)

K. oxytoca Etest® 81% (40) | 92% (45) 0% 8% (4)
49 Vitek® | 44% (22) | 66% (35) | 27% (13) | 2% (1)

Disque 86% (42) | 10% (5) | 4% (2)

K. Etest® | 71% (35) | 88% (43) | 4% (2) | 8% (4)
pneumoniae 49 Vitek® | 59% (29) | 70% (34) | 27% (13) | 4% (2)
Disque 86% (42) | 8% (4) | 6% (3)
K. Etest® | 71% (34) | 90% (43) 0% 10% (5)
aerogenes 48 Vitek® | 29% (14) | 33% (16) | 65% (31) | 2% (1)
Disque 90% (43) 0% 10% (5)

Comparé aux méthodes Etest® et de diffusion en disque qui montrent respectivement
une concordance catégorielle de 86% et 84%, le Vitek®2 n’a qu’une concordance catégorielle
de 44% pour P. mirabilis et une tendance a rendre une majorité de souches plus résistantes
(56%) (tableau 16). En effet, en regardant le tableau en annexe 4, nous pouvons voir que le

Vitek®2 rend quasiment tout le temps une CMI > 32 mg/L qui pourrait possiblement étre due

au « swarming » du P. mirabilis.

Pour E. cloacae, il est aussi observé une tendance du Vitek®2 a rendre plus résistantes nos
souches avec un taux de discordances majeures a 14%, de méme pour K. pneumoniae et

K. aerogenes.
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Pour I’ensemble de nos bactéries étudiées, il est a noter que cette méthode rend peu de
discordances trés majeures compare aux autres méthodes. En regardant les tableaux des annexes
5 et 6 pour K. oxytoca, nous pouvons voir que la souche rendue sensible a tort par le Vitek®2,
avec une CMI a 128 mg/L en méthode de référence concorde entre la méthode Etest® (0,5
mg/L) et de diffusion en disque. Nous constatons cela aussi avec K. aerogenes ou la méme
souche trouvée avec une CMI a 256 mg/L par méthode de référence est discordante pour toutes
les méthodes ( annexe 4, 5 et 6). Ces résultats suggérent une probable erreur analytique ou de

contamination pour la méthode de référence, qui devra donc étre refaite pour cette souche.

Alors que pour C. koseri, les trois méthodes ont une trés bonne concordance essentielle
et catégorielle supérieures a 90% (tableau 16). Deux souches sont retrouvées avec une
discordance trés majeure dans les trois méthodes (annexe 4, 5 et 6). Un phénomene similaire
est retrouvé pour K. pneumoniae, ou il est constaté, de maniére récurrente, pour une souche qui
a une CMI a 64 mg/L en méthode de référence, la CMI est sensible pour les trois méthodes
(annexe 4, 5 et 6). Il serait judicieux pour ces souches de Vvérifier une potentielle contamination

ou erreur de lecture et de refaire un contréle en méthode de dilution en milieu agar.

Pour les trois méthodes, une concordance catégorielle supérieure a 80% est observée
pour E.cloacae. La méthode Etest® étant la plus fiable (94%), tout comme K. oxytoca qui
possede une concordance essentielle a 81% et catégorielle a 92% pour cette méthode. Mais pour
cette derniére, un taux de discordances trés majeures est estimé a 8%. Parmi ces discordances
tres majeures, deux souches ont une CMI a 8 mg/L alors que la méthode de référence les rend
a 16 mg/L donc proches de la concentration critique et gardant une concordance essentielle

(annexe 5).

Il est tout de méme important de mentionner que la diffusion en disque, méme si elle
garde une bonne concordance catégorielle, posséde parfois un taux de discordances majeures
trop important, comme nous pouvons le remarquer pour P.mirabilis, E.cloacae et

K. pneumoniae, comparé a la méthode Etest®.
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V.

DISCUSSION

Le pivmécillinam et la fosfomycine sont des antibiotiques largement utilisés dans les
infections urinaires. D’aprés la littérature, la sensibilité des entérobactéries est importante pour
ces antibiotiques, entrainant un regain de leur intérét avec I’émergence de résistances,
notamment les EBLSE. Beaucoup d’études se sont intéressées a leur utilisation dans les
infections urinaires a E. coli, mais peu pour les autres entérobactéries. Effectivement, E. coli
représente la majorité de ces infections entrainant une concentration des études sur cette espece.
Mais la récente utilisation de la fosfomycine et du mécillinam dans les cystites a risque de
complication entraine une recrudescence de I’intérét pour les autres entérobactéries. E. coli

étant moins prédominant dans les infections urinaires a risque de complication.

Malgré la facilité d’utilisation de ces antibiotiques dans cette pathologie, un facteur
potentiel limitant leur utilisation est 1’absence d’une méthode de routine approuveée, pour les
entérobactéries non E. coli, dans des tests de sensibilités automatisés et rapides comme le
Vitek®2. En effet, pour utiliser cette méthode automatisée, il faut que les performances soient
concordantes, notamment avec les criteres de la FDA, par rapport a la méthode de référence de
dilution en milieu agar. Actuellement, du fait de I’immense majorité de souches E. coli dans les

infections urinaires, ce travail n’a été réalisé¢ que pour cette espece.

La méthode de dilution en milieu agar étant fastidieuse, elle n’est pas réalisable en
routine. Cette méthode nécessite de fabriquer extemporanément les milieux avec de multiples
concentrations différentes d’antibiotiques, des contréles qualités des différentes concentrations,
des conditions strictes de stérilité. Tout cela nécessite un personnel formé et méme spécialisé,
entrainant une mise en place difficile dans un laboratoire. Plusieurs alternatives existent a cette
méthode : la diffusion en disque, ’obtention de la CMI grace aux bandelettes Etest® et

’obtention de la CMI grace au systéme automatisé comme le Vitek®2.

Cette étude a été réalisée pour déterminer I’activité de la fosfomycine et du mécillinam
contre une collection d’entérobactéries non E. coli et pour évaluer la performance de plusieurs
méthodes alternatives pour les tests de sensibilités en laboratoire de routine. Les CMI de

référence ont eté obtenues par dilution en milieu agar réalisée par le laboratoire BioMérieux.

Nous avons pu comparer la répartition de la sensibilité de nos souches d’entérobactéries
a I’épidémiologie nationale. Pour E. coli, il est retrouvé une sensibilité a la fosfomycine de

96% et aucune résistance n’a été décelée envers le mécillinam ce qui concorde avec les résultats
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francais de 2020 du réseau REUSSIR avec respectivement 96,3% et 94,1% de sensibilité pour
la fosfomycine et le mécillinam.(79) Pour les autres entérobactéries, une sensibilité globale de
71,4% a été retrouvée pour la fosfomycine et de 86,5% pour le mécillinam. Les especes avec
une sensibilit¢ moins importante pour la fosfomycine sont E.cloacae, K. oxytoca et
K. aerogenes. Peu d’études ont évalué la sensibilité en détail des entérobactéries non E. coli
pour la fosfomycine et le mécillinam. Pour P. mirabilis et K. pneumoniae une sensibilité
équivalente a été retrouvée dans le réseau REUSSIR pour la fosfomycine.(79) Nous avons pu
constater que la médiane des CMI a la fosfomycine de nos souches de P. mirabilis et C. koseri
est autour de 0,5-1 mg/L alors que pour Klebsialla spp. et E. cloacae la médiane est plut6t a la
limite de la concentration critique de 8 mg/L. Cette répartition de CMI est similaire a la
distribution des CMI faite par ’EUCAST pour chaque entérobactérie.(54) Quant au
mécillinam, la sensibilité de nos souches est la moins bonne pour P. mirabilis (68%), mais il

existe peu d’éléments de comparaison pour les entérobactéries autres que E. coli.

En ce qui concerne nos résultats pour E. coli, que ¢a soit pour la fosfomycine ou le
mécillinam les performances des trois méthodes concordent avec les critéres de la FDA (accord
catégoriel et essentiel>90%) et les précédentes études réalisées.(80)(81) Pour la fosfomycine
un taux de discordances trés majeures plus important est observé pour le Vitek®2 en rapport

avec le fait que le Vitek®2 ne peut rendre que des CMI>16 mg/L.

Méme dans des conditions idéales, des erreurs peuvent étre observées entre la méthode
de référence réalisée chez BioMérieux et nos méthodes Etest®, disque et Vitek®2 réalisées
dans notre CHU. Les erreurs classiques sont les erreurs de transcriptions. En effet, en fonction
de la personne qui lit les antibiogrammes en disque ou en Etest® les valeurs peuvent varier, il
est délicat de lire au millimetre prés. Apres relecture de tous les tests de sensibilités Etest® et
diametre par une deuxieme personne, nous avons relance ceux ou les discordances persistent et
sont actuellement en cours de réalisation. Si I’erreur persiste, une étude des autres mécanismes
de résistances (BLSE, carbapénémase...) pourrait étre réalisée en étudiant les profils de
résistances dirigés contre d’autres antibiotiques que possede chaque souche. En effet, certains
mécanismes de résistances peuvent étre a I’origine de 1’erreur. Par exemple la substitution dans
les porines peut nuire a la croissance de certaines souches dans le bouillon mais pas sur la
gélose, ce qui donne un phénotype plus résistant avec les méthodes a base d’agar alors que la

molécule serait sensible pour le patient.(77)

Il est aussi important de notifier qu’un des problémes majeurs de notre étude est
I’absence d’actualisation, pour le Vitek®2, de la concentration critique pour la fosfomycine. En
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effet, lors de notre étude 6 souches d’entérobactéries sont rendues sensibles a tort par le
Vitek®2 en raison de la non couverture de la concentration critique de 8 mg/L. En actualisant
cette concentration critique, certaines entérobactéries, comme P. mirabilis, seraient en accord

avec les critéres de la FDA.

Les performances du Vitek®2 sont variables en fonction des bactéries. P. mirabilis et
C. koseri sont proches des criteres de la FDA pour la fosfomycine. Effectivement, pour
P. mirabilis une concordance catégorielle de 94% est obtenue pour la fosfomycine. Une
discordance tres majeure de 6%, supérieure aux recommandations, est retrouvée mais cette
discordance n’est pas due aux performances du Vitek®2 mais plutdt au fait que 1’automate ne
peut rendre que des CMI > 16 mg/L. ne permettant pas d’atteindre la nouvelle concentration
critique. P. mirabilis étant la troisiéme entérobactérie en cause dans les infections urinaires, il
est donc important de rendre un antibiogramme complet dans les plus brefs délais. Une nouvelle
carte Vitek® N372 est en cours de développement par BioMérieux pour permettre d’atteindre
la concentration critique de 8 mg/L. Nos résultats laissent entrevoir que cette amélioration
pourrait permettre d’utiliser le Vitek®2 pour déterminer la sensibilité¢ a la fosfomycine de
P. mirabilis. A I’inverse, pour le mécillinam, le Vitek®2 a un taux d’erreurs majeures
inacceptable avec une grande majorité de souches dont la CMI est rendue > 32 mg/L quelle que
soit la CMI en méthode de référence. Le phénomene de « swarming » est peut-étre interprété
par I’automate comme une croissance pour le mécillinam, alors que ce probléme ne semble pas

exister pour la fosfomycine.

Pour les quatre autres especes, exceptée K. aerogenes qui a une concordance
catégorielle de 90% en Vitek®2, I’AC et I’AE ne sont pas trés bons en Vitek®2 pour la
fosfomycine. Mais nous avons pu observer que ces performances pouvaient étre pire en Etest®
et en disque alors que ces méthodes peuvent étre utilisees en routine actuellement au laboratoire
sur la demande du clinicien.

De fagon rassurante, ces discordances sont plutdét dues a une surestimation des
résistances. Ce qui entraine une perte de chance pour le patient mais pas un risque d’échec

thérapeutique.

Nous avons pu voir que le Vitek®2 rend pour beaucoup de souches des CMI plus
résistantes donc trop élevées comparé aux autres techniques. Il a été montré dans des études
antérieures que les valeurs de CMI, en microdilution en bouillon (base de la plupart des
systémes automatisés), seraient supérieures a celles obtenues par dilution en gélose. Une étude
a étudié le role de I’inoculum dans cette différence, qui enrichirait I’inoculum initial avec des
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sous-populations resistantes.(82) Pour la méthode de dilution en milieu agar, I’inoculum est
standardisé a 10* UFC/puits, alors que pour la méthode de microdilution en bouillon, le CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) recommande un inoculum de 2 x 10° a 8 x 10°
UFC/ml (2 & 8 x 10* UFC/puits pour 100 pl), c’est-a-dire que I’inoculum de départ dans la

méthode a microdilution est 2 a 8 fois plus éleve, pouvant expliquer ce phénomene.

La difficulté d’interprétation des CMI de K. pneumoniae, K. aerogenes et E. cloacae
par le Vitek®2 peut étre due a leur résistance a la fosfomycine par leur géne fosA, comme décrit
précédemment, mais aussi des mutations dans les génes glpT et uhpT nécessaire au transport de
la fosfomycine. Cette résistance se produit rapidement in vitro mais elle est faiblement
retrouvee in vivo.(83) De plus, dans une étude rétrospective, la fosfomycine est associée a un
échec thérapeutique pour Klebsiella spp. méme lorsque la fosfomycine est rendue sensible par
une méthode automatisée de microdilution en milieu liquide. C’est pour cela que ’EUCAST

ne rend pas de concentrations critiques pour les entérobactéries non E. coli.(54)(84)

En ce qui concerne le mécillinam, les performances sont meilleures en Etest® et en
diffusion en disque par rapport au Vitek®2 et plus particulierement avec P. mirabilis et
Klebsiella spp. Ces valeurs restent a vérifier, mais pour P.mirabilis, la question du
« swarming » se pose, avec un possible impact dans sa détection par le Vitek®2. Pour C. koseri,
les performances globales du Vitek®2 sont conformes aux recommandations, méme si un taux
d’erreurs trés majeures de 6% semble trop €levé pour le mécillinam. Il serait judicieux de
verifier les deux souches discordantes au vu de la concordance de ces souches avec les méthodes
Etest® et de diffusion en disque avec 1’automate. De surcroit, il est nécessaire d’augmenter
I’effectif de nos souches. Effectivement, nous constatons que la moindre erreur observée
augmente rapidement le pourcentage de discordances.

De plus, il a été montré que des souches résistantes au mécillinam in vitro gardaient un succes
thérapeutique in vivo. En effet, la forte concentration urinaire du mécillinam et une forte
concentration de cystéine dans les urines, nécessaire au fonctionnement du mécillinam, peuvent

expliquer ce succes malgré la résistance in vitro.(85)

Un autre phénomene n’a pas été pris en compte et pourrait expliquer les variations de
résultats : la présence de microcolonies dans la zone d’inhibition en milieu gélosé. Nous ne les
avons pas prises en compte comme le recommande le CA-SFM et ’EUCAST pour la lecture
des diamétres des disques ou des CMI Etests®. En revanche, nous ne savons pas I’impact que
ces colonies peuvent avoir en milieu liquide (1/3 des souches avec colonies). Ces microcolonies
poussant a I’intérieur de la zone d’inhibition acquiérent trés rapidement une résistance in vitro
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qui est due principalement a une perte de fonction du transporteur UhpT. Mais ce défaut de
transporteur a des effets déléteres sur la capacité de croissance pour la bactérie. Ainsi, les
microcolonies résistantes n’atteindraient pas in vivo une concentration nécessaire a leur
établissement dans la vessie et seraient surpassées par les colonies sensibles a la fosfomycine

qui ont un métabolisme conservé.(86)

Pour la comparaison avec les bandelettes Etest®, des études antérieures ont déja eté
réalisées. La plus grande étude était VVan den Bijllaardt et al. qui comprenait 775 souches de
E .coli et 201 isolats de toutes origines de K. pneumoniae. L’Etest® a bien fonctionné sur E.
coli mais pour K. pneumoniae un accord catégorique n’était observé que pour 84,8% des
souches. L’étude montre une difficulté pour détecter la résistance chez les souches BLSE. Dans
cette méme étude, une comparaison avec les méthodes automatisées a été réalisée, montrant de
meilleur résultat que 1’Etest®.(87) Si nous regardons les performances de K. pneumoniae et
K. aerogenes, pour la méthode Etest® dans notre étude, les CMI ont tendance a étre plus élevées
comparé au Vitek®2. Effectivement, un taux de discordances majeures plus important comparé
au Vitek®2 est retrouvé. Ce phénomene a déja été mis en évidence lors du test de ces
bandelettes Etest®.(76)

11 existe plusieurs limites a notre étude. Tout d’abord, nous n’avons pas documenté les
différentes résistances acquises possible de nos souches (BLSE, carbapénémases...) ni la
présence de traitement antérieur chez ces patientes. En effet, certaines études ont remarqué un
impact des souches BLSE, de la présence de certaines carbapénémases dans la sensibilité a la
fosfomycine et au mécillinam.(87)(88)

De plus, notre étude a été réalisée que sur un petit nombre d’isolats entrainant une
variation importante dans les DM et DTM dés qu’une souche est discordante. Cette
comparaison de méthode doit étre faite sur un nombre plus important d’isolats pour étre
représentative. Cette étude est un préambule a la réalisation d’études plus larges qui
comprendront des souches d’entérobactéries dont les mécanismes de résistance a la
fosfomycine et au mécillinam auront été préalablement déterminés. Effectivement, 1’objectif
ici a été de montrer ’intérét de réaliser une comparaison de méthodes plus compléte avec un
nombre de souches plus important pour permettre 1’application de ces tests de sensibilité par le
Vitek®2.
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V.

CONCLUSION

L’objectif de notre étude a été de comparer les différentes méthodes d’antibiogrammes
de routine pour la fosfomycine et le mécillinam (bandelettes Etest®, diffusion en disque et le
systéeme automatisé Vitek®2) a la méthode de référence de dilution en milieu agar pour les
entérobactéries non E. coli. Cette comparaison est nécessaire pour envisager d’utiliser le
Vitek®2 pour rendre la fosfomycine et le mécillinam, antibiotiques retrouvés en principale
indication dans le traitement des cystites non compliquées, a risque de complication et

récidivantes.

Les performances obtenues pour ces différentes méthodes sont variables en fonction des
bactéries. Les performances des méthodes en diffusion (disques et Etest®) semblent correctes
a quelques exceptions pres (ex : fosfomycine et K. aerogenes). Il est d’ailleurs important de
noter que les performances de ces méthodes sont loin d’étre parfaites, alors qu’elles sont

utilisées par de nombreux laboratoires en routine.

L’utilisation du Vitek®2 pour la détermination de la sensibilité a la fosfomycine et au
mécillinam pourrait étre prometteuse, au moins pour certaines entérobactéries non E. coli. Ainsi
pour la fosfomycine, une bonne performance a été obtenue pour P. mirabilis et C. koseri. Pour
toutes les méthodes de routine, les erreurs sont davantage des erreurs majeures que tres
majeures, c¢’est-a-dire qu’elles surestiment la résistance. Malgré le fait que ce rendu ne soit pas
a ’origine d’échecs thérapeutiques, il empéche la patiente de bénéficier du traitement par la
molécule étant rendue a tort résistante. Nous avons pu observer que le Vitek®2 faisait souvent
moins d’erreurs trés majeures comparé¢ aux autres méthodes, et donc limiterait 1’échec

thérapeutique pour les patientes.

La premiere étape dans la suite de ce travail est de vérifier certaines valeurs de CMI
discordantes pour permettre de terminer I’analyse des données.
Par ailleurs, les performances du Vitek®2 pour la fosfomycine seront tres probablement
ameliorées avec la mise sur le marché d’une carte permettant d’atteindre la nouvelle

concentration critique de 8 mg/L pour la fosfomycine.

Au final, cette étude ouvre la voie pour des études supplémentaires avec un plus grands

nombres de souches pour confirmer ou infirmer les tendances que nous observons.
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VI. ANNEXES

Annexe 1: Comparaison méthode de référence et CMI fosfomycine du VITEK® en
fonction des bactéries

Tableau 17 Comparaison méthode de référence et CMI de la fosfomycine du VITEK® pour E. coli

Méthode de référence CMI FO en mg/L

o 0,25 05 1] 2| 4| 8] 16| 32| 4] 128 256] 512
b4
|.'|_.| S R
S <16 6] 28 9 3 1 1 2
s 32
© 64

2128

Tableau 18 Comparaison méthode de référence et CMI de la fosfomycine du VITEK® pour P. mirabilis

méthode de référence CMI FO en pg/ml
o s R
= 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512
E <16 S 6 12 14 3 2 1 2 1
= 32 1 1
© [Tea | R 1
128 2 4

Tableau 19 Comparaison méthode de référence et CMI de la fosfomycine du VITEK pour C. koseri

Méthode de référence CMI FO en mg/L
o s | R
E 0,25 0,5 1 2 4 gl 16 32 64 128 256 512
S <16 S 6 27 10 3 1 2
s 32
© 64| R
2128

Tableau 20 Comparaison méthode de référence et CMI fosfomycine du VITEK pour E. cloacae

Méthode de référence CMI FO en mg/L
o s R
é 025/ 0,5 1 2 4 8 16 32 64| 128 512
S <16| S 2 1 5 2 1
s 32 1 3 5 1
© 64| R E 1
2128 1 5 5 2 1 1

Tableau 21 Comparaison méthode de référence et CMI fosfomycine du VITEK pour K. oxytoca

Méthode de référence CMI FO en mg/L
o s R
E s 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512
S <16 4 8 4 1 1
s 32 3 3 3 1
o
64 R 5 1
2128 2 5 6 1
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Tableau 22 Comparaison méthode de référence et CMI fosfomycine du VITEK pour K. pneumoniae

Méthode de référence CMI FO en mg/L
o 0,25| 0,5 1] 2| 4| 8| 16| 32| 128 256 512
4
= $ R
S <16| s 1 2 11 11 1 1
s 32 2 4 2
(©]
64| R 4 4 1
2128 1 1 1 1 1

Tableau 23 Comparaison méthode de référence et CMI fosfomycine du VITEK pour K. aerogenes

Méthode de référence CMI FO en mg/L

o 0,25 0,5 1 2| 4| 8l 16| 32 64 128 256] 512
4
i S R
S <16| s 4 17 1 1
S 32 1 1 1
© 64| R 1 4 1

>128 2 1 1

Annexe 2 : CMI Etest® fosfomycine comparées a la méthode de référence en fonction des
bactéries

Tableau 24 CMI Etest® fosfomycine comparées a la méthode de référence de E. coli

Méthode de référence CMI FO en mg/L
0,25 0,5 1] 2| 4| 8| 16| 32| 64| 128 256] 12
s R
0,25 5 8 1

CMI Etest®
H

64
128
256
512

Tableau 25 CMI Etest® fosfomycine comparées a la méthode de référence de C. koseri

Nombre de CMI FO en mg/L
0,25 0,5 1] 2| 4| 8| 16| 32| 64| 128 256] 12
s R

0,25 4 3

1 16

vw|k |~
[y
[

CMI Etest®
H
N

128
256
512
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Tableau 26 CMI Etest® fosfomycine comparées a la méthode de référence de E. cloacae

Méthode de référence CMI FO en mg/L
0,25] 0,5 1] 2| 4| 8| 16| 32| 64 128
S R

0,25 1 1

0,5 1
o 1 S 2
o 2 2 1
o |4 4
S 8 4 7 1 1
o

16 6 6 1 1

32 3 3

2

a R

64 1

128 2

512 1

Tableau 27 CMI Etest® fosfomycine comparées a la méthode de référence de K. oxytoca

Méthode de référence CMI FO en mg/L
1] 2| 4| 8] 16| 32| 64| 128 256 512
s R

0,25| 05

0,25

CMI Etest®

=)

~
= o fo [

-

64/ R 5 1
128
512

Tableau 28 CMI Etest® fosfomycine comparées a la méthode de référence de K. pneumoniae

méthode de référence CMI FO en mg/L

0,25 0,5 1] 2| 4| 8| 16| 32 64| 128 256] 512
s R
0,25
0,5 1
1
e, 2 ° 2 1 1
wv
o 4 1
w
= 8 9 6
S 16 12 1 1 1
32 1
48
64| R 1 1
128 1 1
256 1
512 1 1
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Tableau 29 CMI Etest® fosfomycine comparées a la méthode de référence de K. aerogenes

Méthode de référence CMI FO en mg/L
0,25 05 1] 2| 4| 8| 16] 32 64| 128] 256] 512
s R

12 4 1 1 1

CMI Etest®
00
N

128
256
512 1

Annexe 3 : Diamétre critique de la fosfomycine comparé a la méthode de référence en
fonction des bactéries

Tableau 30 Comparaison CMI méthode de référence et méthode de diffusion en disque pour E. coli

Méthode de référence CMI FO en mg/L
0,25 0,5 1] 2| 4| 8| 16| 32| 64| 128 256/ 512
s R

23] R
24
25 1
26 2
27 1

28

R ININININ
[Eny

29

30, S

Diameétre FO en mm
RO |W[(N |+~

31 1

32
33
34
35
36 1

Tableau 31 Comparaison CMI méthode de référence et méthode de diffusion en disque pour C. koseri

Méthode de référence CMI FO en mg/L
0,25 0,5 1] 2| 4| 8| 16| 32| 64| 128 256] 512
s R

32 1
31
30
29
28| S
27

26

Rk |Rr|N|-

D ([N[wnn|w( LN

25

Diameétre FO en mm

N[~ | D

24
23

22

21

20 1
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Tableau 32 Comparaison CMI méthode de référence et méthode de diffusion en disque pour E. cloacae

Méthode de référence CMI FO en mg/L

Diameétre FO en mm

0,25]

0,5] 1] 2] 4 8| 16

32

64|

128

256

512

S

R

30

29

28

27

26

25

24

23

22

21

20

N[ |[D|~

19

18

=N WIN (W=

17

R IR [NININ|-

16

15

14

13

12

11

10

DN |0 |©

Tableau 33 Comparaison CMI méthode de référence et méthode de diffusion en disque pour K. oxytoca

Diamétre FO disque en mm

Méthode de référence CMI FO en mg/L

0,25/

0,5| 1] 2| 4| 8| 16

32|

64|

128

256

512

S

R

26

25

24

23
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19

18

=
N
=N N

17

16

15

RPR(RPIWIN[DIN
N[RINW[RL |-

14
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Tableau 34 Comparaison CMI méthode de référence et méthode de diffusion en disque pour K. pneumoniae

Diameétre FO en mm

Méthode de référence CMI FO en mg/L

0,25/

0,5|

1]

2|

4

8

16|

32

64|

128]

256

512

S

R

24
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12

11
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Tableau 35 Comparaison CMI méthode de référence et méthode de diffusion en disque pour K. aerogenes

Diamétre FO disque en mm

Méthode de référence CMI FO en mg/L

0,25/

0,5|

1]

2|

4

8

16|

32

64|

128]

256

512

S
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Annexe 4 : Comparaison méthode de référence et CMI mécillinam du VITEK® en
fonction des bactéries

Tableau 36 Comparaison méthode de référence et CMI du mécillinam du VITEK® pour E. coli

Méthode de référence CMI MM en mg/L
0,125/ 0,25 05 1] 2 4| 8| 16 32| 64| 128 256 512
S R

i <1 11 18 7 5 1
w
E 2 3 1
= 2 S
5 8

16 o 1 1 2

>32

Tableau 37 Comparaison méthode de référence et CMI du mécillinam du VITEK® pour P. mirabilis

Nombre de CMI MM en mg/L
0,032] 0,064] 0,125] 0,25] 03] 1] 2| 4] 8| 16] 32| 64 128] 256

o s R
o <1 1 2 1 1 1
E
= 2 s
S 4
© 8

6 .

232 1 3 7 4 4 3 g 1 4 3 2 6

Tableau 38 Comparaison méthode de référence et CMI du mécillinam du VITEK® pour C. koseri

Nombre de CMI MM en mg/L

| 0,032] 0,064] 0,125] 0,25] o5 1] 2| 4] 8| 16] 32| 4] 128] 256

o s R
é <1 7 23 11 4 1 1 2
S 2
s a
© 8

6

232

Tableau 39 Comparaison méthode de référence et CMI du mécillinam du VITEK® pour E. cloacae

Méthode de référence MM en mg/L

0,032| 0,064 0,125 0,25 03] 1] 2| 4| 8] 16| 32| 64 128] 256

o s R
é <1 2 13 10 5 1
S 2| s 1 3 1
s 4 2 1 1 1
© 8

6] o 1 2

232 1 1 1 1 1 1
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Tableau 40 Comparaison méthode de référence et CMI du mécillinam du VITEK® pour K. oxytoca

Méthode de référence CMI MM en mg/L
0,032] 0,064 0,125] 0,25 0,5 1] 2| 4] 8] 16 64| 128] 256
o s R
é <1 9 8 1 1
S 2
s 4 3 8 1
© 8 1
16 1
232 2 5 1 1 3 2 1 1
Tableau 41 Comparaison méthode de référence et CMI du mécillinam du VITEK® pour K. pneumoniae
Méthode de référence CMI MM en mg/L
0,032| 0,064 0,125 0,25 03] 1] 2| 4| 8] 16| 32| 64 128] 256
o S R
E <1 2 16 2 2 1
S 2 1
s 4 2 2 1 1 1
© 8
16 1
232 3 3 3 1 3 3 1
Tableau 42 Comparaison méthode de référence et CMI du mécillinam du VITEK® pour K. aerogenes
Nombre de CMI MM en mg/L
0,032] 0,064] 0,25 05 1] 2| a] 8] 1] 32] ea] 128 256
o s R
E <1 4 1 1
S 2
s 4 1 2 1 1
© 8
16
232 17 9 3 1 1 1 2 1 1

Annexe 5 : CMI Etest® mécillinam comparées a la méthode de référence en fonction des

bactéries

Tableau 43 CMI Etest® mécillinam comparées a la méthode de référence de E. coli

Méthode de référence CMI MM en mg/L

0,125

0,25

0,5]

1]

2]

4

8

16]

32|

64]

123

256]

512

S

R

0,125

10

4

0,25

11

3

CMI Etest®

128

256

512
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Tableau 44 CMI Etest® mécillinam comparées a la méthode de référence de P. mirabilis

Méthode de référence CMI MM en mg/L

0,032] 0,064] 0,125] 0,25 0,5 1] 2| 4]

©

16

256

S

0,032

0,064 1

0,125 1 1

0,25 3 2

0,5 1

N
N
-
=

1 4 3 5 1

CMI Etest®

2
3
4 2)
8

16

32 1

64 R

128

256 2

Tableau 45 CMI Etest® mécillinam comparées a la méthode de référence de C. koseri

Méthode de référence CMI MM en mg/L

0,032] 0,064] 0,125 0,25 0,5 1] 2| 4] 8| 16

S

0,032

0,064 3 4

0,125 4 18 3

0,25 1 3

=R e e

CMI Etest®

Tableau 46 CMI Etest® mécillinam comparées a la méthode de référence de E. cloacae

Méthode de référence CMI MM en mg/L

0,032] 0,064] 0,225] 0,25] 0,5 1] 2] 4] 8| 6]

32]

64|

128]

256

S

R lU|Ww(-

CMI Etest®
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Tableau 47 CMI Etest® mécillinam comparées a la méthode de référence de K. oxytoca

Méthode de référence CMI MM en mg/L
0,032 0,064] 0,125] 0,25] 0] 1] 2] 4] 8] 16] 32| 64] 128] 256
s R

0,032

0,064
0,125
0,25

12 1 1

=NV [N

CMI Etest®

64 R
128
256 1

Tableau 48 CMI Etest® mécillinam comparées a la méthode de référence de K. pneumoniae

Méthode de référence CMI MM en mg/L
0,032] 0,064] 0,125] 0,25] 0,5] 1] 2 4] 8] 16 32] ea] 128 256
s R
0,032
0,064 1
0,125 1 10 1 1
. | 025 1 7 2 2 1 1 1
g [ 05| s 2 2 1
& 1 1 3 2 1
H 2
4 1 1
8 1
16 1
32
64 R
128
256 1 1 1 1

Tableau 49 CMI Etest® mécillinam comparées a la méthode de référence de K. aerogenes

Méthode de référence CMI MM en mg/L
0,032| 0,064] 0,125] 0,25] 0] 1] 2| 4| 8] 16 32 64 128] 256
s R

0,032
0,064
0,125 1

0,25 15 1 1 1 2 1

CMI Etest®
=
w
=

256 1
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Annexe 6 : Diamétre critique du mécillinam comparé a la méthode de référence en
fonction des bactéries

Tableau 50 Comparaison CMI mécillinam méthode de référence et méthode de diffusion en disque pour E. coli

Disque MM en mm

Méthode de référence CMI MM en mg/L
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Tableau 51 Comparaison CMI mécillinam méthode de référence et méthode de diffusion en disque pour P. mirabilis

Diamétre MM en mm

Méthode de référence CMI MM en mg/L
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Tableau 52 Comparaison CMI mécillinam méthode de référence et méthode de diffusion en disque pour C. koseri

Méthode de référence CMI MM en mg/L

Diameétre MM en mm
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Tableau 53 Comparaison CMI mécillinam méthode de référence et méthode de diffusion en disque pour E. cloacae

Méthode de référence CMI MM en mg/L

Diamétre MM en mm
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Tableau 54 Comparaison CMI mécillinam méthode de référence et méthode de diffusion en disque pour K. oxytoca

Méthode de référence CMI MM en mg/L

0,032| 0,064| 0,125 0,25 05 1] 2| 4| 8| 16| 4] 128) 256

S R

26 2

25

N
[

24

23
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PP [W[N W

18 2
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14 1

Diamétre MM disque en mm

13 1 1
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11 1
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DN [ |©

Tableau 55 Comparaison CMI mécillinam méthode de référence et méthode de diffusion en disque pour K. pneumoniae

Méthode de référence CMI MM en mg/L

0,032] 0,064] 0,125] 0,25] 03] 1] 2| 4] 8| 16] 32| 64 128] 256

S R

28 1 1 1 1

27
26 2 1

25 1

o))
[
[
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[
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P IN[P W
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14 1

Disque MM diamétre en mm
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D |N | [©
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Tableau 56 Comparaison CMI mécillinam méthode de référence et méthode de diffusion en disque pour K. aerogenes

Disque MM diamétre en mm

Méthode de référence CMI MM en mg/L

0,032| 0,064| 0,125|
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Method comparison for the determination of fosfomycin and mecillinam susceptibility of
urinary enterobacterial strains

Fosfomycin and mecilllinam are first-line antibiotics for cystitis. Urinary tract infections are
most commonly caused by the Enterobacteriaceae family, with E. coli being the predominant
species. However, other enterobacteria are increasingly found in these infections. Since
susceptibility testing for fosfomycin and mecillinam for non-E. coli Enterobacteriaceae is not
validated with Vitek®2, the aim of our study was to compare the routine methods with the
reference agar dilution method for these two antibiotics. Overall, the performance obtained for
these different methods are varies depending on the species. The rate of very major errors with
Vitek®2 is lower than with other techniques, which limits the risk to use with an ineffective
molecule. In the end, this study, which results must be strengthened, paves the way for further

studies with a larger number of strains to confirm the trends we observe.
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RESUME en francais :

La fosfomycine et le mécilllinam sont des antibiotiques de premiere ligne dans les cystites. Les
infections urinaires sont le plus souvent causées par la famille des entérobactéries, E. coli étant
I’espéce prédominante. Cependant d’autres entérobactéries sont de plus en plus retrouvées dans
ces infections. Devant I’absence de détermination de la sensibilité a la fosfomycine et au
mécillinam par le Vitek®2 pour les entérobactéries non E. coli, I’objectif de notre étude a été
de comparer les méthodes de routine a la méthode de référence de dilution en milieu agar pour
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