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Les entérobactéries constituent un vaste groupe de bactéries présentant de fortes
similitudes. En 1937, Rahn propose de rassembler les genres bactériens déja décrits (tels que
Escherichia coli, Salmonella, Klebsiella, Shigella etc.) au sein d’'une seule grande famille : les
Enterobacteriaceae.

Comme la plupart des bactéries, les entérobactéries possédent une paroi qui leur confere
leur forme et qui les protége de la lyse osmotique.

En 1884, Christian Gram développe une méthode de coloration des bactéries qu’on appelle
aujourd’hui la coloration de Gram. Par cette technique, les entérobactéries apparaissent
rose ou rouge en microscopie photonique, ces bactéries sont ainsi dénommées a Gram
négatif.

L. LES ENTEROBACTERIES

A. STRUCTURE GENERALE DES BACILLES GRAM NEGATIF

1. LA PAROI
La paroi est composée de la membrane externe et de |'espace périplasmique (Figure 1) ; ce
dernier est constitué d’un élément majeur, le peptidoglycane; on y trouve également les
PLP (Protéines Liant les Pénicillines), cible des antibiotiques comme les B-lactamines. Cette
paroi donne leur forme aux bactéries ; elle constitue une interface d’échanges avec le milieu
extérieur et surtout les protége contre toute agression extérieure.
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/ , deBraun
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Figure 1 Paroi des bactéries a Gram négatif, d’aprés Prescott et al.
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La membrane externe est la couche externe de I’enveloppe bactérienne. Elle sert de barriere
de protection, régule le passage des sels biliaires, des antibiotiques et autres substances
toxiques susceptibles de lyser ou d’endommager la bactérie. Elle empéche la perte des
constituants comme les enzymes périplasmiques.

Les porines représentent I'un des constituants de cette enveloppe. Elles sont constituées par
I'assemblage de 3 protéines qui s’inserent au sein de la membrane, formant ainsi des canaux
étroits au sein desquels pourront traverser les molécules allant jusqu’a 600 a 700 daltons. De
nombreux antibiotiques actifs sur les entérobactéries, comme les fluoroquinolones, utilisent
la voie des porines pour aller jusqu’a leur site d’action.

Les lipopolysaccharides constituent un élément majeur la membrane externe. lls sont
constitués par trois éléments : le lipide A, le polysaccharide central et la chaine latérale O [1].
Le lipide A s’insére dans la membrane externe. A partir de ce lipide se projettent, vers
I'extérieur, le polysaccharide central et la chaine latérale O. Le polysaccharide central est
constitué par un enchainement de sucres ; sa composition varie en fonction des bactéries. La
chaine latérale O est dans le prolongement du polysaccharide central. Elle correspond a la
partie terminale du LPS et est composée par un ensemble de sucres qui varient en fonction
de la souche bactérienne.

Le composant le plus abondant de la membrane externe est la lipoprotéine de Braun. Elle
est insérée, dans la membrane externe par son extrémité hydrophobe, et dans le
peptidoglycane par liaison covalente.

Il correspond a la zone située entre la membrane externe et la membrane plasmique. Il
comprend notamment le peptidoglycane et les PLP.

LE PEPTIDOGLYCANE

Les bacilles a Gram négatif comme les entérobactéries possedent une couche mince de
peptidoglycane, contrairement aux bactéries Gram positif comme les Staphylococcus. |l
représente 5 a 10 % du poids de la paroi.

Le peptidoglycane, appellé encore muréine, est un polymere constitué de plusieurs sous-
unités reliées entre elles. Chaque sous-unité est composée de 2 sucres, la N-
acétytlglucosamine (NAG) et la N-acétylmuramique (NAM), et d’'une chaine tétrapeptidique.
Chez la plupart des bactéries a Gram négatif ainsi que de nombreuses bactéries Gram-
positif, la chaine est composée par la L-Alanine, I'acide D-glutamique, lI'acide méso-
diaminopimélique et la D-Alanine. Ce tétrapeptide est ensuite relié a la NAM. La liaison des
tétrapeptides entre eux par un pont interpeptide permet d’obtenir un réseau dense de
polymeéres.

Les bactéries a Gram négatif possedent moins de ponts interpeptidiques que les bactéries a
Gram positif.
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LES PROTEINES LIANT LES PENICILLINES

Ce sont des enzymes (transpeptidases et carboxypeptidases) associées a la face externe de
la membrane cytoplamique. Leur réle est d’assurer la synthése du peptidoglycane. Pour une
espéce bactérienne donnée, il existe plusieurs types de PLP; par exemple, chez E.coli, il
existe 7 types de PLP. Ces enzymes sont la cible des antibiotiques comme les B-lactamines.

2. LA MEMBRANE PLASMIQUE
Elle représente la partie la plus interne de I'enveloppe bactérienne (Figure 1). Elle est
composée de protéines, qui sont en proportion plus abondantes, et de lipides. Au sein de la
bicouche lipidique co-existent deux types de protéines :

- les protéines «intrinseques » représentent 70 a 80 % des protéines de cette
membrane. Leurs régions hydrophobes sont enfouies dans la bicouche lipidique et
leurs régions hydophiles se situant a I’extérieur. Ces protéines peuvent étre
transmembranaires avec la région hydrophile qui traverse toute la bicouche
lipidique.

- les protéines « extrinseéques » représentent 20 a 30 % des protéines. Elles sont
hydropohiles et se situent a I'extérieur de la membrane, elles sont faiblement reliés a
celle-ci.

Cette membrane est une barriére perméable sélective : elle régule I'entrée et la sortie des
substances nécessaires a la vie bactérienne. Des systémes de transports permettent le rejet
de déchets, les sécrétions et le passage des substances qui ne peuvent traverser directement
la membrane plasmique.

3. LE CYTOPLASME
Le cytoplasme est |la zone située entre la membrane plasmique et le matériel génétique.
Il contient environ 15000 ribosomes représentant 90 % de I’ARN bactérien. Ce sont des
organites de 20 a 30 um de diamétre. Leur constante de sédimentation est de 70 unités
Svedberg [S] ; ils sont composés de 2 sous-unités de 50 et 30S. lls sont le lieu de la synthése
protéique.
De nombreuses inclusions de réserves énergétiques comme les granules de glycogéene ou de
poly-B-hydroxybutyrate se retrouvent également dans le cytoplasme

4. LE NOYAU ET LE MATERIEL GENETIQUE

Support de I'information génétique, il représente le chromosome bactérien. Le plus souvent,
il s’agit d’un cercle unique d’acide désoxyribonucléique double brin, surenroulé grace aux
topo-isomérases. Par exemple, chez Escherichia coli, le cercle d’ADN mesure 1400 um.

L’analyse chimique du nucléoide montre qu’il contient environ 60 % d’ADN, 30 % d’ARN et
10 % de protéines.
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Il s’agit d’ADN extrachromosomique bicaténaire généralement circulaire. lls représentent 1 a
3 % de I'ADN total. lls peuvent s’intégrer au chromosome ou se répliquer de facon
indépendante a celui-ci. Ces plasmides peuvent porter des génes de résistances aux
antibiotiques. Etant transmissibles, ils peuvent disséminer cette résitance dans toute une
population bactérienne.

5. LES COMPOSANTS EXTERNES DE LA PAROI BACTERIENNE
Les bactéries possédent a leur surface externe un grand nombre de structures parmi
lesquelles on peut citer les flagelles, les fimbriae et les pilis.

Les flagelles sont reponsables de la mobilité. Ce sont des structures minces qui mesurent de
15 a 20 um avec un diameétre moyen de 20 nm. lls s’étendent a I'extérieur de la paroi
cellulaire. Cette structure n’est pas visible en microscopie photonique par la coloration de
Gram. La disposition de ces flagelles varie selon I'espéce bactérienne. Par exemple, chez
Proteus vulgaris, les flagelles sont distribués sur toute la surface bactérienne, on parle de
ciliature péritriche.

Les fimbriae sont de minces appendices protéiques fins de plusieurs um de long et 3 a 10 nm
de diametre. lls ne sont visibles qu’en microscopie électronique. Une bactérie peut étre
couverte de 1000 fimbriae. Certains de ces fimbriae ont un réle d’adhérence sur les tissus de
I’'hote. Les défenses antibactériennes reconnaissent ces fimbriae comme des antigénes
majeurs.

Les pilis sont les organes sexuels des bactéries. De 9 a 10 nm d’épaisseur et plus longs que
les fimbriae, ils ont un role majeur dans les échanges génétiques entre les bactéries. leur
nombre peut varier de 1 a 10 par cellule.

B. CLASSIFICATION DES ENTEROBACTERIES

L’évolution constante des techniques d’études génomiques a profondément bouleversé la
taxonomie des bactéries, et celle des entérobactéries en particulier. L’hybridation
ADN/ADN, le séquencage des génes des ARNr 5S, 16S et du rpoB (codant I’ARN polymérase
B) permettent une identification précise des espéces bactériennes.

On dénombre 53 genres et plus de 170 espéces. Certains genres comme Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella,
Serratia, Shigella, Yersinia sont plus fréquemment isolés en bactériologie clinique.

Les entérobactéries sont définies par un ensemble de caracteres généraux communs,
culturaux, biochimiques, antigéniques qui leur conferent une certaine similitude. Leur
sensibilité aux B-lactamines est utilisée en pratique courante pour les classer dans différents
groupes.
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1. CARACTERES GENERAUX
Ce sont des bacilles a Gram négatif, droits, généralement de petite taille (1-6 um), non
sporulés, le plus souvent mobiles grace a une ciliature péritriche. Certains genres comme
Klebsiella et Shigella sont immobiles.

2. CARACTERES CULTURAUX
La culture est généralement aisée sur milieux ordinaires (18-24H), sauf les genres Yersinia et
Shigella qui nécessitent au moins 48H de culture. La température optimale de croissance est
de 35 a 37°C, a I'exception des Yersinia (30-37°C), des Pantoea et des Erwinia (27 a 30°C).
Elles sont majoritairement de type aéro-anaérobies facultatives.

3. CARACTERES BIOCHIMIQUES
Les entérobactéries fermentent le sucre et possedent de nombreuses enzymes (Béta-
galactosidase, décarboxylases de la lysine et de I'ornithine, dihydrolase de I’arginine etc.);
ces criteres sont utilisés dans les galeries d’identification de type API 20E® (bioMérieux,
Marcy I’Etoile, France) pour I'identification bactérienne.

Ces enzymes sont mises a profit dans les géloses chromogéniques pour identifier plus
facilement les différentes bactéries.

4, CARACTERES ANTIGENIQUES
Certains genres comme les Salmonella nécessitent une caractérisation antigénique pour
identifier le sérotype. Les entérobactéries possedent plusieurs types d’antigénes différents :

- Antigéene O : partie terminale du LPS

- Antigene H : antigene flagellaire

- Antigene K: antigéne capsulaire (Klebsiella, certaines souches d’E.coli, Shigella,
Citrobacter et Salmonella « antigene Vi »)

- Antigene de Kunin ou ECA (Enterobacteriaceae Common Antigen): intérét
taxonomique

- Antigenes d’adhésines (pili, fimbriae)

C. LES INFECTIONS A ENTEROBACTERIES

1. INFECTIONS URINAIRES
Les infections urinaires sont des pathologies tres fréquentes avec des tableaux de gravité
trés variables; parmi ces différentes présentations cliniques, on peut citer les cystites
(cystite aigué simple, la cystite a risque de complication, la cystite récidivante), les
pyélonéphrites (avec ou sans signes de gravité). Toutes les catégories d’dge sont touchées
par ces infections.

La fréquence de ces infections est estimée a 150 millions dans le monde et a 2 millions en
France générant une consommation abondante d’antibiotiques.

En milieu communautaire, les entérobactéries représentent I'essentiel des germes retrouvés
dans ces infections avec E.coli au 1% rang (70 a 95 %) ; les autres entérobactéries (dont
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Proteus ssp. et Klebsiella ssp.) représentent 10 a 25 % des germes. Chez la femme jeune de
15 a 30 ans, 10 % des cystites sont dues a Staphylococcus saprophyticus [2].

2. INFECTIONS INTRA-ABDOMINALES
Elles concernent le péritoine, les organes creux et pleins intra-abdominaux. Ces infections
engagent souvent le pronostic vital et nécessitent donc une prise en charge
médicochirurgicale urgente. Les entérobactéries comme E.coli (on retrouve également des
anaérobies comme Bacteroides fragilis et dans moins de 10 % des cas, des entérocoques)
font partie des germes souvent isolés dans ce type d’infection, a partir des prélevements
peropératoires ou sur les hémocultures.

Parmi ces infections, on peut citer I'appendicite, la péritonite, la diverticulite sigmoidienne,
les infections biliaires (cholécystite et angiocholite), les abcés profonds postopératoires, les
infections du liquide d’ascite et les abces des organes pleins intra-abdominaux.

3. PNEUMOPATHIES
Les entérobactéries sont impliquées dans les pneumopathies, essentiellement dans un
contexte nosocomial de pneumopathie acquise sous ventilation et de pneumonies

d’inhalation.
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Figure 2 Distribution des principaux micro-organismes isolés (N=1262) des pneumopathies documentées au plan
micobiologique (N=1022). ENP, France, Juin, 2012.

Lors de « 'enquéte nationale de prévalence des infections nosocomiales et des traitements
anti-infectieux en établissements de santé, France, mai-juin 2012 » (Figure 2), les
entérobactéries avaient représenté environ 20 % des micro-organismes isolés.

4, BACTERIEMIES
La bactériémie est définie par la présence documentée de bactéries dans le sang circulant,
elle peut étre symptomatique ou asymptomatique.

E.coli représentait la 2°™ cause de bactériéme en France, devant Staphylococcus aureus lors
de I'enquéte nationale de prévalence des infections nosocomiales et des traitements anti-

infectieux en établissements de santé réalisée en France, en mai-juin 2012.

Ces bactériémies sont parfois associées a des localisations secondaires comme des infections
ostéo-articulaires ou des spondylodiscites.
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5. INFECTIONS NOSOCOMIALES A ENTEROBACTERIES
Le caractere nosocomial d’'une infection est un élément essentiel dans la prise en charge
médicale et surtout thérapeutique du patient.

Le rapport de «l’enquéte nationale de prévalence des infections nosocomiales et des
traitements anti-infectieux en établissements de santé, France, mai-juin 2012 » présente les
parts relatives des différentes infections nosocomiales. Les infections urinaires (29,9%)
représentaient la premiére place avec comme facteur favorisant majeur, la pose de sonde
urinaire ; la Figure 3 résume la distribution des principaux micro-organismes isolés dans ces
infections urinaires. Les pneumonies, les infections du site opératoire (ISO) et les
bactériémies/septicémies représentaient respectivement 16,7%, 13,5% et 10,1%. Ces quatre
localisations d’IN représentaient 70,2 % des sites infectieux documentés.

Parmi les micro-organismes isolés dans ces infections, les entérobactéries représentaient la

1% place avec 45.4 % des germes devant les cocci a Gram positif (34%). Avec une part

relative de 26%, E.coli était le 1*" germe retrouvé dans ces infections nosomiales.
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Figure 3 Distribution des principaux micro-organismes isolés (N=4737) des infections
urinaires documentées au plan microbiologique (N=4295). ENP, France, juin 2012

D. PRINCIPAUX ANTIBIOTIQUES ACTIFS SUR LES
ENTEROBACTERIES

Les antibiotiques sont des substances capables d’inhiber ou de détruire des bactéries.
Depuis la premiére utilisation de la pénicilline a Oxford en 1941 pour traiter une septicémie
a staphylocoque, les antibiotiques ont connu un développement considérable tout au long
de la seconde moitié du XXéme siecle [1].

Aujourd’hui, les trois principales familles d’antibiotiques utilisées pour traiter les infections a
entérobactéries sont représentées par les B-lactamines, les fluoroquinolones et les
aminosides. L’association triméthoprime/sulfaméthoxazole ou cotrimoxazole est aussi
couramment utilisée.
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1. LES 3-LACTAMINES

A I'heure actuelle, les B-lactamines (Tableau 1) représentent la famille thérapeutique la plus
utilisée dans le traitement des infections a entérobactéries [3]. Toutes les B-lactamines ont
le méme mécanisme d’action : apres passage a travers la membrane externe par la voie des
porines, elles bloquent la synthese du peptidoglycane, constituant de la paroi bactérienne,
en se liant aux PLP (Protéines de Liaison des Pénicillines) ou encore appellées PBP (Protein
Binding Penicillin). Ces PLP se situent au niveau de la face externe de la membrane
cytoplasmique. Il existe différents types de PLP (PLP1, PLP2 etc.) avec des affinités variables
sur les différentes B-lactamines. Les B-lactamines sont des antibiotiques bactéricides et
temps-dépendant [1]

Pénicillines sensibles aux pénicillinases : Pénicillines A ; Pénicillines G ; Pénicilline V

Pénicillines antistaphylococciques résistantes aux pénicillinases : pénicillines M semi-synthétiques
Cloxacilline ORBENINE® ; Oxacilline BRISTOPEN®

Carboxypénicillines : Ticarcilline TICARPEN® ; Temocilline NEGABAND®

Uréidopénicillines : Pipéracilline ; Pipéracilline + tazobactam TAZOCILLINE®

Aminidopénicillines : pivmécillinam (libere le mecillinam in vivo) SELEXID®

Imipéneme + cilastatine TIENAM® ; Méropéneme MERONEM® ; Ertapénéme INVANZ®

Amoxicilline + acide clavulanique AUGMENTIN®

Ticarcilline + acide clavulanique CLAVENTIN®

L’acide clavulanique (comme le sulbactam ou tazobactam) est utilisé comme inhibiteur de B-lactamases ; les
BLSE sont sensibles a ces inhibteurs contrairement aux céphalosporinases.

Céphalosporines de 1% génération : Céfadroxil ORACEFAL® ; Céfalexine CEFACET® KEFORAL®;
Céfatrizine CEFATRIZINE® ; Céfazoline CEFAZOLINE® ; Céfradine DEXEF®

Céphalosporines de 2°™ génération : Céfaclor ALFATIL® ; Céfoxitine CEFOXITINE® ; Céfuroxime-axétil
ZINNAT® ; Céfamandole CEFAMANDOLE®

éme

Céphalosporines de 3°™ génération
e Voie injectable : Ceftriaxone ROCEPHINE® ; Céfotaxime CLAFORAN® ; Ceftazidime FORTUM®
e Voie orale : Céfixime OROKEN® ; Céfotiam TEXODIL® ; Cefpodoxime-proxétil ORELOX®

Céphalosporines de 4°™ génération : Céfépime AXEPIM® ; Cefpirome CEFROM®

Céphalosporines anti-SARM : Ceftaroline ZINFORO® ; Ceftobiprole MABELIO®

Aztréonam AZACTAM ©

Tableau 1 Classification des B-lactamines, d’aprés Cavallo et al. 2004
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2. LES QUINOLONES
Elles inhibent I'élongation de I’ADN bactérien et bloquent la réplication bactérienne en
inhibant le fonctionnement de deux enzymes, la topo-isomérase Il (ou ADN gyrase) et la
topo-isomérase IV. Ce sont des antibiotiques bactéricides [4].

3. LES AMINOSIDES
Les aminosides sont actifs sur les entérobactéries. Ils agissent en inhibant la synthese
protéique bactérienne en se fixant sur le ribosome.Les aminosides les plus fréquemment
utilisées en pratique clinique sont I'amikacine, la gentamicine, le nétilmicine et la
tobramycine.

4, LES SULFAMIDES : LE COTRIMOXAZOLE
L'association d’un sulfamide (le sulfaméthoxazole, inhibiteur de la dihydroptéorate
synthétase DHPS) et du triméthoprime (inhibiteur dihydrofolate-réductase) permet une
remarquable synergie bactéricide, notamment sur les entérobactéries.

II. RESISTANCES CHEZ LES ENTEROBACTERIES: MECANISMES,
METHODES DE DETECTION ET OUTILS D'INTERPRETATION

A. RESISTANCE AUX B-LACTAMINES CHEZ LES ENTEROBACTERIES

La pénicilline, premier antibiotique, fut découvert en 1928 par Alexander Fleming (1881-
1955) [5]. Rapidement apres la premiere utilisation clinique en 1943, Edward Abraham et
Ernest Chain décrivent une enzyme produite par Escherichia coli capable d’hydrolyser la
pénicilline, ils I'appellérent « pénicillinase ». L'intoduction en 1960 de I'ampicilline
s’accompagne par I'émergence rapide de résistance. A partir de 1980, I'arrivée sur le marché
des céphalosporines de troisieme génération produit rapidement de mutants
hyperproducteurs de céphalosporinases chromosomiques chez des entérobactéries comme
Enterobacter cloacae ou Citrobacter freundii. L'apparition et la diffusion mondiale de
Klebsiella pneumoniae produisant une BLSE améne a la commercialisation de nouvelles
molécules, les « carbapénemes » ; ces molécules, actives sur les souches BLSE, sont depuis
guelgues années menacées par I'émergence de carbapénémases.

1. CLASSIFICATION DES 3-LACTAMASES
Les B-lactamases (pénicillinases, céphalosporinases, BLSE ou carbapénémases) sont des
enzymes capables d’hydrolyser les B-lactamines. Les deux classifications les plus
couramment utilisées sont celles de Ambler et de Bush-Jacobi-Medeiros.

La classification de Bush repose sur les propriétés fonctionnelles de I'enzyme définies par
son substrat préférentiel et son profil d’hydrolyse. Elle comprend quatre groupes divisés en
sous-groupe.

La classification de Ambler (Tableau 2) est basée sur la similarité des séquences des
enzymes. Elle comprend quatre groupes dont les groupes A, C et D qui sont dits a sérine
active et le groupe B qui comprend les métallo-B-lactamases. La classe A comprend
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notamment les enzymes de type BLSE; elle est en général sensible a I'action de I'acide
clavulanique et de I'acide boronique. La classe C comprend les céphalosporinases de type
AmpC ; elle est insensible a I'acide clavulanique mais inhibée par la cloxacilline. La classe D
comprend notamment les oxacillinases ; elle est insensible a I'acide clavulanique. Enfin, la
classe B comprend des enzymes utilisant un ion Zn2+ comme cofacteur ; elle est inhibée par
I’'EDTA ou I'acide dipicolinique et insensible a I’acide clavulanique.

Substrats
Enzyme

" . Exemples
préférentiels

Pénicillinase

Pén +/- Céph TEM-1, TEM-2, SHV-1

-lactamase a spectre étendu , ,
B P Pén, Céph, Mono

(BLSE) Dérivés de TEM/SHV
A CTX-M, PER, VEB
Pénicillinase résistante aux Pén
inhibiteurs TRI
Carbapénémase Pén, Céph, Mono,
KPC
Carb
B Métallo-B-lactamase Tous (sauf Mono) IMP, VIM, NDM-1
C Céphalosporinase Céph AmpC, CMY
OXA (notamment
D Oxacillinase Pén (oxacilline) +/- OXA-48 chez Ent ;
Céph ou Carb OXA-23, -24, -58 chez
Ab)

Tableau 2 Classification simplifiée des B-lactamases d’Ambler, d’aprés Cattoir et al.
Pén, pénicillines ; Céph, céphalosporines ; Mono, monobactames ; Carb, carbapénémes ; Ent, entérobactéries ; Ab,
Acinetobacter baumannii.

2. PHENOTYPES DE RESISTANCES NATURELLES
Ces 7 groupes de résistances (Tableau 3) sont basés sur la production de B-lactamases.

Groupe 0 : entérobactéries naturellement sensibles a toutes les B-lactamines et absence de
géne codant pour une [B-lactamase. Exemples: Genre Salmonella et I'espéce Proteus
mirabilis.

Groupe 1 : entérobactéries produisant une céphlosporinase constitutive de trés bas niveau
appartenant a la classe C de Ambler; elle est résistante aux inhibiteurs. Exemples : E.coli,
Shigella.

Groupe 2: entérobactéries avec une pénicillinase de bas niveau, chromosomique et
constitutive. Le phénotype est caractérisé par une résistance aux aminopénicillines et
carboxypénicillines. Exemples : K. pneumoniae, K.oxytoca, Citrobacter koseri, Raoultella
planticola, R. ornithinolytica.
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Groupe 3: entérobactéries possédant une céphalosporinase inductible AmpC; elle est
régulée par un facteur de transcription AmpR et inductible par les B-lactamines. Le
phénotype de résistance est caractérisé par une résistance aux aminopénicillines seules ou
ere

associés aux inhibiteurs et une résistance aux céphalosporines de 17~ génération. La

résistance aux céphalosporines de 2°™° génération est variable. Par exemple, H. alvei,
Providencia et P.agglomerans sont souvent sensibles a la céfoxitine et au céfuroxime.
Serratia marcescens et Morganella morganii sont plus sensibles a la céfoxitine que le genre

Enterobacter et 'espéce C. freundii.

Groupe 4 : entérobactéries produisant une céphalosporinase inductible et une enzyme
sensible aux inhibiteurs. Exemples : Yersinia enterolitica et Serratia fonticola

Groupe 5 : entérobactéries avec une céfuroximase inductible chromosomique. Il comprend
ere

une résistance aux aminopénicillines, aux céphalosporines de 1° génération, au céfuroxime

et une sensibilité aux inhibiteurs de B-lactamases. Exemples : P. vulgaris et P. penneri.

Groupe 6 : entérobactéries produisant une BLSE de bas niveau/ BLSE inductible ; il comprend
essentiellement des espéces environnementales, rares en cliniques. Exemples: Kluyvera
ascorbata, Rahnella aquatilis et Erwinia perscinia.

PHENOTYPES SAUVAGES |

Groupe 0 Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 Groupe5 Groupe 6
Aminopénicillines S S/l R R R R R
Aminopénicillines + S s/l S R R(S=>R) S S
clavulanate
Carboxypénicillines S S R S R S I/R
Carboxypénicillines + S S S S S S S
clavulanate
Uréidopénicillines S S (S=>1)/I/R S (S=>N/I/R S I/R
Uréidopénicillines + S S S S S S S
tazobactam ]
Céphalosporines de 1°° g s/l [ R R R R
génération
Céphalosporines de 2° g S | S/I/R S/R R R
génération
Céfoxitine S S I S/I/R S S S
Ceftazidime S S S S S S S
Céfotaxime/ceftriaxone S S S S S S S
Aztréonam S S S S S S S
Céphalosporines de 4°  § S S S S S S
génération
Ertapénéme S S S S S S S
Imipénéme S S S S S S S

Tableau 3 Phénotypes sauvages des entérobactéries
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Le traitement des infections dues aux entérobactéries repose essentiellement sur
I'utilisation des B-lactamines. Cette utilisation entraine I'apparition de résistances acquises
qui vont ainsi s’additionner au phénotype naturel de ces bactéries.

3. PHENOTYPES DE RESISTANCES ACQUISES

Ces mécanismes correspondent a la production de B-lactamases; ils représentent
aujourd’hui I'essentiel des mécanismes de résistances retrouvés chez les entérobactéries [6].
Les B-lactamases sont des enzymes qui hydrolysent le pont amide du cycle B-lactame
(correspondant a la structure de base des B-lactamines) pour donner un acylenzyme qui sera
dégradé en acide inactif.

Pénicillinase acquise

Le niveau d’expression de ces enzymes est variable. Elles sont plasmidiques et de classe A, la
plus fréquente est TEM-1, puis TEM-2 et SHV-1/PIT-2. L’enzyme TEM-1 est la premiére B-
lactamase plasmidique décrite chez les entérobactéries en 1965 [7]. De bas niveau, le
phénotype présente une résistance aux aminopénicillines et carboxypénicillines ; de haut
niveau, la résistance concerne toutes les aminopénicillines associées ou non aux inhibiteurs

ere eme

de B-lactamases et aux céphalosporines de 17 génération, voire celles de 27" génération
[3]. Par exemple, ce niveau d’expression est faible chez les espéces des genres Proteus,

Providencia et Morganella.

Pénicillinase résistante aux inhibiteurs

L'utilisation excessive de l'association B-lactamine/inhibiteur de B-lactamase a conduit a
I’émergence d’enzymes résistantes aux inhibiteurs appellées TRl pour TEM Résistantes aux
Inhibiteurs [8]. Elles provoquent généralement une résistance aux amino- et carboxy-
pénicillines seules ou en association avec les inhibiteurs .

Les enzymes de type OXA (classe D de Ambler) sont des oxacillinases qui portent un niveau
de résitance plus élevé sur I'association pipéracilline-tazobactam et parfois une résistance

intermédiaire a la céfépime (céphalosporine de 4™ génération). Une discréte image de
synergie entre les disques de céfépime et d’amoxicilline-acide clavulanique permet de les

identifier.

B-lactamase a spectre étendu (BLSE)

Les BLSE sont des B-lactamases de classe A qui dérivent des pénicillinases de type TEM-1,
TEM-2 et SHV-1 suite a la substitution de 1 a 4 acides aminés. Elles sont caractérisées par
une résistance a haut niveau a toutes les pénicillines, aux C1G, C2G ainsi qu’une résistance
variable aux C3G et C4G et a l'aztréonam [9]. Ces B-lactamases sont inhibées de fagon
irréversible par les inhibiteurs de B-lactamases comme |'acide clavulanique, le sulbactam ou
le tazobactam ; I'activité des céphamycines comme la céfoxitine est conservée. Toutefois, en
cas de forte production de cette enzyme, I'action de l'inhibiteur est insuffisante et peut
conduire a un échec thérapeutique [10].
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Plus de 300 BLSE ont été décrites a ce jour [11]. A partir de 1985, c’est-a-dire peu de temps
apés la commercialisation des C3G, apparaissent les 1éres B-lactamases de type TEM et SHV.
Le 3°™ grand groupe de BLSE est représenté par les CTX-M dont la premiére, de type FEC-1,
a été découverte au Japon chez E.coli en 1986 [12].

Les TEM, les SHV et les CTX-M possedent 40 % d’homologie structurale. La majorité des BLSE
appartient a I'un de ces 3 groupes.

» LES BLSE DE TYPE TEM

Ces enzymes dérivent des TEM-1/2 qui sont au départ des pénicillinases; TEM-1 a été
découverte en 1965 chez E.coli en Grece chez une patiente dénommée Temoneira, ce qui a
donné le nom a cette enzyme [13]. Plus de 190 enzymes de type TEM de type BLSE ont été
identifées [11]. Cet élargissement de l'activité « pénicillinase » a I'activité « BLSE » est le
résultat de modifications de la séquence d’acides aminés de I'enzyme.

Les mutations de ces enzymes ne donnent pas systématiquement des BLSE mais peuvent
aboutir a des enzymes de type TRI (TEM Résistantes aux Inhibiteurs) ou, de facon plus rare,
au CMT (Complex Mutant TEM, qui est une TRI-BLSE).

» LES BLSE DE TYPE SHV (SulfHydril Variable)
Les BLSE de type SHV apparaissent en méme temps que les BLSE de type TEM. Les SHV-1
sont au départ des pénicillinases codées par le gene blasyy chromosomique naturellement
présent chez K.pneumoniae [14]. Comme pour les BLSE de type TEM, I'élargissement de
cette activité « pénicillinase » a « BLSE » est due aux substitutions d’acides aminés. Plus de
160 mutants de type SHV BLSE ont été décrits [11].

» LES BLSE DE TYPE CTX-M

Les BLSE de type CTX-M (Céfotaximase-Munich) sont des enzymes qui avaient a |'origine,
chez les entérobactéries, une résistance de haut niveau au céfotaxime, au céfépime et a
I'aztréonam. C’'est en 1986, chez une souche de E.coli au Japon, qu’est découverte la 1
BLSE de type CTX-M ; elle est dénommée FEC-1 ( pour Fécal E.Coli ) a cette époque.

Les analyses génétiques ont montré que les genes progéniteurs appartiennent au genre
Kluyvera, entérobactéries dont l'isolement est tres rare en bactériologie médicale. Ces
enzymes ont été classées en 6 groupes phylogénétiques qui regroupent plus de 110 variants
actuellement.

Plus récemment, en plus de la résistance au céfotaxime, certaines enzymes comme CTX-M-
15, CTX-M-16, CTX-M-19, CTX-M-23 et CTX-M-32 ont acquis un haut niveau de résistance a la

ceftazidime par mutation.

» LES NOUVELLES BLSE
Partout dans le monde, des BLSE continuent a étre isolées (Tableau 4). Elles sont
caractérisées par un haut niveau de résistance a la ceftazidime et parfois, a I'aztréonam
plutot qu’au céfotaxime [15]. Ces enymes sont moins isolées que les TEM, SHV et CTX-M
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mais elles refletent les possibilités de mobilisation de génes chomosomiques
environnementales.

P. aeruginosa Belgique (2004)
K.pneumoniae France-Guyane (1998), Portugal (1999), France (2001)
K.ocytoca, K.pneumoniae Espagne (2008)

P. aeruginosa Etats-Unis (2008)
E.cloacae Japon (1988), Espagne (2011)

Tableau 4 Caractéristiques de quelques BLSE de découverte récente, d’apreés Philippon et al.

Céphalosporinases de haut niveau

L’enzyme chromosomique de type AmpC (classe C de Ambler) est produite a haut niveau
suite a la mutation du gene régulateur AmpD (gene du métabolisme du peptidoglycane) : on
parle de mutant déréprimé. Cela confére une résistance a toutes les pénicillines, seules ou
en association avec les inhibiteurs, a toutes les céphalosporines et aux céphamycines (sauf
H.alvei dont la céphalosporinase de type ACC-1 n’a pas d’affinité pour les céphamycines). Le
mécillinam, les CAG et les carbapénémes ne sont généralement pas touchés [3]. Cette
sélection de mutants déréprimés, fréquente, se fait in vivo lors de I'utilisation de C3G sur les
entérobactéries du groupe 3 comme Enterobacter cloacae et E. aerogenes; elle est
beaucoup plus rare chez Citrobacter freundii et exceptionnelle pour les autres
entérobactéries de ce groupe.

Cette céphalosporinase de type AmpC hyperproduite peut étre modifiée, soit par mutation
ponctuelle (par exemple L-293-P), soit par délétion de plusieurs bases au niveau de la région
codante de I'AmpC, dite hélice alpha 10; ces modifications entrainent une résistance
supplémentaire aux C4G comme le céfépime [6].

Ces céphalosporinases peuvent étre également plasmidiques. Elles apparaissent vers 1988
aux Etats-Unis et en Europe chez des souches du genre Klebsiella (K. pneumoniae et K.
oxytoca), appartenant au groupe 2 et ne produisant pas naturellement de céphalosporinase.
Ce transfert de geénes chromosomiques, a partir d’entérobactéries en produisant
naturellement, correspond a une étape majeure dans I'accroissement des résistances aux
céphalosporines [16]. Plus d’une vingtaine de geénes ont été décrits (MR-1, ACT-1, CMY-1,
CMY-2, LAT-1, LAT-2, DHA-1, DHA-2, ACC-1, FOX-1, MOX-2 etc.). Cette production est alors
constitutive sauf pour les enzymes plasmidiques ACT-1, DHA-1 et CFE-1 dont le géne
plasmidique est associé au gene de régulation ampR en amont du gene de structure ampC
[6]. Cette émergence d’un mécanisme de résistance se répand a diverses espéces
d’entérobactéries (notamment a Salmonella enterica, Proteus mirabilis, E.coli, Shigella,
Enterobacter cloacae et E. aerogenes) et dans de nombreux pays.

Carbapénémases
Ces enzymes, en majorité transférables, représentent une menace majeure pour |'arsenal
thérapeutique dont nous disposons actuellement. Les carbapénémes sont bien souvent la
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solution de dernier recours dans la prise en charge des infections résistantes aux
céphalosporines de 3°™ et 4°™® génération.
Trois familles principales de carbapénémases sont retrouvées chez les entérobactéries.

- Carbapénémases de type OXA-48/0XA-181 (classe D de Ambler), décrites pour la
premiere fois en 1996 aux Etats-Unis chez Klebsiella pneumoniae [17], sont les plus
fréguentes en France actuellement. On les retrouve principalement chez
K.pneumoniae, E.coli et Enterobacter ssp. Le phénotype de résistance présente une
résistance aux inhibiteurs de B-lactamases et aux carbapénémes avec une sensibilité
variables aux C3G. La témocilline est constamment résistante.

- Carbapénémases métallo-enzyme ou MBL (classe B de Ambler) présente un profil
« intermédiaire » ou «résistantes» a presque toutes les p-lactamines sauf
I’aztréonam, et a certaines, voir toutes les carbapénémes.

- Carbapénémases de type KPC (classe A de Ambler) entrainent une résistance a toutes
les B-lactamines et a certaines, voir toutes les carbapénémes. Elles sont peu inhibées
par l'acide clavulanique. Leur inhibition par I'acide boronique est mise a profit dans
les tests de détection.

L'activité de ces B-lactamines vis-a-vis des entérobactéries a permis leur classification au sein
de phénotypes de résistances naturelles. De quatre groupes en 1980 [18], ces phénotypes
sont aujourd’hui classés au sein de sept groupes différents.

Modification de la cible

Ce mode de résistance est rare chez les entérobactéries. Il s’agit de modifications de PLP. Par
exemple, chez P.mirabilis, une diminution de la production de la PLP1A entraine une
résistance a I'imipénéme et au mécillinam. [19]

Diminution de la perméabilité

Les B-lactamines sont des molécules hydrophiles qui utilisent la voie des porines pour
traverser la membrane externe. Cette modification de la perméabilité, assez fréquente chez
les entérobactéries, entraine une résistance de bas niveau. Une production d’'une ou de
plusieurs B-lactamases est souvent associée a cette imperméabilité.

Systeme d’efflux

Une résistance aux B-lactamines peut étre la conséquence d’une surexpression de la pompe
a efflux. Chez E.coli par exemple, on peut retrouver une surexpression de la pompe AcrAB.
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B. METHODES D’ETUDE DE LA SENSIBILITE IN VITRO DES

ANTIBIOTIQUES
Pour aider le clinicien dans le choix de I'antibiothérapie optimale, la réalisation d’un
antibiotigramme est primordiale. Il consiste a déterminer la sensibilité aux antibotiques
d’une souche potentiellement responsable d’un processus infectieux. Le traitement d’'une
infection par un antibiotique catégorisé « sensible » grace a un antibiogramme ne garantit
pas le succes thérapeutique alors qu’utiliser un antibiotique catégorisé « résistant » est
synonyme d’échec [20].

Deux groupes de techniques sont utilisés : la dilution en milieu liquide et la diffusion en
milieu gélosé.

1. DILUTION EN MILIEU LIQUIDE
Elle permet de mesurer des CMI au sein d’un milieu liquide.

En macrométhode, elle correspond a la concentration d’antibiotique du premier tube resté
limpide apres 24H d’incubation avec la bactérie. Cette technique de référence ne permet de
tester qu’un antibiotique par gamme.

En microméthode, la CMI est lue au niveau de la premiere cupule dans laquelle I'inhibition
de la croissance bactérienne est observée. Cette méthode permet de tester plusieurs
antibiotiques a la fois. De nombreux automates utilisent cette méthode.

2. DIFFUSION EN GRADIENT : TECHNIQUE DU E-TEST®
Il s’agit de bandelettes imprégnées par des concentrations croissantes d’antibiotique.
Chaque bandelette correspond a un antibitoque donné. Le résultat est bien corrélé aux
méthodes de références. Lorsque le contexte clinicomicrobiologique le justifie, les CMI sont
ainsi évaluées. Cette méthode est néanmoins colteuse.

3. DIFFUSION EN MILIEU GELOSE
Elle permet de mesurer en milieu gélosé les diamétres d’inhibition de la croissance d’une
bactérie autour d’un disque imprégné d’antibiotique. Lorsqu’un disque est déposé sur la
gélose, l'antibiotique qu’il contient va diffuser verticalement et horizontalement en
établissant un gradient de concentration décroissant autour du disque. La valeur de ce
diameétre d’inhibition va ensuite étre comparé a des diameétres critiques (CA-SFM/EUCAST,
BSAC etc.).

C. METHODES DE DETECTION DES BLSE CHEZ LES
ENTEROBACTERIES
La prise en charge thérapeutique des patients est profondément modifiée lors de la
détection d’'une BLSE. Le laboratoire de microbiologie se doit de dépister ces résistances
avec la méthode appropriée. La détection de ces souches est a la base du suivi
épidémiologique de ces infections et des outils de prévention qui en découlent.

Le dépistage de ces BLSE se répartissent sur deux grands volets : la détection phénotypique
et la détection moléculaire.
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1. LA DETECTION PHENOTYPIQUE
Cette méthode est la plus utilisée en routine. Il existe différentes méthodes phénotypiques
avec des sensibilité et spécificité qui vont varier, notamment en fonction des espéces.

Ce test est basé sur la mise en évidence d’image de synergie caractéristique dite en
« bouchon de champagne ». Il consiste a placer, a une distance centre a centre de 20 a 30
mm, un disque de C3G (céfotaxime ou cetazidime 30 pg) ou d’aztréonam et un disque
d’amoxicilline-acide clavulanique. Les niveaux variables de résistances aux C3G selon le type
de BLSE (SHV, TEM ou CTX-M) entrainent des variations de ces images de synergie. La Figure
4 nous montre ces différences. En effet, sur I'image A, il n” y a pas de synergie avec la
ceftazidime alors qu’elle est présente avec I'aztréonam et la céfotaxime ; sur I'image B, avec
une BLSE de type CTX-M-1, la synergie est bien plus marquée avec le céfotaxime qu’avec la
ceftazidime ou I'aztréonam ; enfin, I'image C montre une forte synergie a la fois sur les deux
C3G et I'aztréonam.

Klebsiella oxytoca est une entérobactérie qui hyperproduit sa B-lactamase chromosomique
K1 (phénotype « HyperOXY ») dans 10 a 20 % des cas, ce phénotype est a différencier des
BLSE [21]. Elle est mise en évidence par une synergie entre le clavulanate et I'aztréonam,
variable avec le cefotaxime et rarement visible avec la ceftazidime et le céfépime.

L’hydrolyse de la ceftriaxone est beaucoup plus marquée que celle de la céfotaxime.

Figure 4 Synergies : modalités de détection des BLSE, d’aprés Philippon et al. 1: amoxicilline + acide clavulanique ; 2:
ticarcilline + acide clavulanique ; 3 : ceftazidime; 4 : céfotaxime; 5: aztréonam; 6 : pipéracilline + tazobactam. Les
fleches indiquent les synergies.

Le principe de cette méthode repose sur la variation du diametre d’inhibition entre une C3G
seule et I'association « C3G + inhibiteur » ; I'inhibiteur utilisé est I'acide clavulanique. Les
BLSE sont des B-lactamases de classe A, donc sensibles aux inhibiteurs. Une augmentation
du diametre de 5 mm sur le disque « C3G + inhibiteur » fait suspecter une BLSE [22]. En
utilisant comme C3G la céfépime et le céfotaxime, la sensibilité est de 100% et la spécificité

de 86% pour Klebiella, E.coli, Citrobacter et Proteus mirabilis.
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Chez les entérobactéries du groupe 3 (Enterobacter ssp., citrobacter freundii, Providencia ssp
etc.), la présence d’une céphalosporinase déréprimée doit étre inhibée afin de pouvoir
effectuer une lecture correcte. Cette inhibition s’effectue grace a une gélose contenant 250
ug/ml de cloxacilline.

Les bandelettes E-test® sont également utilisées pour la détection des BLSE. Elles sont
également basées sur la capacité de 'acide clavulanique a inhiber ces B-lactamases. D’un
coté, elles sont imprégnées par une C3G (céfotaxime ou ceftazidime) ou CAG (céfépime) et
de l'autre c6té, la méme molécule est associée a I'inhibiteur, I'acide clavulanique. Les CMI
sont mesurées des 2 cOtés et une baisse de la CMI supérieure a trois dilutions de la
céphalosporine en présence de l'inhibiteur indique une éventuelle BLSE. Cette méthode est
délicate et nécessite un minimum d’expérience [22]. La déformation de |'ellipse (Figure 5)

indique également la présence d’une BLSE [23].

Figure 5 Détection d’une BLSE par E-test®, d’apreés E.stiirenburg et al.
PM : céfépime, PML : céfépime+clavulanate

Le Cica-B-Test (Kanto Chemical, Tokyo, Japan) permet une détection rapide des BLSE a partir
d’une culture bactérienne de 24H. Ce test utilise 4 bandelettes: une bandelette ne
contenant aucun inhibiteur, une deuxiéme contenant I'acide clavulanique (détection des
BLSE), une troisieme contenant |'acide boronique (détection des AmpC) et une quatrieme
contenant I'EDTA (détection des métallo-B-lactamases). L’hydrolyse de la céphalosporine
chromogéne HMRZ-86 entraine un changement de coloration du jaune au rouge. Une étude
de 2011 réalisée sur 200 bactéries (170 entérobactéries et 30 bactéries non fermentaires) a
montré une sensibilité de 94,8 % et une spécificité de 83,6 % [24].

Le BLacta test (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) est également basé sur I’hydrolyse du
HMRZ-86 (céphalosporine de synthése), entrainant un changement de coloration du jaune
au rouge en moins de 15 minutes. Ce test permet la mise en évidence d’une résistance aux
céphalosporines de troisieme génération a partir d’'une culture bactérienne de 24H.
Renvoisé et al. [25] ont montré une sensibilité et une spécificité respectives de 87.7 % et
99.6 % sur 2.387 souches d’entérobactéries.

Différents appareils sont disponibles sur le marché: Mini-API®, Phoenix®, Vitek2®,

Walkaway®. Ils permettent la réalisation d’antibiogrammes et la détection des BLSE; la

diminution de la CMI doit étre supérieure a 3log, (CA-SFM / EUCAST 2016). Cette détection
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est correcte pour les entérobactéries du groupe 1 et 2 mais pour les entérobactéries du
groupe 3 avec potentielle céphalosporinase déréprimée, la détection est plus complexe. Ces
automates ont des sensibilité et spécificité variables. Cette détection nécessite souvent une
confirmation par une seconde technique.

2. LA DETECTION MOLECULAIRE
Cette détection est actuellement la seule méthode de certitude pour identifier une BLSE. Elle
n’est pas utilisée en routine et reléve de laboratoire spécialisé.

Pour les BLSE de type TEM et SHV, aprés amplification des genes blatenm et blasyy , un
séquencage est réalisé. Pour les BLSE de type CTX-M, I'amplification est réalisée sur le gene
blacrx.m ; le séquencage n’est pas toujours nécessaire [9].

D. INTERPRETATION DES CHOIX DE SENSIBILITE : PK/PD

1. LES CONCENTRATIONS CRITIQUES

Elles sont établies a partir d’'un trés grand nombre de souches sauvages sensibles et de
souches ayant des mécanismes de résistance. Chaque antibiotique sera testé sur les
souches. Ainsi, on va aboutir a un histogramme de CMI a partir duquel sera défini le cut-off
épidémiologique. En Europe, I'ensemble de ces données sont centralisées par 'EUCAST.

La Figure 6 représente I’histogramme de distribution des CMI du céfotaxime vis-a-vis de plus
de 10.000 souches sauvages d’E.coli. Le cut-off épidémiologique est de 0.25 mg/L alors que
le break-point clinique est fixé a 1 mg/L.
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Figure 6 Détermination de la concentration critique épidémiologique d’E.coli vis-a-vis du céfotaxime, d’aprés Jehl et al.

Ce sont les concentrations qui nous permettent, suite a la lecture d’un antibiogramme, de
classer une bactérie «sensible», «intermédiaire » ou « résistante » vis-a-vis d’un
antibiotique. Ces seuils sont établis a partir de différents parametres.
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Parmi ces parametres, il y a les concentrations critiques épidémiologiques ; elles devront
toujours étre inférieures aux concentrations critiques cliniques. La distinction entre S, | ou R
sera d’autant plus simple que ces 2 concentrations seront éloignées.

Ensuite, le second élément qui va intervenir correspond aux données PK/PD et la posologie
de I'antibiotique. A partir des modeles d’infections expérimentales, il est possible de réaliser
des courbes doses/effets qui vont permettre d’établir différents paramétres de PK/PD. Parmi
ces parametres (Figure 7), il y a le rapport ASC/CMI.

| Concentrations critiques PKIPD: importance de la posologie [

ASC1 /CMI = optimal
LogCFU T SiCMI1x2 et ASC1x2 = aussi optimal

au site I e Si CMI1x3 et ASC1 x3 = aussi oplimal ‘
infeclieux L

Or, 'ASC est f (posologie), donc
les fortes posologies autorisent des
CMI plus élevées

ASC1/CMI2 sub-optimal ] ASC1/CMIT ASCICHI

en raison de CMI2 trop élevée optimal minimal

Figure 7 Concentrations critiques PK/PD, d’aprés F. Jehl et al.

Pour une posologie et une voie d’administration données, les parametres ASC, Cmax et Cres
sont fixes ; la CMI est donc le facteur limitant. Si on augmente la posologie, on augmente
I’ASC ; le rapport ASC/CMI sera maintenu si la CMI augmente d’autant. D’ou I'intérét de fixer
des CMI en fonction de la posologie pour certains antibiotiques. Ces données interviennent
donc directement dans le choix des concentrations critiques cliniques. Les différences de
posologie entre certains pays sont a |'origine des différences des concentrations critiques
cliniques.

Les données cliniques vont également intervenir dans I'affinement de ces concentrations
critiques. Par exemple, le break-point a 1 mg/L pour les C3G a été établi par le CA-SFM a
partir d’'une étude montrant que tous les échecs thérapeutiques étaient dues a des
entérobactéries BLSE ayant des CMI supérieures a cette valeur [26]. Ces études sont parfois
divergentes, et invalident les données basées sur la microbiologie et la PK/PD.

Le site infectieux joue également un rble dans la variation des CMI. La diffusion des
antibiotiques n’est pas la méme pour tous les antibiotiques ; certains antibiotiques diffusent
par exemple trés mal dans le LCR tandis que d’autres seront a concentrations élevées dans
les urines. Le couple amoxicilline-acide clavulanique illustre cette situation. La CMI est fixée
a 32mg/L pour les cystites et 8 mg/L pour les autres indications.

33



2. CHOIX DE LA METHODE EN ROUTINE : CMI ou DIQUES ?

Il est admis que pour une souche donnée, la répétition n fois de I'épreuve de diffusion va
aboutir a n diametres qui vont se répartir autour d’'une moyenne +/- 2 mm. Plus le diamétre
critique est proche du diameétre mesuré pour un antibiotique, plus le risque d’une erreur de
catégorisation (S, | ou R) augmente.

La CMI est en général exacte a une dilution pres. Le risque d’erreur de catégorisation
augmente lorsque cette valeur est proche de la concentration critique. Les mesures
effectuées sur un grand nombre de souches sauvages montrent que ces CMI se répartissent
sur un nombre restreint de valeurs. Les travaux réalisés par I'EUCAST montraient par
exemple que 87.000 souches de S.aureus testées ne se répartissaient que sur trois valeurs
de CMI (0.5, 1 et 2 mg/L).

La mesure de la CMI et des diametres sur un grand nombre de souches permettent de
réaliser une droite de concordance (Figure 8). On pourra ainsi établir des paires de valeurs
CMI/diamétre.

Antibiogramme par diffusion: droite de concordance

n souches:
n CMI
n diamétres

mcg/ml

Figure 8 Droite de concordance CMI/diameétre, d’apres F. Jehl et al.

Toutefois, la répartition des CMI se fait en général sur une amplitude plus faible que celle
des diametres (Figure 9).
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Linezolide: distribution des CMIs
sur les diamétres d'inhibition
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Figure 9 Répartition des CMI et des diamétres, d’aprés F.Jehl et al.

Comme on peut le voir sur la Figure 9, les CMI et les diametres de S.aureus se répartissent
respectivement sur 4 et 10 valeurs. La détermination de la CMI sera donc plus précise que
celle d’un diametre.

La confrontation des CMI et des diamétres apportent également des données
supplémentaires. La Figure 10 est obtenue a partir de 442 souches de S.aureus ; on constate
que pour une concentration critique de 1 mg/L et pour un diamétre de 17 mm, les
populations sauvage et résistante sont correctement « séparées ».
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Figure 10 Graphe de confrontation CMI/diamétre, d’aprés F.Jehl et al.

Toutefois, on remarque que pour une CMI donnée, par exemple 0.5 mg/L, 13 différents
diametres ont été observées.

Les différents phénotypes de résistance vont entrainer I'augmentation de I'amplitude des
CMI. Cette situation est illustrée notamment par I'exemple d’E.coli. La Figure 11 montre la
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répartition des CMI d’amoxicilline-acide clavulanique (« barres grises ») en fonction du
phénotype de résistance.
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Figure 11 Répartition des CMI en fonction du phénotype, d’aprés F. Jehl et al.
Pase : Pénicillinase

La zone autour du diametre critique (DC) représente la probabilité d’erreur due a
I'imprécision de la mesure et la barre rouge correspond a la médiane des CMI. On constate
qgu’avec le phénotype BLSE, la zone noire est trés importante et correspond a la probabilité
d’erreurs de catégorisation.

Ce risque d’erreur de catégorisation est également majoré pour les C3G chez les E.coli BLSE
[27].

Pour conclure, on peut dire que le faible colit de I'antibiogramme par diffusion rend cette
technique incontournable. Elle permet de visualiser notamment les interactions entre les
différents antibiotiques. Dans certaines situations cliniques particuliéres, il est indispensable
de déteminer la CMI pour affiner un choix thérapeutique. Il est primordial pour le biologiste
de connaitre les limites inhérentes a chacune de ces techniques.

III. RESISTANCES AUX (C3G: COMMENT EPARGNER LES
CARBAPENEMES ?

A. EPIDEMIOLOGIE DE LA RESISTANCE AUX C3G

1. EPIDEMIOLOGIE AU NIVEAU MONDIAL

Tous les continents sont concernés par l'augmentation de la résistance aux C3G, en
particulier par la diffusion pandémique des CTX-M, avec des fréquences variables qui
dépendent des pays et de la catégorie de la population concernée par les études.
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RESISTANCE AUX C3G

L’ECDC réalise une cartographie annuelle de la prévalence des résistances aux anitbiotiques
a travers I'Europe. Chez E.coli (Figure 12), on constate dans toute I’'Europe une augmentation
de la résistance aux C3G entre 2002 et 2014.

Proportion of 3rd gen. cephalosporins Resistant (R+I) Proportion of 3rd gen. cephalosporins Resistant (R+I)
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Figure 12 Evolution des résistances aux C3G chez E.coli en Europe entre 2002 et 2014.

Données EARS-Net (du 16/05/2016)

Le méme phénomene est observé pour K.pneumoniae entre 2006 et 2014 (Figure 13).

Proportion of 3rd gen. cephalosporins Resistant (R+I) & Proportion of 3rd gen. cephalosporins Resistant (R+I)
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Figure 13 Evolution des résistances aux C3G chez K.pneumoniae en Europe entre 2006 et 2014.

Données EARS-Net (du 16/05/2016)
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EPIDEMIOLOGIE DES BLSE

En Europe, les premiéres souches communautaires ont été isolées en Pologne, dans un
hopital a Varsovie, en 1996 : il s’agissait d’un E.coli et d’'un C.freundii de type CTX-M-3 [28].
En Espagne, une étude a comparé la prévalence du portage digestif chez des patients
communautaires entre 1991 et 2003 [29]. Ce taux passait de 0.7 % en 1991 a 5.5 % en 2003.
En Italie, une étude nationale a été réalisée de septembre a décembre 2003 par 11
laboratoires hospitaliers répartis dans tout le pays [30]. Elle a inclu 9076 souches (6850
hospitaliéres et 2226 considérées comme communautaires). La prévalence des BLSE était de
7.4 % parmi les souches hospitalieres et de 3.5 % pour le souches communautaires. Parmi les
souches hospitalieres BLSE, E.coli était I'espece majoritaire (n=161/504) suivi de P.mirabilis
(n=132/504) et de K.pneumoniae (n=76/504). Ces souches provenaient majoritairement des
urines. Parmi toutes les souches BLSE isolées (hospitalieres et communautaires), les CTX-M
dominaient chez E.coli (103/188) suivi de TEM (50/188) et de SHV (22/188) ; chez P.mirabilis,
la majorité des BLSE était de type TEM (158/163). Cette étude a montré également
I’émergence de souches BLSE communautaires en ltalie car I’étude nationale précédente de
1999 n’avait montré aucune BLSE.

En Amérique du sud, la présence de CTX-M-2 a été signalée en 1992 chez des souches de S.
typhimurium chez des patients ayant des entérites, méningites et septicémies dans deux
hopitaux de Buenos Aires, en Argentine [31]. En Bolivie et au Pérou, deux études [32] ont
comparé la prévalence des BLSE chez des enfants sains dans deux zones urbaines
différentes. En 2002, I'’étude comportait 3208 enfants et la prévalence était de 0.13% (n=4)
avec uniquement des E.coli (3 CTX-M-2 et 1 CTX-M-15). Trois ans plus tard, le méme
protocole est utilisé et 3193 enfants sont dépistés. La prévalence est multipliée par 17
passant de 0.13 % a 1.7 % (n=54/31393). Sur les 54 souches, 44 étaient de type CTX-M, six
étaient de type SHV (SHV-2 et SHV-12) et quatre avaient un profil de céphalosporinase a
haut niveau.

En Asie, au Cambodge, entre 2004 et 2005, 93 patients ayant une infection urinaire a E.coli
sont inclus dans une étude a I'Insitut Pasteur du Cambodge. Parmi ces souches, 34 étaient
des BLSE en majorité de type CTX-M. De plus, elles étaient résistantes aux fluoroquinolones
dans deux tiers des cas [33].

En Afrique, dans un village isolé du Sénégal ou la consommation d’antibiotiques était
quasiment nulle, des E.coli BLSE CTX-M-15 sont retrouvés sur les coprocultures chez deux
enfants sur les 20 prélevés. Le géne était situé au sein d’une région de multirésistance tres
similaire a celle diffusant mondialement [34]. A Madagascar, la prévalence du portage des
entérobactéries BLSE dans une unité pédiatrique passait de 21.2 % a I'entrée a 57.1 % a la
sortie [35].

Au Moyen-Orient, dans une étude réalisée dans un hopital israélien, la prévalence du
portage était de 8 % (n=13/167) [36]. En Arabie Saoudite, le portage digestif sur 860
patients (communautaires et hospitaliers) a montré une prévalence de 17.7 % de BLSE [37].

38



2. EPIDEMIOLOGIE EN FRANCE

La résistance des entérobactéries aux C3G est en constante augmentation en France
notamment chez E.coli et K.pneumoniae (souches isolées d’hémocultures et LCR, Réseau
EARS-Net). La Figure 14 montre qu’en France, en 2014, cette résistance était de 9.9 % (dont
78.5 % de BLSE) chez E.coli et de 29.6% (dont 71.6 % de BLSE) chez K.pneumoniae.

Escherichia coli et Kiebsiella pneumoniae
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Figure 14 Résistance aux C3G et production de BLSE en France, EARS-Net, 2014

Dans les établissements de santé, parmi les 4904 souches d’entérobactéries issues
d’infections nosocomiales : 23 % étaient résistantes aux C3G et 13.6 % étaient de type BLSE
(ENP, France, 2012).

La consommation de C3G ne cesse d’augmenter en France. En effet, la part relative de la
consommation de ceftriaxone est passé de 6.9 % en 2006 a 12 % en 2012, soit une évolution
de la consommation de 82.7 % (ENP, France, 2006 et 2012).

MILIEU HOSPITALIER

» SITUATION EN 2013
La surveillance des bactéries multirésistances dans les établissements de santé (ES) est
réalisée grace au réseau BMR-Raisin (Réseau d’alerte, d’investigation et de surveillance des
infections nosocomiales). La surveillance des SARM et EBLSE est menée par les Centres de
Coordination de la lutte contre les infections nosocomiales (CClin).
Ce réseau inclus 1347 ES, correspondant a 78.3 % des lits d’hospitalisations disponibles en
France. Les prélévements inclus sont ceux provenant des patients hospitalisés depuis au
moins 24H (Rapport BMR-Raisin 2013, www.invs.sante.fr).

Le nombre de cas incidents d’EBLSE était de 12 234 en 2013 dont 36 % en médecine, 20 % en
chirurgie, 20 % en SSR/SLD, 11 % en réanimation et 2 % en gynécologie-obstétrique et
pédiatrie. La proportion des EBLSE provenant des urines était la plus élevée (69 %) suivie de
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celles des hémocultures (8 %), des séreuses et des pus profonds (6 %). La Figure 15 montre
les différences régionales de l'incidence des infections a EBLSE ; I'incidence est plus faible
dans toutes les régions de l'interrégion Ouest et en Champagne-Ardenne et plus élevée dans
les DOM, en lle de France, au Nord Pas de Calais et dans une partie du Sud-Est.

En 2013, E. coli était de loin la premiére espéce isolée parmi les entérobactéries productrices
de BLSE (58,8 %), devant K. pneumoniae (22,9 %) et E. cloacae (11,0 %).
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Figure 15 Incidences globales régionales des EBLSE pour 1000 journées d’hospitalisation (tous ES, n=1347).
BMR-Raisin 2013.

La Figure 16 montre que les incidences des E. coli BLSE sont plus faibles dans I'Ouest et en

Champagne-Ardenne, dans les DOM, en Corse et dans le Poitou-Charentes. Elles sont les
plus élevées en lle de France.
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Figure 16 Incidences globales régionales des E.coli BLSE pour 1000 journées d’hospitalisation (tous ES, n=1347).
BMR-Raisin 2013.

» EVOLUTION 2002-2013

Les données sur I'évolution et la progression de ces EBLSE montrent de facon trés nette une
augmentation trés importante de ces résistances. En effet, si on compare les densités
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d’incidence (DI) par jour d’hospitalisation, on constate qu’il est multiplié par 4.3 au niveau
global, par 4.1 pour les courts séjours et SSR/SLD et par 3.1 en réanimation.

Tous types de séjours confondus, les évolutions selon les inter-régions montrent une
augmentation importante en douze ans dans toutes les régions : Est (x 9,6), Ouest (x 8,3),
Paris-Nord (x 3,5), Sud-Ouest (x 3,0) et Sud-Est (x 2,8).

La répartition par espéece d’entérobactéries a beaucoup évolué et le pourcentage représenté
par E. coli a régulierement augmenté : 18,5 % en 2002 a 58,8 % en 2013.

INFECTIONS COMMUNAUTAIRES

La proportion des EBLSE en milieu communautaire est moindre qu’en milieu hospitalier.
Toutefois, on assite a une augmentation croissante de ces souches résistantes. En effet, en
1999, la prévalence des EBLSE était de 1.5 % sur les 2599 souches collectées [38]. Une étude
nationale était effectuée en 2006 par 25 laboratoires de ville répartis dans toute la France ;
6771 entérobactéries provenant d’infections urinaries étaient collectées. Elle montrait que
1.1 % des entérobactéries isolées des prélevements en milieu communautaire a visée
diagnostique étaient productrices de BLSE [39] . En 2013, une enquéte était réalisée par
I"ONERBA grace a un réseau de 500 laboratoires qui a collecté 51463 souches dans toute la
France. Elle montrait une prévalence de 3.3 % d’EBLSE. La proportion de souches de type
BLSE était plus importante chez les hommes que chez les femmes et les patients de plus de
60 ans.

3. FACTEURS DE RISQUE D’ACQUISITION D’UNE BLSE
Les facteurs de risque d’acquisition de BLSE en milieu hospitalier et communautaire sont
résumés dans le Tableau 5. La notion de voyages a I'étranger et d’infections urinaires a
répétitions sont des éléments de risques supplémentaires en milieu communautaire [40].

Age élevé et dépendance
Comorbidités (dont le diabéte, une maladie hépatique, une transplantation ou un ulcére gastrique)
Séjour en réanimation
Durée d’hospitalisation avant la colonisation ou I'infection
Notion d’une hospitalisation récente
Procédures invasives (sonde urinaire, sonde nasogastrique, cathéter, intubation ou chirurgie)
Utilisation préalable d’antibiotiques dont
Les fluoroquinolones

Les B-lactamines seules ou en association avec les inhibiteurs des béta-lactamases
Les céphalosporines (dont la ceftazidime ou les C3G)

Les carbapénéemes

La vancomycine

Les aminosides

La métronidazole

Le cotrimoxazole

Tableau 5 Facteurs de risque d’infection ou de colonisation a EBLSE, d’aprés Vodovar et al.
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B. PROBLEMATIQUE
Les entérobactéries représentent pres de trois quarts des bactéries impliquées en pathologie
humaine. Les céphalosporines de troisieme génération constituent un pilier essentiel dans le
traitement des infections dues a ces bactéries.

L'introduction des céphalosporines de troisieme génération en thérapeutique en 1980 a été
suivie par la sélection de mutants déréprimants leurs céphalosporinases chromosomiques
naturelles notamment chez Enterobacter ssp. et Citrobacter freundii. Quelques années plus
tard, I'apparition et la diffusion des entérobactéries a BLSE va étre une étape majeure dans
I"augmentation des résistances aux céphalosporines de troisieme génération.

La premiere période est marquée essentiellement par la diffusion des BLSE de type TEM-1/2
et SHV-1 avec une prévalence plus forte chez K.pneumoniae que chez E.coli. Cette période
va durer jusqu’a la fin des années 1990. Ces souches étaient isolées dans un contexte
d’épidémies nosocomiales, responsables notamment d’épidémies hospitaliéres [45,46] ou
encore dans des structures de soins de long séjour.

La seconde période commence a la fin des années 1980 avec l'isolement des BLSE de type
CTX-M. Plusieurs cas sont signalés : Japon (SFO-1, Toho-1), Europe (MEN-1, CTX-M-1, PER-1)
et Argentine (CTX-M-2). A partir de 1995, les BLSE de type CTX-M diffuse mondialement chez
les entérobactéries et deviennent majoritaires d’ou le terme de «pandémie CTX-M ».

L’émergence et la diffusion mondiale des CTX-M peut s’expliquer par la combinaison d’au
moins 2 éléments. Tout d’abord, les épidémies hospitaliéres par les BLSE TEM-1/2 et SHV-1
ont poussé a la mise en place de lutte contre les infections nosocomiales et les bactéries
multirésistantes. Une diminution rapide de ces clones BLSE (essentiellement K.pneumoniae
et Enterobacter sp.) a été constatée notamment grace a I'isolement des patients porteurs et
I'utilisation des solutés hydroalcooliques. Enfin, alors que ces BLSE n’étaient que rarement
retrouvées en milieu extrahospitalier, I'apparition et la diffusion des BLSE de type CTX-M
(essentiellement chez E.coli) se fait aussi bien en milieu hospitalier et communautaire sous
un mode polyclonal . Ces BLSE de type CTX-M colonise les patients méme en |'absence de
pression antibiotique majeure, ce qui explique également son succes [43].

En parallele, la consommation de C3G ne cesse de croitre. Les données collectées par le
réseau ATB Raisin sur la consommation d’antibiotiques en France (518 établissements de
santé) montre une augmentation de la consommation de la ceftriaxone, du céfotaxime et de
la ceftazidime respectivement de 58.7 %, de 3,2 % et de 1.5 % entre 2008 et 2013.

L’enquéte nationale de prévalence de 2012 montre que les C3G ont représenté 21.6 % de
I’'ensemble des antibiotiques utilisés pour le traitement des pneumonies (communautaire et
nosocomiale) en établissement de santé.

Les C3G sont prescrites dans de nombreuses situations cliniques. Dans les suspicions de
septicémies a entérobactéries, le traitement comprend souvent une C3G. Dans les infections
intra-abdominales, du fait de la fréquence des entérobactéries, le traitement probabiliste
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comprend fréquemment une C3G (associée au métronidazole et éventuellement un
aminoside). Le traitement probabiliste des pyélonéphrites et des infections urinaires
masculines comprend des C3G (Recommandations pour le traitement des infections
urinaires, www.spilf.fr).

Toutefois, dans les infections a entérobactéries résistantes aux C3G, le traitement par des
carbapénémes peut étre nécessaire. Par exemple, dans les pyélonéphrites, en cas
d’antécédent de BLSE (IU ou colonisation urinaire < 6 mois), il est recommandé d’utiliser des
carbapénémes (imipénéme ou méropénéme) ; cette recommandation est valable en cas de
choc septique avec présence d’au moins un facteur de risque d’EBLSE.

L'utilisation des carbapénémes a entrainé I'apparition des carbapénémases. Les données
collectées par le réseau ATB Raisin ont montré une augmentation de 57 % de Ia
consommation des carbapénemes entre 2008 et 2013 sur 518 établissements de santé. Les
carbapénémes représentent aujourd’hui une alternative thérapeutique menacée par
I'apparition des carbapénémases.

Devant l'absence de perspectives de nouvelles thérapeutiques efficaces contre ces
entérobactéries résistances résistantes aux C3G et afin de préserver ces molécules, il est
urgent d’optimiser la prise en charge des patients et de mettre a profit I'efficacité des
molécules existantes pour le traitement de ces infections.

C. LES ALTERNATIVES THERAPEUTIQUES

1. Le pivmécillinam SELEXID®
Devant l'augmentation de la prévalence de E.coli BLSE dans les IU communautaires, le
pivmecillinam apparait également comme une alternative thérapeutique dans le traitement
de ces infections. Le taux de sensibilité de cette molécule est estimé a 70-90 % sur les E.coli
BLSE.
Il est recommandé :

eme

- dans le traitement probabiliste de la cystite simple en 2°"" intention (Fosfomycine-

trométamol en 1°® intention)
- dans la cystite a risque de complication, selon les résultats de I’antibiogramme

(Amoxicilline en 1°" intention)
ere

- dans le traitement de la colonisation urinaire gravidiqgue (Amoxicilline en 1
intention)

Apres administration orale (comprimés de 200 mg), le bioprécurseur, le pivmecillinam, est
absorbé a 75 %, puis complétement et rapidement hydrolysé en mecillinam que I'on
retrouve dans le compartiment vasculaire. Le taux et la vitesse d'absorption ne sont pas
modifiés par la prise de nourriture.

Apres la phase de distribution, les concentrations dans la bile et les urines sont
respectivement de plus 10 fois et 50 fois la CMI des germes sensibles. La diffusion est
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également importante dans le foie et la prostate; elle est faible dans le LCR. A dose
thérapeutique, la passage placentaire est faible et quasiment nul dans le lait maternel. Il est
excrété principalement dans les urines et la bile.

Le pivmecillinam est bactéricide et agit par inhibition de la paroi bactérienne par fixation
sélective sur I’enzyme PBP2 des entérobactéries [44].

Les entérobactéries sont considérées comme résistantes pour une CMI > 8mg/L et pour un
diameétre < 15mm (CA-SFM/EUCAST 2015).

Chez les sujets normorénaux, la posologie est de 600 a 800 mg par voie orale, en 2 ou 3
prises par jour. La durée du traitement est de cing jours dans la cysite simple et de sept jours
dans la cystite a risque de complication.

Chez les insuffisantes rénaux, du fait de I’élimination urinaire, des ajustements posologiques
sont nécessaires.

Le pivmécillinam est un antibiotique qui a une tres bonne tolérance. De rares manifestations
digestives et cutanées peuvent survenir. Tres rarement et a forte posologie, il existe un
risque d’élevation modérée et transitoire des transaminases et des phosphatases alcalines
ainsi qu’une irritation vaginale.

Il est contre-indiqué en cas d’allergie aux pénicillines et aux céphalosporines ; il existe un
risque accru d’accidents cutanés en cas d’utilisation de la molécule lors d’infections virales,
notamment la mononucléose infectieuse.

Aucun effet significatif n’a été observé par Sullivan et al. [45] sur la microflore aérophile du
tube digestif chez 50 patients traités par mécillinam. Dans un modéle intestinal humain, le
pivmécillinam n’est pas apparu comme une molécule sélectionnant Clostidium difficile [46].
Des modifications mineures sur la flore vaginale ont été observé lors d’utilisation du
mécillinam [47].

2. La témocilline NEGABAN®
La témocilline est un dérivé semi-synthétique 6-a-méthoxylé de la ticarcilline disponible en
Belgique et au Luxembourg depuis 1986. Cette molécule a un spectre limité aux bacilles
Gram négatif ; elle n’a aucune activité vis-a-vis des cocci Gram positif, des anaérobies et de
Pseudomonas aeruginosa. Les BLSE et céphalosporinases de haut niveau (AmpC) n’ont pas
d’activité enzymatique sur la témocilline d’ou le regain d’intérét actuel pour cette molécule
et 'obtention de ’AMM en France en 2014 par reconnaissance mutuelle avec la Belgique.

En France, elle est indiquée « Chez les adultes et chez les enfants, pour le traitement des
infections suivantes : des voies urinaires compliquées incluant les pyélonéphrites ; des voies
respiratoires basses, des bactériémies et des infections des plaies ».
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Aprés injection IV de 2 g de témocilline (dose unitaire actuellement recommandée), le pic
sérique atteint est de 269 mg/L et les concentrations a 6H et 12H sont respectivement de 47
mg/L et 16 mg/L. La demie-vie est de 5H, permettant une injection toutes les 12H. L'aire
sous la courbe de la concentration sérique en fonction du temps (AUC) est d’environ 800
mg.h/L et le volume de distribution est estimé entre 0,2 a 0,3 L/kg, ce qui est comparable a
la majorité des B-lactamines [48]. La témocilline est excrétée principalement par voie
urinaire avec plus de 70 % de la dose retrouvée sous forme inchangée dans les urines durant
les 24h suivant I'injection. Les concentrations urinaires dépendent de la diurese mais varient
en moyenne entre 300 et 800 mg/L a la dose de 500 mg IM toutes les 12 heures [49].La
clairance rénale de la témocilline augmente avec sa concentration plasmatique et dépend en
particulier de la fraction libre de I'antibiotique [50]. Chez I'insuffisant rénal, I'ajustement de
la posologie est nécessaire et s’effectue en espagant les doses. La témocilline est fortement
liée aux protéines plasmatiques, ce qui contribue a sa longue demi-vie, et la fraction libre de
la molécule dépend de la concentration sérique totale. A forte concentration, de I'ordre de
200 mg/L, le taux de liaison est de 63 % et passe a 86 % a 100 mg/L et a 88 % a 50 mg/L.

La témocilline, comme la majorité des B-lactamines, nécessite une concentration de la forme
libre supérieure a la CMI sur un temps minimum de 35-40 % entre deux doses [51].

Le Tableau 6 résume les concentrations tissulaires en fonction des doses utilisées.

Liquides Voie Délai apres
biologiques et Dose (g) d’administration administration = Concentrations
tissus (min)
Poumon 2 iv 30 45 mg/kg
Péritoine 1 iv 240 17.2 mg/kg
Foie 2 iv 240 34.3 mg/kg
Vésicule biliaire 2 i.v 240 80.2 mg/kg
Bile 1 i.v 90-120 483 mg/kg
Estomac 2 iv 240 44 mg/kg
Trompe de 1 iv 60 4.5 mg/kg
Fallope
Ovaires 1 iv 60 9.0 mg/kg
Prostate 2 i.v ND 38 mg/kg
Testicules 1 i.v 240 7.1 mg/kg
Peau 2 iv 240 9.3 mg/kg
Muscle 2 iv 240 17.6 mg/kg
Lymphe 1 iv 90-120 30.6 mg/kg
périphérique
Vésicule 1 i.v 180 44.3 mg/kg

Tableau 6 Concentrations tissulaires de la témocilline, d’aprés Soubirou et al., ND : Non Disponible.
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Dans la majorité des cas, la concentration est supérieure d’au moins 1 a 2 fois la CMI et ce,
de maniere prolongée. La témocilline diffuse peu dans le LCR, méme en cas de méningite
[52].

La témocilline n’est pas absorbée par voie orale. Elle est disponible sous forme d’ampoule de
1 et 2 g de poudre a dissoudre pour une injection par voie IM ou IV. La perfusion continue
est possible, du fait de sa stabilité, et permet de maintenir des concentrations a I'équilibre
stables. La témocilline présente en revanche un certain nombre d’incompatibilités chimiques
ou physiques, en particulier avec les autres B-lactamines, la ciprofloxacine, la vitamine K, la
vancomycine, la clarithromycine, la clindamycine, le propofol, le midazolam et la nicardipine
[53].

La posologie actuellement recommandée chez I'adulte dans les infections urinaires est de
2g/12h, soit en injection directe, soit en perfusion continue aprés une dose de charge de 2 g,
avec une adapatation de la posologie chez l'insuffisant rénal [53]. Dans les situations
pathologiques ou le volume de distribution est augmenté (comme en réanimation), la
posologie peut étre augmentée a 3 g /12h sans risques de toxicité [54].

La témocilline est une molécule qui a une bonne tolérance. Comme tout médicament, elle
peut entrainer des réactions allergiques. Elle est contre-indiquée en cas d’allergie a la
pénicilline. En cas de surdosage, des manifestations neurologiques peuvent apparaitre. Il
existe un risque de phlébite au point d’injection.

L'administration de la témocilline entraine une diminution importante de la population des
entérobactéries au profit des entérocoques et des levures suivie d’une reconstitution de la
flore dans les dix a quinze jours suivant I'arrét du traitement [55]. La témocilline favorise peu
I"'apparition d’une colite pseudomembraneuse [56].

Il 'y a pas de données sur I'utilisation de la témocilline durant la grossesse ou la lactation.
Les études animales n’ont pas montré d’effet tératogéne aux doses recommandées.

3. Le céfépime AXEPIM®
Il s’agit d’une céphalosporine dite de « greme génération ». Contrairement aux
céphalosporines de 3ieme génération, le céfépime est actif contre les entérobactéries du
groupe 3 ayant déréprimée leur céphalosporinase naturelle. Le céfépime est recommandé
(CA-SFM/EUCAST 2015) en systématique sur les entérobactéries du groupe 3 « sauvages »

afin d’éviter la sélection de ces mutants résistants.

En France, il est indiqué :
> chez I'adulte
- septicémies et bactériémies
- infections respiratoires basses communautaires et pneumonies séveres

- infections urinaires compliquées et non compliquées
- épisodes fébriles chez les patients neutropéniques
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infections biliaires

> Chez le nourrisson de plus de deux mois et |'enfant

- épisodes fébriles au cours des neutropénies lorsque la durée prévisible
de neutropénie est courte

Le céfépime se présente sous forme de poudre pour usage parentéral (IM ou IV) de 500mg,

lget2g.

La résorption est rapide et totale aprés I'administration IM. Le Tableau 7 (www.vidal.fr)
résume les concentrations tissulaires obtenues apreés injection IV du céfépime.

Concentration moyenne de céfépime dans les tissus et liquides biologiques

Concentration
Prélevement : moyenne Concentration
Tissus ou Dose/Voie intervalle de Tissus (ug/g) plasmatique
liquides d’administration  temps moyen Liquides moyenne
(h) biologiques (ug/ml)
(ng/ml)
500 mglV 0-4* 292 4.9%*
Urine lglv 0-4* 926 10.5**
2glVv 0-4* 3120 20.1**
Bile 2glVv 9 11.2 9.2
I,'“.“"d? 2glV 4.4 18.3 24.8
péritonéal
 Liquide 2gIV 15 81.4 72.5
interstitiel
Mugueuse 2gIV 4.8 24.1 40.4
bronchique
Appendice 2glV 5.7 5.2 17.8
Vésicule biliaire 2glV 9.6 8.1 8.5

Tableau 7 Concentrations tissulaires du céfépime, d’aprés www.vidal.fr
* 1 Urines prélevées dans l'intervalle 0-4h aprés administration
** : Plasma prélevé 4h aprés l'injection

La métabolisation du céfépime est faible. Il est transformé en N-méthylpyrrolidine N-oxyde
qui est excrété dans les urines, correspondant a 7 % de la dose administrée.

La fixation aux protéines plasmatiques est inférieure a 19 % et est indépendante de la
concentration sérique en céfépime.

L’élimination s'effectue essentiellement par voie rénale, par filtration glomérulaire. 85 % de
la dose administrée est retrouvée sous forme inchangée dans les urines. Cela nécessite une
adaptation de la posologie chez les insuffisants rénaux. La demi-vie d'élimination du
céfépime est de 2 heures en moyenne et est augmentée chez l'insuffisant rénal et chez les
dialysés (T2 vie de 13 a 17H).
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Le céfépime est une PB-lactamine bactéricide qui agit en bloquant la synthése du
peptidoglycane en se liant aux PLP.

Chez I'adulte, la posologie recommandée est de 2 g en IV, 2 a 3 fois par jour selon le type
d’infections. La posologie est de 1 g en IV ou IM, 2 fois par jour pour les infections
respiratoires communautaires et les pyélonéphrites non compliquées.

Le céfépime peut étre administré par voie IV (500mg, 1g et 2g), en IV lente de 3 a
5 minutes, en perfusion de 30 minutes ou par voie intramusculaire profonde (500 mget 1 g).

Chez le nourrisson de plus de 2 mois et les enfants, la posologie est de 50 mg/kg IV, 3 fois
par jour. Les données cliniques disponibles chez le nourrisson et I'enfant ne permettent pas
de recommander ['utilisation du céfépime en monothérapie.

Chez I'insuffisant rénal, une adaptation posologique est nécessaire.

Manifestations hématologiques modérées et transitoires
Manifestations allergiques

Manifestations neurologiques

Manifestations digestives, hépatiques et cutanées

Le céfépime est contre-indiqué en cas d’allergie aux céphalosporines.
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IV. OBJECTIFS DE L’ETUDE

1. Objectif principal
L’objectif principal était d’étudier la sensibilité in vitro de 3 antibiotiques (le mécillinam, la
témocilline et le céfépime) représentant des alternatives thérapeutiques dans le traitement
des infections a enterobactéries résistantes aux céphalosporines de troisieme génération.

2. Objectifs secondaires
Cette étude prospective permettait de caractériser I'épidémiologie des résistances des
patients du CHU de Poitiers.

La sensibilité des 3 antibiotiques a été évaluée par la mesure a la fois de la CMI et des
diametres d’inhibition permettant ainsi d’évaluer la concordance entre ces deux méthodes.

V. MATERIELS ET METHODES

A. POPULATION
L’étude prospective a été réalisé au CHU de Poitiers du 27 septembre 2015 au 5 mars 2016.
Le CHU de Poitiers regroupe le site de Poitiers et deux sites périphériques, celui de
Montmorillon et de Lusignan. Nous avons colligé toutes les entérobactéries résistantes (CMI
ou diametres d’inhibition recommandées par le CA-SFM/EUCAST version 2015) a au moins

eme

une céphalosporine de 3" génération (cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidime) et ce, quel que
soit I'origine du prélevement. Cette résistance aux céphalosporines 3eme génération a été
mise en évidence, soit par le systtme automatisé Vitek 2 (bioMérieux®), soit par la mesure
des diametres d’inhibition (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) sur milieu gélosé. La mise
en évidence des BLSE a été confirmée, si nécessaire, par la méthode des disques combinés
(Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) sur milieu gélosé en utilisant le céfotaxime, la

ceftazidime et le céfépime.

Pour les entérobactéries des groupes 0, 1 et 2, lorsque la ticarcilline était « R » (CMI > 64
mg/L ou diameétre d’inhibition a 6 mm) et que la cefoxitine était « S » (CMI < 8 mg/L ou
diametre d’inhibition > 15 mm), la souche était considérée comme porteuse d’'une BLSE sans
test supplémentaire.

B. ANTIBIOTIQUES TESTES
Les sensibilités in vitro au mécillinam, a la témocilline et au céfépime ont été évaluées a la
fois en disque (charge respective de 10 ug, 30 pg et 30 ug, Bio-Rad) et E-test® (bioMérieux®).
Elle a été réalisée selon les recommandations du CA-SFM/EUCAST 2015 par la méthode de
diffusion en milieu gélosé sur milieu Mueller-Hinton avec un inoculum de 0.5 Mc Farland.
L’incubation, sous atmosphére normale, a été de 20 +/- 4 heures a une température de 35
+/-2°C.
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Afin de s’assurer de la maitrise technique et de la conformité des disques et E-test®, un
controle a été réalisé grace a la souche Escherichia coli ATCC 25922. Les valeurs obtenues
ont été conformes aux recommandations du CA-SFM/EUCAST 2015.

C. METHODE D’EVALUATION
La lecture a été réalisée systématiquement par deux biologistes et toute discordance a fait
I'objet d’une relecture par un troisieme biologiste. La lecture des diameétres d’inhibition était
considérée comme discordante lorsque la différence entre les deux diametres était
supérieure a deux mm ; les discordances entre les valeurs de la CMI ne devait pas excéder
«une dilution ». Enfin, lorsque la discordance entre les deux lectures modifiait la
catégorisation de la résistance (S, R ou I), une troisieme lecture était réalisée.

D. CONCENTRATIONS ET DIAMETRES CRITIQUES
Les sensibilités au mécillinam, a la témocilline et au céfépime ont été déterminées selon les
recommandations du CA-SFM/EUCAST V.2.0 de Juillet 2015 (Tableau 8).

Concentrations critiques Diametres critiques
(mg/L) (mm)
Mécillinam
(cystites) 8 8 10 15% 15%
Témocilline 3 3 30 20 20
Céfépime 1 4 30 24 21

Tableau 8 Concentrations et diamétres critiques du mécillinam, de la témocilline et du céfépime, d’apres CA-
SFM/EUCAST 2015 ; A : Ignorer les colonies situées dans la zone d’inhibition pour les isolats de I’espéce E.coli.

E. REALISATION TECHNIQUE
Les sensibilités de toutes les souches ont été évaluées comme indiquée sur les Figure 17 et
Figure 18. Chaque souche a été testée sur 2 géloses Mueller-Hinton, 'une permettant la
lecture des CMI de la témocilline et du mécillinam et I'autre, évaluant la CMI du céfépime et
des diametres d’inhibition des trois antibiotiques.
La mesure du diametre d’inhibition (Figure 18) s’est faite a I'aide d’une regle graduée par la
mesure du diametre d’inhibition. Cette mesure peut étre rendue délicate lors des repousses
a l'intérieur du halo.
La détermination de la CMI (Figure 18) s’est faite au niveau de la zone de contact entre la
bandelette et I'ellipse formée par la culture bactérienne. Cette lecture n’est pas toujours
aisée et nécessite I'expérience du lecteur.
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Figure 17 : Gélose n°1 : souche de E.coli avec CMI témocilline a 4 mg/L et CMI mécillinam a 0.25 mg/L.

Figure 18 : Gélose n° 2 : souche de E.coli avec CMI du céfépime a 2 mg/L (n°1) ; diameétres de la témocilline, du mécillinam
(n°2) et du céfépime respectivement a 22, 19 et 24 mm.
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VI. RESULTATS

Du 27 septembre 2015 au 5 mars 2016, 282 souches ont été incluses. L’age médian de
I'ensemble des patients était de 67 ans. Le Tableau 9 indique la répartition des souches en
fonction des services.

Parmi toutes les entérobactéries collectées, il y avait 148 souches (52 %) de type BLSE et 134
(48 %) de type non-BLSE (souches dont la recherche de BLSE était négative ou présence de
céphalosporinase de haut niveau ou autres mécanismes de résistances aux C3G).

A. CARACTERISTIQUES DE L’ENSEMBLE DES SOUCHES

1. Services prescripteurs
Les services ont été regroupés en « poles », selon I'organigramme défini par le CHU de
Poitiers. Le poéle « URGENCES SAMU SMUR ANESTHESIE REANIMATIONS » est le plus
représenté avec 1 souche sur 5 (Tableau 9).

Age Nombre
median de

Répartition

(paran)  souches et
POLE URGENCES SAMU SMUR ANESTHESIE REANIMATIONS 68 55 19.5
Urgences, Réanimation médicale, Réanimation chirurgicale, Réanimation
chirurgie cardio-thoracique, Unité de soins continus
POLE DUNE 61.5 46 16
Chirurgie viscérale, Hépato-gastro-entérologie, Endocrinologie, Néphrologie
et transplantation rénale, Hémodialyse, Urologie
POLE NEUROSCIENCES, LOCOMOTEUR 72 38 13.5
Neurologie, Rhumatologie, Neurochirurgie, Orthopédie-traumatologie,
Médecine physique et réadaptation
POLE MEDIPOOL 72 35 125
Médecine interne et maladies infectieuses, Dermatologie, Ophtlamologie,
Hospitalisation a domicile, Service post-Urgences ; ORL
POLE CANCEROLOGIE, HEMATOLOGIE ET PATHOLOGIE TISSULAIRE 60 33 12
Hématologie, Oncologie médicale, Soins palliatifs
POLE FEMME MERE ENFANT 0.4 26 9
Urgences pédiatriques, gynécologie-obstétrique, réanimation pédiatrique,
Réanimations pédiatriques
POLE GERIATRIE 88.5 18 6
Geriatrie, EHPAD Lusignan
POLE CCEUR POUMONS VASCULAIRE 70.5 16 6
Pneumologie, Cardiologie, Chirurgie vasculaire
POLE MONTMORILLON 84 11 4
EHPAD, Urgences, Service de Médecine, USLD
AUTRES SERVICES 75 4 15
Centre de prélevement, chirurgie ambulatoire
TOTAL 67 282 100

Tableau 9 Répartition des entérobactéries selon les différents poles du CHU de Poitiers
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2. Répartition des entérobactéries
La Figure 19 représente la répartition des différentes souches d’entérobactéries. E.coli
(entérobactérie du groupe 1) représente |'espéce majoritaire avec 44 % de I'ensemble des
souches. Les entérobactéries du groupe 2 et 3 représentent respectivement 17 % et 37 % de
I’ensemble des souches.

M ENTEROBACTERIES GROUPE 1 (E.coli n=125)

B ENTEROBACTERIES GROUPE 2 (K.pneumoniae n=37;
K.oxytoca n=9; C.koseri n=2)

W ENTEROBACTERIES GROUPE 3 (Enterobacter ssp. n=64 ;
Citrobacter ssp. n=16 ; H.alvei n=16 ; M. morganii n=9 ;
S.marcescens n=4 ; P. stuartii n=1)

W AUTRES ENTEROBACTERIES (P.mirabilis n=2 ; P. vulgaris
n=3)

Figure 19 Répartition des 282 souches d’entérobactéries

3. Répartition des entérobactéries selon leurs profils de
résistances
Les 282 souches d’entérobactéries ont été réparties en deux groupes :

- Le groupe « BLSE+ » présentant une BLSE ; ce groupe comprend au total 148 souches
avec une majorité de germes appartenant aux groupes 1 et 2

- Le groupe « BLSE - » pour lequel aucune BLSE n’a été mise en évidence; ce groupe
comprend 134 souches avec une majorité de germes appartenant au groupe 3

120
100 96 o1
80
60

40

Nombre de souches

20

ENTEROBACTERIES ENTEROBACTERIES ENTEROBACTERIES AUTRES
GROUPE 1 GROUPE 2 GROUPE 3 ENTEROBACTERIES

W BLSE+ mBLSE -

Figure 20 Répartition des 282 souches d’entérobactéries en fonction de leurs profils de résistances
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4. Sensibilité in vitro de I'’ensemble des souches
Le Tableau 10 ci-dessous présente les sensibilités au mécillinam, a la témocilline et au
céfépime des 282 souches d’entérobactéries en fonction du site de prélevement; les
résultats de sensibilité indiqués sont ceux obtenus par la méthode de mesure du diametre
d’inhibition et par la mesure de la CMI (E-test®).

Les ECBU ont représenté le premier site d’isolement des entérobactéries résistantes aux
céphalosporines de troisieme génération suivi par les prélevements respiratoires et les
hémocultures.

Nombre de

souches TEMOCILLINE MECILLINAM CEFEPIME
isolées

SOUCHES SENSIBLES n (%)

Disque E-test® Disque  E-test® Disque E-test®

ECBU 149 88 (59%) 93 (62%) 105 (70%) 133 (89%) 52 (35%) 48 (32%)
tre::i‘: ::)?r:t: 34 18 (53%) 21 (62%) 26 (76%)  28(82%)  25(74%) 23 (68%)
Hémocultures 33 17 (52%) 18 (55%) 20 (61%)  24(73%)  21(64%) 18 (55%)
Pus profonds 28 14 (50%) 16 (57%) 21(75%)  22(79%)  21(75%) 18 (64%)

Selles-Rectum 16 13 (81%) 11 (73%) 10 (67%) 14 (93%) 6 (40%) 4 (27%)

Os 5 3 (60%) 3 (60%) 2 (40%) 2 (40%) 2 (40%) 2 (40%)
Cathéter 2 1(50%) 1(50%) 2(100%)  2(100%)  2(100%) 2 (100%)
Divers 15 8 (53%) 10 (67%) 10(67%)  11(73%)  10(67%)  10(67%)
TOTAL 282 163 (58%) 174 (62%) 197 (70%) 237 (84%) 140 (50%) 126 (45%)

Tableau 10 Sensibilités au mécillinam, a la témocilline et au céfépime en fonction du site d’isolement des entérobactéries
ECBU n=149 ; Prélevements respiratoires (Prélevement distal protégé n=9 ; Aspiration trachéale n=8 ; Aspiration
bronchique n=6 ; Expectoration n=5 ; Liquide Broncho-alvéolaire n=4 ; Gorge n=2) ; Hémocultures n=33 ; Pus profonds
(Abcés n=6 ; Bile n=5 ; Péritonéal n=3 ; Biopsie n=3 ; Autres n=11); Selles-Rectum (Selles n=9 ; colonisation rectale n =7);
Divers (liquide gastrique n=1; liquide pleural n=1 ; vaginal n=2 ; Endocol n=1 ; Autres n=10).
5. Répartition des CMI de I'’ensemble des souches

La Figure 21 représente la répartition des CMI des trois molécules étudiées. Les deux barres
verticales représentent les seuils définis par le CA-SFM/EUCAST 2015. Les « cut-off » sont a 1
mg/L pour le céfépime (S < 1mg/L) et a 8 mg/L (S £ 8mg/L) pour le mécillinam et la
témocilline.
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« cut-off » du céfépime 1 mg/L

« cut-off » du mécillinam et de la témocilline en France 8 mg/L
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Figure 21 Répartition des CMI du mécillinam, de la témocilline et du céfépime des 282 souches

6. Concordances entre CMI-diametre
La sensibilité des souches aux trois antibiotiques testés a été déterminé a la fois par la
mesure du diametre d’inhibition et par la lecture des CMI. La détermination de la CMI reste
aujourd’hui la technique de référence. Trois niveaux de discordances ont été définies :

- Discordance «trés majeure » : souche « résistante » par la lecture de la CMI et
« sensible » par la mesure du diameétre d’inhibition

- Discordance « majeure »: souche «intermédiaire » par la lecture de la CMI et
« sensible » par la mesure du diametre d’inhibition ; souche « résistante » par la
lecture de la CMI et « intermédiaire » par la mesure du diamétre d’inhibition

souche «sensible » par la lecture de la CMI et

- Discordance « mineure » :

« résistante » par la mesure du diametre d’inhibition

Trois erreurs « trés majeures » ont été mises en évidence sur la témocilline et dix-neuf
erreurs «majeures » sur le céfépime (Tableau 11).

Discordances n (%) ‘

Tres majeure Majeure Mineure
Mécillinam 0 NA 41 (14.5%)
Témocilline 3(1%) NA 17 (6%)
Céfépime 0 19 (6.75%) 0

Tableau 11 Tableau de concordances CMI-diamétre du mécillinam, de la témocilline et du céfépime ; NA : Non Applicable
par 'absence de sensibilité « intermédiaire » selon le CA-SFM/EUCAST 2015

B. CARACTERISTIQUES DES SOUCHES BLSE
Sur les 282 souches colligées, 148 souches présentaient une BLSE.
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1. Répartition des entérobactéries BLSE
Parmi les entérobactéries a BLSE, ce sont les entérobactéries du groupe 1 et 2 qui
représentaient la majorité (respectivement 65 % et 23 %) des souches isolées.

W ENTEROBACTERIES GROUPE 1 (E.coli n=96)

M ENTEROBACTERIES GROUPE 2 (K. pneumoniae
n=33; K.oxytoca n=1; C.koseri n=1)

1 ENTEROBACTERIES GROUPE 3 (Enterobacter ssp.
n=12; C. freundii n=1)

W AUTRES ENTEROBACTERIES (Proteus ssp. n=4)

Figure 22 Répartition des 148 souches d’EBLSE

2. Sensibilité in vitro des entéobactéries BLSE
Le Tableau 12 présente les sensibilités au mécillinam, a la témocilline et au céfépime des 148
souches d’entérobactéries a BLSE en fonction du site de préléevement; les résultats de
sensibilité indiqués sont ceux obtenus par la méthode de mesure du diametre d’inhibition
(Disque) et par la mesure de la CMI (E-test®).
Le céfépime présente le plus faible taux de sensibilité parmi les trois molécules testées.

N:::"ZL:"’ TEMOCILLINE MECILLINAM CEFEPIME
SOUCHES SENSIBLES n (%)

Disque E-test®  Disque E-test® Disque E-test®
ECBU 95 57(60%) 61(64%) 70 (74%)  91(96%) 8 (8%) 5 (4%)
Préléevements respiratoires 11 7 (64%) 8 (73%) 9 (82%) 10 (91%) 2 (18%) 1 (9%)
Hémocultures 11 7(64%) 8 (73%) 6 (55%) 10() 3(27%) 2 (18%)
Pus profonds 6 4(67%)  4(67%)  6(100%)  6(100%)  1(17%) 0 (0%)
Selles-Rectum 13 11(85%) 10 (77%) 8 (62%) 12 (92%) 3 (23%) 2 (15%)
Os 4 2(50%) 2 (50%) 1(25%) 1(25%) 1(25%)  1(25%)
Divers 8 4(50%)  5(63%) 6 (75%) 7 (88%) 3(38%)  3(38%)
TOTAL 148 92 (62%) 98 (66%) 106 (72%) 137(93%) 21 (14%) 14 (9%)

Tableau 12 Sensibilités au mécillinam, a la témocilline et au céfépime en fonction du site d’isolement des 148 EBLSE
ECBU n=95 ; Selles-Rectum (Selles n=6; colonisation rectale n =7) ; Prélevements respiratoires (Prélevement distal
protégé n=3 ; Aspiration trachéale n=2 ; Aspiration bronchique n=2 ; Expectoration n=2 ; Liquide Broncho-alvéolaire n=2);
Hémocultures n=11; Divers (vaginal n=2 ; Endocol n=1 ; Autres n=5) ; Pus profonds (Abcés n=1 ; Péritonéal n=2 ; Biopsie
n=1; Autres n=2) ; Os n=4

C. CARACTERISTIQUES DES SOUCHES NON BLSE
Sur les 282 souches colligées, 134 étaient de type non BLSE.
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1. Répartition des entérobactéries non BLSE
Parmi les entérobactéries non BLSE, ce sont les entérobactéries du groupe 3 (68 %) qui
représentaient la majorité des souches isolées.

W ENTEROBACTERIES GROUPE 1 (E.coli n=29)

B ENTEROBACTERIES GROUPE 2 (K.oxytoca n=8 ;
K.pneumoniae n=4 ; C. koseri n=1)

1 ENTEROBACTERIES GROUPE 3 (Enterobacter ssp.
n=52; C. freundii n=10; H.alvei n=10 ; M.morganii
n=9; Autres n=10)

B AUTRES ENTEROBACTERIES (P. vulgaris n=1)

Figure 23 Répartition des souches d’entérobactéries non-BLSE

2. Sensibilité in vitro des entéobactéries non BLSE
Le Tableau 13 présente les sensibilités au mécillinam, a la témocilline et au céfépime des 134
souches d’entérobactéries non BLSE en fonction du site de prélévement ; les résultats de
sensibilité indiqués sont ceux obtenus par la méthode de mesure du diametre d’inhibition
(disque) et par la mesure de la CMI (E-test®).

Les ECBU ont représenté le premier site d’isolement des entérobactéries non BLSE.

Nombrede o \ociLLINE MECILLINAM CEFEPIME

souches

SOUCHES SENSIBLES n (%)

Disque E-test® Disque E-test® Disque  E-test®

ECBU 54 31(57%) 32(59%) 35(65%) 42(78%) 44 (81%) 43 (78%)
Prélévements respiratoires 23 11 (48%) 13(57%) 17 (74%) 18(78%) 23 (100%) 22 (96%)
Hémocultures 22 11(50%) 11(50%) 14 (64%) 15(68%) 19(86%) 17 (77%)
Pus profonds 22 10 (45%) 12 (55%) 15(68%) 16 (73%)  20(91%) 18 (77%)
Selles 3 2(67%) 2(67%) 3(100%) 3(100%)  3(100%) 2 (67%)

Os 1 1(100%) 1(100%) 1(100%) 1(100%) 1(100%) 1 (100%)
Cathéter 2 1(50%) 1(50%) 2(100%) 2(100%) 2(100%) 2 (100%)
Divers 7 4(57%) 5(71%) 4(57%)  4(57%)  7(100%) 7 (100%)
TOTAL 134 71(53%) 77(57%) 91(68%) 101(75%) 119 (89%) 112 (82%)

Tableau 13 Sensibilités au mécillinam, a la témocilline et au céfépime en fonction du site d’isolement des entérobactéries
non-BLSE

ECBU n=54 ; Prélevements respiratoires (Prélevement distal protégé n=6 ; Aspiration trachéale n=6 ; Aspiration
bronchique n=4 ;Expectoration n=3 ; Liquide Broncho-alvéolaire n=2, Gorge n=2) ; Hémocultures n=22 ; Pus profonds
(Abceés n=5 ; Bile n=5; Biopsie n=2 ;Péritonéal n=1; Autres n=9) ; Divers (liquide gastrique n=1; liquide pleural n=1;
Autres n=5) ; Selles n=3 ; Cathéter n=2; Os n=1
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D. CARACTERISTIQUES DES SOUCHES « URINAIRES »
Cette étude prospective a permis de collecter 149 souches provenant de prélevements
urinaires. Au seuil recommandé par le CA-SFM/EUCAST 2015 (S < 8mg/L) pour la témocilline,
62 % des souches étaient sensibles a cet antibiotique. Au seuil recommandé au Royaume-
Uni (S £ 32 mg/L), la sensibilité de la témocilline passait de 62 % a 96 %.

« cut-off » du « cut-off » de la témocilline et du « cut-off » de la témocilline
80 céfépime, 1 mg/L mécillinam en France, 8mg/L au Royaume-Uni, 32 mg/L
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w 60
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<1 1 1,5 [2-4] [6-8] [12-16] [24-32] [48-128] >256
Concentration minimale inhibitrice en mg/L
B TEMOCILLINE = MECILLINAM  m CEFEPIME

Figure 24 Répartition des CMI du mécillinam, de la témocilline et du céfépime des 149 souches urinaires

E. CARACTERISTIQUES DES SOUCHES « PRELEVEMENTS
RESPIRATOIRES »
Trentre-quatre souches ont été collectées parmi les « prélevements respiratoires ». Parmi
ces souches, onze (32 %) étaient de type BLSE. Les taux de sensibilités du céfépime et de la
témocilline ont été respectivement de 68 % et de 62 %.
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« cut-off » de la témocilline en
France, 8 mg/L
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Figure 25 Répartition des CMI de la témocilline et du céfépime des 34 souches « respiratoires »

F. CARACTERISTIQUES DES SOUCHES « PRELEVEMENTS
PROFONDS »

Parmi les 28 souches issues des « prélévements profonds », six souches (21 %) étaient de
type BLSE. Les taux de sensibilités du céfépime et de la témocilline ont été respectivement
de 64 % et de 57 %. Aucune souche de type BLSE n’était sensible au céfépime parmi les

« préléevements profonds ».
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Figure 26 Répartition des CMI de la témocilline et du céfépime des 28 souches « prélevements profonds »
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G. CARACTERISTIQUES DES SOUCHES « HEMOCULTURES »
Trente-trois souches ont été collectées sur des hémocultures. Onze (33%) étaient de type
BLSE. Les taux de sensibilités du céfépime et de la témocilline ont été respectivement de
58% et de 61%.

18 16
« cut-off » du « cut-off » de la témocilline en
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Figure 27 Répartition des CMI de la témocilline et du céfépime des 33 souches « hémocultures »

H. CARACTERISTIQUES DES SOUCHES « PRELEVEMENTS OSSEUX »
Sur les cing souches provenant de prélévements osseux, quatre (80 %) étaient de type BLSE.
Les taux de sensibilités du céfépime et de la témocilline ont été respectivement de 40 % et
de 60 %.
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Figure 28 Répartition des CMI de la témocilline et du céfépime des 5 souches « prélevements osseux »
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VII. DISCUSSION

Notre étude prospective a permis de collecter 282 souches d’entérobactéries résistantes aux
C3G. La recherche d’alternatives thérapeutiques aux carbapénémes s’est matérialisée par la
détermination de la sensibilité in vitro au mécillinam, a la témocilline et au céfépime.

A. LE MECILLINAM

Le mécillinam est actuellement recommandé en France dans le traitement pobabiliste des
cystites simples (en seconde intention aprés le fosfomycine-trométamol, y compris chez la
femme enceinte) et dans le traitement de la cystite a risque de complication (uniquement
apres les résultats de I'antibiogramme). Il est également recommandé dans le traitement de
la colonisation urinaire gravidique. En France, dans les infections communautaires, la
résistance d’E.coli aux C3G est inférieure a 5 % ; cette résistance est portée principalement
par les BLSE.

1. SENSIBILITE IN VITRO
Notre étude prospective réalisée au CHU de Poitiers sur 149 souches d’entérobactéries
résistantes aux C3G provenant d’infections urinaires a montré une sensibilité globale de 89
% au meécillinam, passant méme a 96 % de souches sensibles parmi les 95 EBLSE. Ces
résultats sont comparables aux différentes études publiées récemment.

Le Tableau 14 présente les résultats d’études sur la sensibilité in vitro du mécillinam en
France. De 2013 a 2016, trois études ont montré que la sensibilité des E.coli BLSE était
supérieure a 90%. Ces souches provenaient aussi bien du milieu hospitalier que
communautaire.

En effet, en 2013, au CHU de Besancon, sur une série de 100 E.coli BLSE , Fournier et al. [57]
ont étudié la sensibilité des alternatives thérapeutiques aux carbapénémes et ont montré
une sensibilité de 90 % au mécillinam. En 2014, sur une série de 80 souches d’E.coli BLSE, la
sensibilité au mécillinam était de 91%; les sensibilités des souches hospitalieres et
communautaires étaient comparables, respectivement 94 % et 89 % [58]. En 2015, dans trois
centres hospitaliers du Nord de la France, les auteurs montraient que la sensibilité de
K.pneumoniae (81,1 %) était bien inférieure a celle d’E.coli (93 %) [59].

Dans d’autres pays européens (Tableau 15), des résultats similaires ont été retrouvés. En
2010, dans un centre hospitalier de Cardiff [60] , 325 souches d’E.coli résistantes aux C3G
présentaient une sensibilité de 93.5 % au mécillinam. En 2011, dans un centre hospitalier
suédois, Titelman et al. [61] ont étudié la sensiblité de 169 souches de type BLSE dont 130
provenaient d’infections urinaires et 11 souches d’hémocultures. La sensibilité au mécillinam
par E-test® était de 85 % avec respectivement 87 % et 75 % de sensibilité chez E.coli et
K.pneumoniae. La différence de sensibilité entre ces deux espéces a également été
retrouvée par Deshpande et al. [62] et Duployez et al. [59], respectivement au Royaume-Uni
et en France. Dans notre étude, nous n’avons pas retrouvé cette différence de sensibilité.
Des études complémentaires seraient nécessaires pour déterminer d’éventuels génotypes
de BLSE associés a une résistance plus élevée au mécillinam chez K.pneumoniae. En
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revanche, la comparaison de la sensibilité au mécillinam en fonction du type de BLSE a
montré que les souches présentaient une sensibilité élevée au mécillinam, que la BLSE soit
de type CTX-M groupe 1 ou CTX-M groupe 9 (Tableau 15).

Malgré un faible niveau de résistance, le taux de résistances des souches BLSE est plus
élevée. Les données collectées auprés de cing pays [63], de 2011 a 2013, montre que la
résistance au mécillinam était de 4 a 5 % sur des E.coli non BLSE (22142 a 23941 souches) et
de 5a7 % sur des E.coli BLSE (637 a 830 souches).

Une étude anglaise a également montré qu’il n’y avait pas d’association significative entre la
sensibilité au mécillinam et la présence de BLSE [62]. Le mécillinam est relativement stable
vis-a-vis de I'hydrolyse par les B-lactamases [64]. Le mécillinam est utilisé dans les pays
scandinaves depuis les années 1980 et il n’ a pas été observé d’augmentation significative de
la résistance a cet antibiotique.

Les recommandations de la SPILF sur I'utilisation du mécillinam dans les cystites sont basées
sur les résultats de sensibilité issus d’études européennes (ARESC et ECO.SENS Il) et
francaises (réseau REUSSIR et étude BACYST).

L’étude ARESC (Antimicrobial Resistance Epidemiological Survey on Cytitis) réalisée dans
neuf pays européens et au Brésil de 2003 a 2006 [65] montrait une sensibilité d’E.coli de
95.8 % au mécillinam. La série francaise présentait une sensibilité de 97.1 %. En 2012, dans
I’étude ECO.SENS Il [66], la sensibilité de 903 souches d’E.coli issues d’infections urinaires
communautaires était de 99.1 %; cette étude n’incluait pas la France (Tableau 15).

En France, en 2010, les 7000 souches d’E.coli collectées par le réseau REUSSIR avaient une
sensibilité au mécillinam de 85.5 %. Dans |'étude francaise BACYST [67], cette sensibilité
s’établissait a 88 % pour E.coli [67] (Tableau 14).

Dans notre étude, la sensibilité au mécillinam a été réalisée a la fois par la méthode des
disques et par E-test®. Nous avons constaté une discordance « mineure » de 14.5 % (41/282)
au mécillinam. Les sensibilités par E-test® et par disques étaient respectivement de 96 % et
74 % sur les EBLSE urinaires. Ces discordances sont le résultat de trés nombreuses
« repousses » observées autour du disque de mécillinam. Le CA-SFM/EUCAST 2015
recommande d’« ignorer les colonies situées dans la zone d’inhibition pour les isolats de
I’espece E. coli » mais ces « repousses » n’étaient pas limitées a cette espéce. Ce phénomeéne
a également été observé lors des lectures de CMI mais aucune recommandation n’a été
émise sur cette difficulté d’interprétation. Cette discordance a été retrouvée par une étude
australienne réalisée de 2004 a 2008 sur une série de 100 souches d’E.coli a BLSE provenant
d’lU majoritairement communautaires. La sensibilité au mécillinam par E-test® était de 85 %
et de 77 % par la méthode des disques sur milieu gélosé [68]. Il existe tres peu d’études dans
la littérature ayant comparé ces deux méthodes. Il parait donc judicieux d’ignorer ces
« repousses » lors de la lecture de I'antibiogramme.
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AUTEURS ESPECES PHENOTYPES PRELEVEMENTS ORIGINE

Réseau . I o
2009-2010 REUSSIR France 7000 E. coli - Urinaires - 5985 (85.5%)
Etude
BACYST [67] France 141 E. coli - Urinaires Communautaire 124 (88%)
Fournier et al France
2013 57] ’ (CHU de 100 E. coli BLSE Urinaires Hospitaliere 90 (90 %)
Besancon)
2015 lles et al. France 80 E. colli BLSE Urinaires Hospitaliere et 73 (91%)
[58] (Besancon) communautaire
dont 33 Hospitaliére 31 (94%)
dont 47 Communautaire 42 (89%)
France
Duployez et al (Centres
2016 ploy " hospitaliers 252 BLSE Urinaires Hospitaliére
[59]
Nord de
France)
dont 157 E. coli 146 (93%)
dont 95 K.pneumoniae 77 (81.1%)

Tableau 14 Etudes frangaises récentes sur la sensibilité des entérobactéries au mécillinam.
N : nombre de souches ;
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Schito et al. 10 pays dont . . Hospitaliére et 2215
2009 ARESC [65] la France 2313 E. colf dont 39 BLSE Urines communautaire (95.8%)
. 397
France dont 409 E. coli (97.1%)
Wootton et  Pays de Galles Réseau de surveillance 304
2010 al. [60] Cardiff 325 E. coli C3G-R |re5|_st.an_ces Hospitaliere (93.5%)
d'antibiotiques
Collection souches 29
2 E.coli BLSE NR
d con > internationales (100%)
Titelman et Suéde E.coli Urinaires (n=130) 144
2011 al. [61] (Centre 169 K ne.umoniae BLSE Hémocultures (n=11) Hospitaliere (85%)
' Hospitalier) P Autres (n=28) °
. 130
dont 149 E. coli (87%)
dont 20 K. pneumoniae 15
P (75%)
BLSE Urinaires (n=125)
Tarnberg et . . Hémocultures (n=12) 181
2011 1 E.col
0 al. [69] Suéde %8 cott Autres (n=61) (91.4%)
125
dont 132 CTX-M grp. 1 (94.7%)
dont 55 CTX-M grp. 9 48
&p- (87.3%)

Tableau 15 Etudes internationales récentes sur la sensibilité des entérobactéries au mécillinam

64



ANNEE AUTEURS ESPECES PHENOTYPES PRELEVEMENTS ORIGINE S<8mg/L

Kahlmeter et Agigféle' 895
2012 al. [66] ! 903 E.coli Urines communautaire
ECO.SENS II Portugal, (99.1%)
’ Suéde, UK
dont 11 6 BLSEET 5 AmpC 11
p (100%)
Deshpande . - Hospitaliére et 428
2013 et al. [62] Royaume-Uni 499 C3G-R Urinaires communautaire (85.8%)
Entérobactéries 295
dont 336 BLSE (87.8%)
. 535
dont 388 E. coli (91%)
dont 46 K. pneumoniae 3
P (76%)
Urinaires (n=24)
2015 etzzy?;’ . Norvege 105 E.coli BLSE NORM* ( 9?3/)
' Hémocultures (n=81) ?
- 20
dont 24 Urinaires (83%)
dont 81 Hémocultures 79
(97%)

Tableau 15 (Suite) Etudes internationales récentes sur la sensibilité des entérobactéries au mécillinam.
*NORM : Organisation Norvégienne de surveillance des Résistances aux antibiotiques
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2. EFFICACITE CLINIQUE
Le taux de sensibilité des entérobactéries de type BLSE au mécillinam reste élevé en Europe.
Diverses études ont évalué I'efficacité clinique du mécillinam.
Le traitement des IU basses par mécillinam est recommandé par I'Infectious Diseases Society
of America, I'European Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases mais aussi
par I'European Association of Urology. Entre 20 et 30 % des cystites aigués sont traités par
mécillinam au Danemark, en Suede et en Norvege. En Suede, la prescription du mécillinam
dans les IU communautaires est passé de 31 % (2002) a 51 % (2005) ; cette augmentation de
prescription n’a, a ce jour, pas été suivie d’une augmentation de résistance bactériologique
[71].
De nombreuses études ont bien documenté |'efficacité du mécillinam dans le traitement des
cystites dans les pays scandinaves [72] ; cette utilisation n’a pas entrainé d’augmentation de
la résistance au mécillinam [73].

Il y a peu de données dans la littérature sur I'efficacité in vivo du mécillinam sur les souches
productrices de BLSE. Nicolle et al. [74] ont décrit le cas d’'une patiente traitée avec succes
par le mécillinam pour le traitement d’'une pyélonéphrite.

Dans une étude prospective danoise, 39 patients présentant une IU basse a EBLSE ont été
inclus. Toutes les souches étaient sensibles au mécillinam. Deux schémas posologiques ont
été mis en place: 200 mg et 400 mg trois fois par jour. Les guérisons clinique et
bactériologique étaient respectivement de 84 % et de 79 %. Il n’a pas été observé de
différence significative d’efficacité entre les deux posologies [75].

Dans une étude norvégienne cas-témoin [76] qui a comparé ['efficacité clinique du
meécillinam dans les infections urinaires communautaires, 343 malades ont été inclus dont 81
présentant une infection a E.coli BLSE (6,2% de souches mécillinam-R) et 262 avec un E.coli
non-BLSE (0.4% de souches mécillinam-R). Cette étude montre que le risque d’échec
thérapeutiqgue au mécillinam est plus important avec les souches BLSE (44% d’échec)
gu’avec les souches non-BLSE (14% d’échec); ce risque d’échec est croissant avec
I"augmentation de la CMI du mécillinam. La posologie utilisée dans cette étude était de
200mg*2 / jour par voie orale. Les auteurs proposaient alors d’augmenter la posologie pour
les souches ayant des CMI hautes, connaissant I'inocuité du mécillinam. On peut noter que
la posologie recommandée en France est de 400mg*2 / jour. Les résultats de cette étude
contredisent ceux d’une autre étude [77] qui montre 100 % de succés chez sept patients
présentant une IU communautaire a E.coli BLSE mais on peut remarquer que les CMI étaient
basses (6 souches avec une CMI < 1 mg/L et 1 souche avec une CMI a 2mg/L).

L’association du mécillinam au clavulanate apparait également comme une option
thérapeutique a étudier prochainement [78].
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AU TOTAL:

Ces résultats nous indiquent que le taux de sensibilité au mécillinam reste tres élevé pour les
souches présentant une résistance aux C3G et ne font que confirmer le role d’alternative du
mécillinam dans le traitement des cystites a entérobactéries résistantes aux C3G. Lorsque
I'on compare les résultats de résistance au mécillinam de I'ensemble des souches isolées
dans les infections urinaires aux souches présentant une résistance aux C3G, on constate
que dans les deux cas, ces valeurs sont inférieures a 20 % (seuil retenu par la SPILF),
permettant son utilisation en probabiliste dans les cystites simples.

B. LA TEMOCILLINE
La témocilline est utilisée en Belgique et au Luxembourg depuis les années 80 dans les
infections a entérobactéries documentées microbiologiquement. En Belgique, elle est
recommandée dans le traitement des pyélonéphrites par le Belgium Antibiotic Politic
Coordination Committee guidelines [79].
La témocilline est indiquée « Chez les adultes et chez les enfants, pour le traitement des
infections suivantes : des voies urinaires compliquées incluant les pyélonéphrites ; des voies
respiratoires basses, des bactériémies et des infections des plaies ».
La SPILF recommande la témocilline dans le traitement des pyélonéphrites a EBLSE, aprées
confirmation de la sensibilité a la témocilline (y compris pyélonéphrite a risque de
complication ou grave) et dans les infections urinaires masculines a EBLSE, apres
confirmation de la sensibilité a la témocilline, en I'absence d’alternative [80]. En I'absence de
données, son utilisation chez la femme enceinte n’est pas recommandée en France.

1. SENSIBILITE IN VITRO
Dans notre étude, la sensibilité a la témocilline était de 62 % pour une CMI £ 8 mg/L (seuil
recommandé par le CA-SFM/EUCAST 2015) sur les souches provenant d’infections urinaires,
ne permettant pas un traitement probabiliste par cette molécule. Cette sensibilité passe a
96% pour une CMI < 32 mg/L (seuil urinaire recommandé par la British Society for
Antimicrobial Chemotherapy). Des résultats similaires ont été publiés dans différents pays,
notamment en France.

Le Tableau 16 présente les résultats de sensibilité a la témocilline obtenus en France
récemment sur des EBLSE.

En 2010, au CHU de Besancon, sur une série de 100 E.coli urinaires de type BLSE , Fournier et
al. [57] ont étudié la sensibilité des alternatives thérapeutiques aux carbapénémes et ont
montré que la sensibilité de la témocilline passait de 61 % (S <8 mg/l) a 99 % (S < 32mg/l) en
modifiant le seuil. En 2015, dans trois centres hospitaliers du Nord de la France, 157 E.coli et
95 K.pneumoniae urinaires de type BLSE ont montré une sensibilité a témocilline
respectivement de 71.3 % (112/157) et de 77.9 % (74/95) [59] ; sur la méme période, a
Dijon, le taux de sensibilité a la témocilline sur 109 EBLSE urinaires était de 58 % avec 61 %
de sensibilité pour E.coli (51/84) [81].
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Les résultats de sensibilité a la témocilline obtenus dans différents pays sont présentés dans
le Tableau 17.

Entre 2010 et 2011, sur une collection de 105 souches d’E.coli présentant une BLSE, issue de
I’Organisation norvégienne de surveillance des résistances aux antibiotiques, la sensibilité a
la témocilline était de 100% au seuil de 32 mg/L [70].

La sensibilité de la témociline ne parait pas étre influencée par le mécanisme de résistance
aux C3G. Une étude anglaise réalisée en 2006 [82] sur 845 souches d’entérobactéries
provenant d’un réseau de suveillance de la résistance aux C3G a montré une sensibilité a la
témocilline de 64% pour une CMI < 8mg/L et de 98 % pour une CMI < 32 mg/L. Les souches
provenaient de 16 sites différents ; cette série d’entérobactéries comprenaient aussi bien
des souches de type BLSE que des souches avec des céphalosporinases déréprimées de type
AmpC. Les taux de sensibilité a la témocilline étaient de 63 % et de 99 % pour les EBLSE et de
67 % et de 99 % pour les entérobactéries de type AmpC, respectivement pour une CMI <
8mg/L et une CMI £ 32 mg/L.

Des études suggerent également linfluence du type de BLSE sur la sensibilité a la
témocilline. En 2011, Titelman et al.[61] ont étudié la sensiblité de 169 souches (souches
urinaires et hémocultures) présentant une BLSE dans un centre hospitalier suédois. La
sensibilité a la témocilline était de 76 % (S < 8 mg/L). Les auteurs remarquaient que la
sensibilité était meilleure chez les souches de type CTX-M-14 (respectivement 93 % et 100 %
chez E.coli et K. pneumoniae) plutot que chez les souches de type CTX-M-15 (respectivement
70 % et 82 % chez E.coli et K. pneumoniae). Toujours en Suede, Tarnberg et al. [69] ont
étudié la sensibilité de 198 souches d’E.coli BLSE de type CTX-M (souches urinaires et
hémocultures) et ont montré que les souches présentant une BLSE de type CTX-M du groupe
9 avait une meilleure sensibilité a la témocilline que ceux du groupe 1. En revanche, une
étude belge qui a étudiée la sensibilité de 162 souches d’E.coli de type BLSE de 2000 a 2003
a montré 'absence d’influence du type de BLSE sur la sensibilité de la témocilline. La
proportion de sensibilité est restée stable durant les 3 années de cette étude.

Les entérobactéries de type BLSE ou AmpC ont une bonne sensibilité vis-a-vis de la
témocilline. Néanmoins, on constate une augmentation des résistances. Une récente étude
de 2014 [83] en Corée du Sud décrit une résistance a la témocilline de 12.5 % sur des
souches d’E.coli BLSE ou AmpC contre 2.5 % sur des E.coli « sauvages ».

Dans notre étude, la sensibilité a la témocilline a été réalisée a la fois par la méthode des
disques et par E-test®. Trois (1 %) discordances « majeures » ont été retrouvée sur les 282
souches testées : CMI = 12 mg/L ( S £ 8 mg/L) et diamétres = 20 mm pour deux souches et
21 mm pour la troisieme (S =2 20 mm). Ces résultats confirment la difficulté d’interprétation
lorsque les valeurs observées sont proches des seuils recommandés. Des résultas similaires
ont été retrouvés par Vanstone et al. [84] avec un taux de discordance « majeure » a 1.9 %
(10/519).
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AUTEURS ESPECES PHENOTYPES PRELEVEMENTS ORIGINE S < 8mg/L S <32mg/L
. France
Fournier . . T
2013 (CHU de 100 E. coli BLSE Urinaires Hospitaliere 61 (61%) 99 (99%)
et al. [57]
Besangon)
France
Duployez (Centres L TN
2016 JNI et al.[59] hospitaliers 252 BLSE Urinaires Hospitaliere
Nord de France)
dont 157 E. coli 112 (71.3%)
dont95  K.pneumoniae 74 (77.9%)
. France
Nicolas L s
2016 JNI (CHU de 109 BLSE Urinaires Hospitaliére 63 (58%)
etal. [81] .
Dijon)
dont 84 E. coli 51 (61%)
dont19  K.pneumoniae 11 (58%)

Tableau 16 Etudes frangaises récentes sur la sensibilité des entérobactéries a la témocilline.
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2006 Livermore Angleterre 845 Entérobactéries C3G-R Réseau surv C3G-R  Hospitaliere 542 (64%) 827 (98%)
et al. [82]
dont 499 £ coli 345 (69%) 496 (99%)
Rodriguez-
2006 Villalobos Belgique 162 E. coli BLSE Hospitaliere 132 (81%) 160 (99%)
et al. [85]
. . Urinaires (n=130)
2011 Titelman Suede 169 E.coli et , BLSE Hémocultures Hospitaliere 128 (76%)
et al. [86] K. pneumoniae
(n=11)
dont 149 E. coli 110 (74%)
dont 20 K. pneumoniae 18 (90%)
N Urinaires (n=125)
Tarnberg R . ,
2011 et al.[69] Suede 198 E.coli BLSE Hémocultures 165(83%) 198 (100%)
’ (n=12)
dont 132 CTX-M grp. 1 104 (79%)
dont 55 CTX-M grp. 9 50 (91%)
Seo . . Urinaires et iy o o
2014 et al.[83] Corée du Sud 346 E.coli 24 C3G-R Hémocultures Hospitaliere 309 (89%) 340 (98%)
Zykov Urinaires (n=24)
2015 ot Z, [70] Norvege 105 E.coli BLSE Hémocultures NORM 75 (71%) 105 (100%)
’ (n=81)

Tableau 17 Etudes internationales récentes sur la sensibilité des entérobactéries a la témocilline
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2. EFFICACITE CLINIQUE
Des taux de succes supérieurs a 90 % ont été retrouvés dans les infections urinaires par
différentes études cliniques sur des germes sensibles a la témocilline pour des posologies
supérieures a 1g /24h [88,89]. Mais ces études n’ont pas été réalisées spécifiguement sur
des entérobactéries résistantes aux C3G. En France, la posologie recommandée dans les
infections urinaires est de 2*2 g /24h.

Au Royaume-Uni, une patiente de 63 ans a été traitée avec succes par la témocilline a la
posologie de 2*2g/24h pour un abcés épidural cervical a K.pneumoniae de type BLSE. La
souche avait une CMI < 4 mg/L et la témocilline représentait la seule alternative
thérapeutique, la patiente ayant développée une neutropénie sous carbapénémes [89].

Une étude rétrospective publiée en 2009 montre I'efficacité de la témocilline sur cing des six
patients ayant recu la témocilline comme antibiothérapie de premiere ligne. Deux d’entre
eux présentaient un urosepsis a point de départ urinaire a Klebsiella pneumoniae de type
BLSE. Les CMI de la témocilline étaient respectivement de 4 et de 6 mg/L. Dans les 2 cas,
I’ECBU et les hémocultures se sont stérilisés au bout de 4 jours [90].

Balakrishnan et al. ont publié deux cas de pneumopathies nosocomiales a entérobactéries
de type BLSE/AmpC traitées par témocilline [91]. Deux autres cas de pneumopathies
nosocomiales (E.aerogenes de type AmpC avec CMI a 6 mg/L et E.coli de type BLSE avec CMI
a 12 mg/L) ont été également traités favorablement par la témocilline [90]. Notre étude
prospective a montré une sensibilité de 62 % (21/34) sur les souches issues des
prélevements respiratoires. Les concentrations pulmonaires 30 min apres injection de 2g i.v
de témocilline sont de 45 mg/kg. Le rble potentiel de la témocilline dans les pneumopathies
a entérobactéries serait donc a étudier dans de prochaines études cliniques.

En 2011, dans une étude rétrospective anglaise, cinquante-trois patients présentant des
infections urinaires (n=28), des bactériémies (n=23) et des pneumonies nosocomiales (n=2) a
entérobactéries de type BLSE/AmpC ont été traités par la témocilline. Les succes cliniques et
microbiologiques ont été respectivement de 86 % et de 84 % [91].

Dans cette étude, les succes cliniques et microbiologiques sur les bactériémes ont été
respectivement de 83 % et de 82 %. Notre étude prospective nous a permis d’isoler 11
souches de type BLSE issues de bactériémes avec une sensibilité de 73 % (8/11) a la
témocilline. Chez le volontaire sain, aprés administration de 2 g i.v, les pics sériques a 1h, 6h
et 12h sont respectivement de 269, 47 et 16 mg/L mais ces concentrations sont a pondérer a
la forte fixation protéique de la témocilline, de 63 % a la concentration de 200 mg/L.
Néanmoins, la relative tolérance de la témocilline autorise des doses supérieures allant
jusqu’a 6 g /24h (patient ayant une fonction rénale normale) [54]. Des études
complémentaires seraient nécessaires afin de mieux étayer ces résultats cliniques.
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Enfin, les guérisons cliniques et microbiologiques étaient respectivement de 93 % (26/28) et
de 85 % (23/27) dans le traitement d’infections urinaires a entérobactéries de type
BLSE/AmpC. La résistance des souches aux C3G ne diminuait pas les efficacités clinique et
microbiologique de la témocilline. De meilleurs résultats étaient obtenus pour une posologie
a 2*2 g /24H [91]. Une étude prospective frangaise est actuellement en cours pour
déterminer I'efficacité clinique de la témocilline a la posologie de 6 g /24h dans les infections
urinaires a entérobactéries résistantes aux C3G. Le seuil de sensibilité choisi dans cette
étude est celui utilisé au Royaume-Uni (S < 32 mg/L).

De Jongh et al. ont comparé la perfusion continue de la témocilline par IVSE (4 g/jour) a
I'injection de 2*2 g/24h chez douze patients de réanimation. En IVSE, la concentration a
I’équilibre (Css) était de 73 mg/L avec une concentration de la fraction libre (fCss) a 29 mg/L.
Le temps passé au-dessus (fT>CMI) de la CMI (CMI £ 16 mg/L) était de 100 %. Dans le second
cas, la fT>CMI (CMI £ 16 mg/L) était de 51 % avec un pic/résiduel de 147/12 mg/L. Mais en
tenant compte des variations inter-individuelles, un seuil a 16 mg/L apparaissait a la limite
acceptable a ces posologies. En 2015, Laterre et al. ont montré qu’a la dose de 6 g / jour, le
seuil de 16 mg/L était largement acceptable [54].

Les données sur I'utilisation de la témocilline dans la prostatite sont insuffisantes, réservant
ainsi cette molécule pour les cas ou aucune autre alternative n’est possible.

Enfin, un effet inoculum de la témocilline a été montré in vitro avec des CMI multipliées par
quatre en passant de 10° UFC/mL a 10’ UFC/mL. Sur un modéle murin de pyélonéphrite, il
n’a pas été détecté de mutants résistants [92].

AU TOTAL:

La témocilline est actuellement recommandée en France dans le traitement des
pyélonéphrites a BLSE a 2*2 g / 24H aprés les résultats de I'antibiogramme. Le seuil retenu
par le CA-SFM/EUCAST 2015 est de 8 mg/L. L’'ensemble de ces données suggérent que ce
seuil pourrait étre relever a 16 mg/L (Belgique) ou a 32 mg/L (Royaume-Uni) au vu de la forte
concentration urinaire de cette molécule ; La relative tolérance vis-a-vis de cette molécule
permettrait ainsi d’utiliser une posologie de 6 g /24H. La témocilline est indiquée également
dans les bactériémies, les infections respiratoires basses et les infections des plaies; son
utilisation dans ces indications nécessiteront d’études supplémentaires.

La relative stabilité de cette molécule vis-a-vis des entérobactéries résistantes aux C3G en
fait une alternative prometteuse pour épargner les carbapénemes.

C. LE CEFEPIME
Le céfépime est une céphalosporine dite de « 4

'*Me génération » car elle conserve son
efficacité vis-a-vis des entérobactéries exprimant une céphalosporinase de haut niveau,

notamment les entérobactéries du groupe 3.

Jusqu’en 2011, le CA-SFM recommandait la lecture interprétative des C3G ( y compris le
céfépime) et donc toutes les entérobactéries productrices de BLSE étaient catégorisées « | »
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aux C3G. Mais I’émergence des carbapénémases et la nécessité d’épargner les
carbapénémes ont amené a la modification de ces recommandations. Depuis, toute souche
d’entérobactérie dont la CMI a une C3G est inférieure ou égale a 1 mg/L est catégorisée
« S », quelle que soit son phénotype de résistance.

Le céfépime (CMI < 1 mg/L) est actuellement recommandé en France dans le traitement des
pyélonéphrites aigués (y compris « gravidiques ») et dans les infections urinaires masculines
documentées a EBLSE, lorque le germe est résistant aux fluoroquinolones et au
cotrimoxazole.

1. SENSIBILITE IN VITRO
Dans notre étude prospective, la sensibilité au céfépime des souches urinaires résistantes
aux C3G a été de 32 % (48/149) avec 4 % (5/95) et 78 % (43/54) de sensibilité
respectivement pour les souches de type BLSE et de type non-BLSE. Le céfépime apparait
donc comme une réelle alternative dans les infections urinaires dues aux entérobactéries
résistantes aux C3G par dérépression de leur céphalosporinases chromosomiques,
permettant ainsi dans certaines situations d’épargner les carbapénemes.

Les résultats d’études de la sensibilité de souches BLSE au céfépime sont présentés dans le
Tableau 18.

En France, en 2010, au CHU de Besancon, sur une série de 100 E.coli BLSE urinaires, Fournier
et al. [57] ont étudié la sensibilité des alternatives thérapeutiques aux carbapénéemes et le
céfépime avait une sensibilité de 23 %.

En 2011, Titelman et al.[61] ont étudié la sensiblité de 169 souches présentant une BLSE
dans un centre hospitalier de Stockholm. La sensibilité du céfépime était de 8%. Sur la méme
période, en Suéde, sur une série de 198 souches d’E.coli de type BLSE (63% de souches
urinaires et 6% de souches provenant d’hémocultures), Tdrnberg et al. [69] ont également
montré une sensibilité au céfépime de 8%. Ces données sont comparables au taux de 9%
(14/148) que nous avons trouvée sur I'ensemble de nos EBLSE. Ces taux de 8 et 9 % de
sensibilité sont bien inférieurs aux 28 et 34 % de sensibilité retrouvés par une étude anglaise
[93] et une étude belge [76]. Les auteurs expliquent cette différence par la présence d’une
majorité de BLSE du groupe CTX-M-1 dans I'étude suédoise considérée comme moins
sensible au céfépime. La caractérisation par biologie moléculaire des EBLSE collectées dans
notre étude prospective pourrait apporter des éléments supplémentaires pour étayer ces
différences.

Le céfépime demeurre parfois la seule alternative aux carbapénémes chez les EBSLE. Sur les
quatres céphalosporines étudiées (cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidime et céfépime) dans
une étude anglaise, 5% (9/169) des souches étaient uniquement sensibles au céfépime.
Malgré un faible niveau de sensibilité, ces résultats montrent que dans certains cas, il existe
des alternatives thérapeutiques aux carbapénémes.
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La sensibilité au céfépime dans notre étude été réalisée a la fois par la méthode des disques
et par E-test®. Dix-neufs « erreurs majeures » ont été mises en évidence. Parmi celles-ci,
trois erreurs n’auraient pas conduit a un traitement car les souches étaient catégorisées
« R » par la CMI et « | » par la mesure du diametre d’inhibition. Les seize autres souches
étaient catégorisées « | » par la CMI et « S » par la mesure du diameétre d’inhibition. Dix
souches avaient des diamétres de 24 a 25 mm, donc tres proches du seuil (S > 24 mm) ; les
autres ayant des diametres supérieurs allant jusqu’a 31 mm. Il apparait donc indispensable
de déterminer la CMI du céfépime pour les souches résistantes aux C3G, a chaque fois que
cette molécule est utilisée en thérapeutique.
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Rodriguez-Villalobos

2006 et al. [85] Belgique 162 E. coli - Hospitaliere 55 (34%)
2008 Le';’:r?;;‘]a Royaume-Uni 380 E. coli ; Hospitaliere 106 (28%)
Titelman Suede E coli et Urinaires (n=130)
2011 et al. [86] (ce.ntr.e 169 K. pneumoniae Hospitaliere 13 (8%)
hospitalier) Hémocultures (n=11)
dont 149 E. coli 12 (8%)
dont 20 K. pneumoniae 1(5%)
Tarnberg \ ' Urinaires (n=125)
2011 et al. [69)] Suede 198 E.coli - 16 (8.1%)
Hémocultures (n=12)
dont 132 CTX-M grp. 1 - 4 (3%)
dont 55 CTX-M grp. 9 - 6 (10.9%)
Fournier France
2013 et al.[94] (CHU de 100 E. coli Urinaires Hospitaliere 23 (23%)
Besangon)

Tableau 18 Etudes frangaises et internationales récentes sur la sensibilité des entérobactéries au céfépime
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2. EFFICACITE CLINIQUE
Le céfépime n’est pas hydrolysé par la céphalosporinase chromosomique hyperproduite des
entérobactéries du groupe 3 et reste donc une molécule active lorsque les autres C3G
(cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidime) ne sont plus utilisables. || empéche ou diminue le
risque de sélection de ces mutants déréprimés. En revanche, il existe tres peu d’études
cliniques ayant évalué l'efficacité clinique du céfépime dans le traitement d’infections par
des EBLSE.

Deux cas de sepsis a entérobactéries BLSE ont été décrits et traités avec succes par céfépime
(S £ 1 mg/L) [95]. Nous avons isolé 33 entérobactéries résistantes aux C3G a partir
d’hémocultures. La sensibilité au céfépime était de 55% (18/33) avec 18 % (2/11) et 77 %
(17/22) sensibilité respectivement pour les souches de type BLSE et de type AmpC. Ces
résultats nous indiquent que dans les cas ou les C3G seraient résistantes, des alternatives tel
que le céfépime éviterait I'utilisation des carbapénémes.

Labombardi et al. ont publié, sur une étude rétrospective, plusieurs cas de pneumonies a
E.coli et a K.pneumoniae de type BLSE traités par céfépime (CMI £ 1 mg/L) [95]. Zanetti et al.
ont également montré ['efficacité du céfépime dans le traitement de pneumonies
nosocomiales a EBLSE [96]. Dans notre étude prospective, parmi les 34 entérobactéries
issues des prélevements respiratoires, 23 (68%) étaient sensibles au céfépime. Ce taux de
sensibilité s’explique par le fait que la majorité des souches étaient de type non-BLSE (23/34)
avec une sensibilité de 96% (22/23) ; la sensibilité des souches de type BLSE était de 9%
(1/11). Le céfépime permettrait ainsi d’épargner les carbapénémes dans le traitement des
pneumonies a entérobactéries résistantes aux C3G.

Une étude rétrospective taiwanaise sur la période 2002-2007 a évalué I'efficacité clinique du
céfépime par rapport a un traitement par carbapénémes. Les 472 patients inclus
présentaient des infections (pneumonies, infections sur cathéter, infections urinaires,
infections des tissus mous) avec une bactériémie a EBLSE. Cette étude montre que le risque
d’échec thérapeutique augmente avec la CMI et qu’un traitement par céfépime ne peut étre
envisagé que lorsque la CMI est inférieure ou égale a 1 mg/L. L'efficacité des carbapénémes
apparaissait supérieure a celle du céfépime mais I'effectif des patients inclus traités par
céfépime était trop faible pour soutenir cette conclusion [97].

AU TOTAL:

Le céfépime conserve une bonne sensibilité vis-a-vis des souches présentant une
céphalosporinase de haut niveau. Son utilisation permet d’éviter ou de diminuer le risque de
sélection de mutants résistants aux C3G. Son efficacité épargne ainsi les carbapénéemes.
Dans le infections a EBLSE, le céfépime ne peut étre utilisé que lorsque les CMI sont
inférieures ou égales a 1 mg/L. Bien que le niveau de sensibilité des EBLSE au céfépime reste
faible, son utilisation dans certaines situations permet d’épargner les carbapénéemes.
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VIII. CONCLUSION

Les entérobactéries font partie des bactéries les plus isolées en pathologie clinique.
L'utilisation croissante des B-lactamines, notamment des C3G, a favorisé I'’émergence et
I’expansion rapide des résistances vis-a-vis de cette famillle d’antibiotiques. Ces résistances
sont majoritairement le fait des B-lactamases (BLSE et céphalosporinase de haut niveau).
Aujourd’hui, les carbapénémes sont considérées comme le dernier recours thérapeutique
mais leur efficacité est aujourd’hui menacée par I’expansion de nouvelles carbapénémases.

Dans cette étude prospective, nous avons confirmé qu’il existe de réelles alternatives
thérapeutiques aux carbapénémes. Parmi ces alternatives, nous avons étudié la sensibilité
du mécillinam, de la témocilline et du céfépime.

La sensibilité de 89 % au mécillinam dans les infections urinaires devrait lui permettre d’étre
plus largement utilisé dans le traitement probabilite des cystites simples. La sensibilité des
souches a la témocilline était de 62 % avec des variabilités selon le site d’isolement des
entérobactéries. Dans les infections urinaires, ce taux de sensibilité pourrait étre proche de
100 % si I'on retenait le seuil anglo-saxon de 32 mg/L. Une étude clinique prospective est en
cours en France pour déterminer son efficacité clinique a la dose de 6 g / jour ; comme au
Royaume-Uni, le seuil utilisé dans cette étude est de 32 mg/L. D’autres études cliniques
seront nécessaires pour démontrer l'efficacité de la témocilline dans les infections
respiratoires basses, les bactériémies et les infections des plaies. Quant au céfépime, il reste
un traitement de choix sur les entérobactéries résistantes aux C3G par dérépression de leur
céphalosporinase chromosomique, sa sensibilité sur les souches de type BLSE étant tres
faible.

Au-dela des alternatives que nous avons étudiées, d’autres antibiotiques comme les
fluoroquinolones, I'amoxicilline-clavulanate ou le trimétoprime-sulfaméthoxazole font parti
de I'arsenal thérapeutique pour traiter les infections a EBLSE. De nouvelles associations
d’antibiotiques de B-lactamines a des inhibiteurs (ceftaroline ou ceftazidime + avibactam ;
ceftolozane + tazobactam) pourraient a I'avenir contribuer a lutte contre ces infections.

Plus que jamais, face a I'augmentation des entérobactéries résistantes aux C3G, biologistes
et cliniciens devront travailler en étroite collaboration afin d’optimiser la juste prescription
des antibiothérapies . La lutte contre I'’émergence des carbapénémases est aujourd’hui un
véritable enjeu de santé publique, un défi a relever !
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X. RESUME

Titre : ENTEROBACTERIES RESISTANTES AUX CEPHALOSPORINES DE 3*™f GENERATION:
QUELLES ALTERNATIVES AUX CARBAPENEMES ? Etude prospective de la sensibilité in vitro
du céfépime, du mécillinam et de la témocilline au CHU de Poitiers

Objet : Détermination de la sensibilité in vitro au céfépime, au mécillinam et a la témocilline
des entérobactéries résistantes aux C3G au CHU de Poitiers.

Méthodes : Etude prospective réalisée de septembre 2015 a mars 2016 au CHU de Poitiers
sur toutes les entérobactéries résistantes a au moins une céphalosporine de troisieme
génération (cefotaxime, ceftriaxone ou ceftazidime) sur tout type de prélevements cliniques.
Les sensibilités au mécillinam, au céfépime et a la témocilline ont été déterminées par la
méthode des disques et par la réalisation de E-test® en diffusion sur milieu gélosé (CA-
SFM/EUCAST 2015).

Résultats : Nous avons collecté 282 souches d’entérobactéries dont 148 (52%) étaient de
type BLSE ; E.coli (44%) était I'espece majoritaire. Les taux de sensibilité a la témocilline, au
mécillinam et au céfépime étaient respectivement de 62 %, 84 % et 45 %. Parmi les 149
souches urinaires, les taux de sensibilité a la témocilline et au mécillinam étaient
respectivement de 62 % et de 89 %. La sensibilité au céfépime était de 82 % sur les souches
de type non-BLSE et de 9 % sur les EBLSE.

Conclusion : Les résistances des entérobactéries aux C3G sont en constante augmentation et
épargner les carbapénéemes devient une nécessité pour éviter |'émergence des
carbapénémases. Le céfépime, le mécillinam et la témocilline représentent de réelles
alternatives thérapeutiques pour traiter les infections a entérobactéries résistantes aux
C3G. L'utilisation clinique de ces molécules nécessite un dialogue clinico-biologique afin
d’individualiser la thérapeutique de chaque patient.

Mots-clés : entérobactéries, résistances aux C3G, BLSE, céphalosporinase, mécillinam,
témocilline, céfépime
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Résumé et mots clés

Objet : Détermination de la sensibilité in vitro au céfépime, au mécillinam et a la témocilline
des entérobactéries résistantes aux C3G au CHU de Poitiers.

Méthodes : Etude prospective réalisée de septembre 2015 a mars 2016 au CHU de Poitiers
sur toutes les entérobactéries résistantes a au moins une céphalosporine de troisieme
génération (cefotaxime, ceftriaxone ou ceftazidime) sur tout type de prélevements cliniques.
Les sensibilités au mécillinam, au céfépime et a la témocilline ont été déterminées par la
méthode des disques et par la réalisation de CMI en diffusion sur milieu gélosé (CA-
SFM/EUCAST 2015).

Résultats : Nous avons collecté 282 souches d’entérobactéries dont 148 (52%) étaient de
type BLSE ; E.coli (44%) était I'espece majoritaire. Les taux de sensibilité a la témocilline, au
mécillinam et au céfépime étaient respectivement de 62 %, 84 % et 45 %. Parmi les 149
souches urinaires, les taux de sensibilité a la témocilline et au mécillinam étaient
respectivement de 62 % et de 89 %. La sensibilité au céfépime était de 82 % sur les souches
de type non-BLSE et de 9% sur les EBLSE.

Conclusion : Les résistances des entérobactéries aux C3G sont en constante augmentation et
épargner les carbapénémes devient une nécessité pour éviter |'émergence des
carbapénémases. Le céfépime, le mécillinam et la témocilline représentent de réelles
alternatives thérapeutiques pour traiter les infections a entérobactéries résistantes aux
C3G. L'utilisation clinique de ces molécules nécessite un dialogue clinico-biologique afin
d’individualiser la thérapeutique de chaque patient.

Mots-clés : entérobactéries, résistances aux C3G, BLSE, céphalosporinase, meécillinam,
témocilline, céfépime
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