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2011 (EARSS)

Figure 3 : Densit¢ d’incidence des EBLSE et des SARM pour 1000 journées
d’hospitalisation, Réseau BMR-Raisin, résultats 2012
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INTRODUCTION

Escherichia coli, principal pathogeéne isolé chez I’homme, est une espéce
bactérienne qui appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Elle est fréquemment
responsable d’infections urinaires (IU), d’infections intra-abdominales mais aussi
d’infections maternofcetales, de bactériémies (1). Cette espece est naturellement sensible
aux béta-lactamines, mais peut acquérir des résistances en raison notamment de la pression

de sélection aux antibiotiques.

La prise en charge des IU se révele parfois étre un défi pour le clinicien. La
physiopathologie, 1’épidémiologie locale et les résistances aux antibiotiques, la
pharmacocinétique et la pharmacodynamie des antibiotiques sont autant de données a
prendre en compte avant la mise en place d’une antibiothérapie. Face a I’augmentation des
résistances (2)(3), la place de certaines molécules est réévaluée, c’est le cas notamment de

I’association amoxicilline-acide clavulanique (AMC).

Le laboratoire de Bactériologie joue un role primordial dans 1’analyse des examens
cytobactériologiques des urines (ECBU), notamment par la réalisation d’un antibiogramme
qui permet d’adapter I’antibiothérapie. Cette derni¢re décennie, I’arrivée de systémes semi-
automatisés pour déterminer la sensibilit¢ aux antibiotiques a modifi¢ les pratiques de
laboratoire répondant a une augmentation constante de la charge de travail et a des

exigences en termes d’assurance qualité.

Par ailleurs, une antibiothérapie ciblée est recommandée par les comités d’experts,
et prise en compte aussi bien par le Comité de 1’ Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM) que par I’European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST).

Il nous a paru intéressant de confronter les différentes techniques de détermination
de la sensibilit¢ 8 ’AMC dans le cas d’IU a E. coli et de les analyser au regard des

différentes recommandations de sociétés savantes.



I. Différentes méthodes de détermination de la sensibilité aux
antibiotiques et principales discordances déja connues

La sensibilité aux antibiotiques peut étre déterminée au laboratoire de bactériologie
selon différentes techniques (4). On distingue principalement des techniques en milieu
liquide ou en milieu solide permettant la mesure de la concentration minimale inhibitrice
(CMI) aux antibiotiques de la bactérie ou son évaluation indirecte par la mesure des

diamétres d’inhibition.
1. Méthodes de détermination de la CMI

1.1 CMI par microdilution manuelle en milieu liquide

La microdilution manuelle en milieu liquide est la technique de référence pour

déterminer la CMI aux antibiotiques de souches bactériennes.

Cette technique repose sur la mise en culture d'un inoculum bactérien standardisé (1
4 5.10° UFC/ml) en présence de séries de dilutions d’antibiotiques de raison 2. Les plaques
de microdilution contiennent 96 puits et permettent de tester 8 concentrations croissantes
d'antibiotiques différentes. Apres 18 a 24 heures d'incubation, la lecture des résultats se fait
par une évaluation visuelle de la turbidité des différents puits de la microplaque. Ainsi,
cette technique fournit des résultats quantitatifs. La CMI correspond a la plus petite
concentration d'antibiotique qui inhibe toute croissance visible de la bactérie, c'est-a-dire
qu'aucun trouble n'est visible dans le puits correspondant a cette valeur. La valeur obtenue
est comparée aux concentrations critiques établies par le CA-SFM. Si la CMI est inférieure
a la concentration critique basse, la souche est dite sensible vis-a-vis de 1’antibiotique testé,
tandis que si la CMI est supérieure a la concentration critique haute, la souche est

résistante. Entre ces deux valeurs, la souche est dite intermédiaire.

La microdilution manuelle permet d’obtenir des valeurs précises de CMI. Cependant
c’est une technique longue a réaliser et qui comporte de nombreux risques d’erreurs, c'est

pourquoi elle n'est mise en ceuvre que dans certains laboratoires experts.

1.2 CMI en milieu gélosé par méthode Etest®

Le Etest® est une technique de diffusion d’un gradient de concentration d’un
antibiotique donné en milieu gélosé qui fournit des valeurs de CMI vis-a-vis d’une souche
bactérienne. Cette méthode de détermination de la sensibilit¢ antimicrobienne a été

approuvée pour différents antibiotiques vis-a-vis de nombreuses especes bactériennes (5).



Elle consiste en I’application d’une bandelette de nitrocellulose imprégnée de
concentrations croissantes d’un antibiotique sur un inoculum bactérien standardisé. Apres
24 heures d’incubation, la CMI se lit a I’intersection entre la bandelette et la zone d’ellipse
d’inhibition de la culture. Cette technique est réalisable au quotidien au laboratoire de
bactériologie. Elle trouve son intérét lorsque 1’adaptation du traitement du patient nécessite

une valeur « précise » de CML.

\

Le Etest® est une technique moins contraignante a réaliser que la technique de
microdilution manuelle permettant un controle visuel de I’inoculum bactérien. Au
maximum quatre antibiotiques sont testés simultanément par cette technique sur une méme

gélose.

2. La technique d’antibiogramme
L’antibiogramme consiste en la détermination de la sensibilit¢ d’une bactérie aux

antibiotiques. Il peut s’effectuer par des méthodes en milieu liquide ou solide.

2.1 Antibiogramme par dilution en milieu liquide : I’automate Phoenix

La détermination de la sensibilité antimicrobienne par dilution en milieu liquide
automatisée répond a des exigences de la biologie actuelle : productivité et assurance
qualité entre autres. Cette technique de microdilution semi-automatisée est basée sur
I’utilisation de galeries contenant des concentrations croissantes de plusieurs antibiotiques.
Apres incubation en présence d’un inoculum bactérien standardisé, la lecture se fait par
turbidimétrie. Des galeries ont été établies par les fournisseurs en fonction du germe testé.
Les panels d'antibiotiques mis en place répondent aux recommandations établies par les

comités d'experts.

Par ailleurs, la dilution automatisée en milieu liquide permet d’obtenir des valeurs
chiffrées de CMI. Certains systémes automatisés mesurent des CMI vraies (BD Phoenix)
ce qui permet de se rapprocher de la technique de référence tandis que d’autres automates
(VITEK 2 bioM¢érieux, autoSCAN et WalkAway Dade-Behring) calculent les CMI a partir

d’un algorithme appliqué a la croissance (4).

L'étude de la sensibilité aux antibiotiques par les systémes semi-automatisés répond
a des évolutions nécessaires face a une charge de travail croissante et des attentes en
termes de tracabilité et de reproductibilité. Ces systémes constituent un gain de temps pour

le laboratoire notamment par leur simplicité d'utilisation. De plus, ils posseédent des régles



d'expertise (6) facilitant l'interprétation de l'antibiogramme méme si 1’expertise du

biologiste reste indispensable pour valider les différents phénotypes de résistance.

Par ailleurs, la lecture des valeurs de CMI est automatisée ce qui évite la subjectivité
d'un opérateur. L'utilisation de réactifs standardisés et stables facilitent la gestion de la
technique d'antibiogramme semi-automatisée. Néanmoins, 'absence de controle visuel est
le principal inconvénient. Il n'est pas possible de contrdler 'inoculum bactérien avec cette
méthode lorsque celui-ci est mal calibré ou plurimicrobien, ce qui peut entrainer des
erreurs dans les phénotypes de résistance. Egalement, il n'est pas possible de visualiser
certains antagonismes ou synergies spécifiques a certains mécanismes de résistance. Ainsi,
le profil de résistance obtenu a l'aide de ces systemes semi-automatisés d'antibiogramme
doit faire l'objet d'une analyse biologique attentive et étre controlé¢ par la méthode des

disques en cas de phénotype de résistance inattendu.

Enfin, les panels d’antibiotiques testés ont été établis par les fournisseurs selon les
recommandations des comités d’experts et sont fixes. Il n’est pas possible avec ces
systemes semi-automatisés d’ajouter un antibiotique donné a la galerie initiale pour tester
sa sensibilité vis-a-vis de la bactérie identifiée. Il faudra pour cela faire appel a la méthode

des disques ou aux bandelettes Etest® pour compléter I’antibiogramme « standardy.

2.2 Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé ou méthode des disques

La technique de diffusion en milieu gélos¢, plus couramment appelée la méthode
des disques, est une technique manuelle. Elle est réalisée selon une méthodologie décrite
par le CA-SFM. Un milieu défini (milieu Mueller-Hinton) et un inoculum standardisé sont
nécessaires a la réalisation de cette technique. Chaque disque d’antibiotique contient une
concentration fixe et il est possible de déposer jusqu’a seize disques par gélose Mueller-
Hinton. Durant la phase d’incubation, il s’établit un gradient d’antibiotique décroissant
autour du disque en présence de la culture bactérienne. Il apparait ainsi une zone
d’inhibition de la culture autour du disque, ce qui permet de mesurer des diameétres

d’inhibition pour chaque antibiotique testé.

La mesure des diameétres d’inhibition permet de déterminer le caractére sensible,
intermédiaire ou résistant de la souche bactérienne vis-a-vis de la molécule. Il suffit pour
cela de comparer le diamétre d’inhibition mesuré aux diametres critiques établis par les
comités d’experts. Le diamétre obtenu est comparé aux diameétres critiques établis par le
CA-SFM. Si le diamétre est supérieur au diametre correspondant a la concentration

critique basse, la souche est sensible vis-a-vis de I’antibiotique testé, tandis que si le



diameétre est inférieur au diamétre correspondant a la concentration critique haute, la

souche est catégorisée résistante. Entre ces deux valeurs, la souche est dite intermédiaire.

La technique des disques fournit des données qualitatives avec la catégorisation des
souches mais ne permet pas d’obtenir la CMI d’un antibiotique vis-a-vis d’une bactérie
donnée. Pour certaines molécules et/ou certaines especes bactériennes en particulier, cette
technique ne peut étre appliquée pour déterminer la sensibilité antimicrobienne et une autre
méthode devra étre mise en ceuvre (7). C'est le cas par exemple de la détermination de la

sensibilité des bacilles a Gram négatif vis-a-vis de la colistine (8).

La méthode des disques présente néanmoins des avantages. En effet, c’est une
technique simple, qui nécessite peu de matériel et qui permet de tester simultanément
jusqu’a seize antibiotiques par gélose Mueller-Hinton. Le colit associ¢ a cette méthode est
faible. La flexibilité de la technique est également intéressante puisqu’elle permet d’ajouter
un ou plusieurs antibiotiques au panel d’antibiotiques habituellement testés pour s’adapter
au mieux a la prise en charge du patient. Cette méthode reste une technique manuelle et
I’automatisation des différentes étapes n’est pas encore tres développée. La méthode des
disques est largement utilisée au sein des laboratoires de bactériologie pour déterminer les

phénotypes de résistance aux antibiotiques des souches isolées de prélevements d’intérét.

3. Principales discordances déja décrites entre les différentes techniques de
détermination de la sensibilité aux antibiotiques

Des comparaisons entre les différentes méthodes de détermination de la sensibilité
de souches d’entérobactéries et plus particulicrement de E. coli vis-a-vis des béta-

lactamines (notamment I’AMC) ont d¢ja permis de relever des discordances (9)(10).

Le systtme Phoenix a fait I'objet d'études comparatives concernant les
identifications et la détermination de la sensibilité aux antibiotiques, notamment pour les
entérobactéries. Les résultats de la sensibilit¢ des entérobactéries aux différents
antibiotiques testés par le systtme Phoenix montrent des résultats satisfaisants et
majoritairement en accord avec ceux obtenus par la méthode des disques. La
catégorisation, c'est-a-dire la détermination du caracteére sensible, intermédiaire ou résistant
des souches d'entérobactérie par la méthode de dilution automatisée en milieu liquide,
coincide avec celle obtenue par la méthode des disques pour I'ensemble des molécules
testées dans plus de 91% des cas (10). Cependant, ces résultats peuvent varier si I'on
s'intéresse a une espece d'entérobactérie en particulier (notamment E. coli) et a un

antibiotique testé précisément. En effet, la catégorisation correcte par I'automate Phoenix



des souches de E. coli vis-a-vis de 'AMC est de 81%. Le taux d'erreurs mineures dans
cette étude (c'est a dire la catégorisation intermédiaire de la souche par une méthode alors
que la technique comparative classe la souche comme sensible ou résistante a l'antibiotique
testé) est de 19%. Un fort taux d'erreurs mineures est également décrit pour la céfalotine et
les souches de E. coli (9). Dans cette étude, c’est la méthode des disques qui est utilisée
comme méthode comparative pour valider les résultats obtenus par le systéme Phoenix
(9)(10). Or, cette technique dépend de nombreux parameétres pouvant varier tels que
lI'inoculum bactérien et le temps d'incubation. De plus, il ne s'agit pas de la technique de

référence pour la détermination de la sensibilité antimicrobienne.

Par ailleurs, dans 1’étude de Ferjani et al. (11), la sensibilité¢ a I’AMC de souches de
E. coli isolées de prélévements urinaires varie selon la technique utilisée. Pour des souches
résistantes a l'amoxicilline (AMX) et sensibles a 'AMC par la méthode des disques, plus
de 60% d'entre elles apparaissent intermédiaires a I'AMC aprés détermination de la CMI

par Etest® (11).

II.  E. coli et infection urinaire (IU)

1. Premier germe responsable d’IU communautaires ou nosocomiales

Le terme IU regroupe a la fois les cystites aigués, les pyélonéphrites aigués (PNA)
ainsi que les IU masculines (encore récemment appelées prostatites). L’épidémiologie des
IU varie selon 1I’age du sujet, la physiopathologie ou encore le caractére communautaire ou
nosocomial de I’infection. En cas d’IU communautaire, E. coli est la bactérie uropathogéne
la plus fréquemment isolée des ECBU (70-95%) (12). D’autres entérobactéries telles que
Klebsiella spp. ou Proteus spp., et d’autres germes comme FEnterococcus spp.,
Staphylococcus saprophyticus peuvent étre responsables d’IU selon le terrain du patient
(2). S. saprophyticus est majoritairement retrouvé dans les cystites aigués simples de la

femme jeune (15-30 ans) (13).

En milieu hospitalier, il est difficile d’établir précisément 1’épidémiologie des IU en
raison de grandes variations locales et de I’absence de réseaux pour recueillir ces
informations. L’épidémiologie des services de médecine, de pédiatrie et de réanimation

n’est pas comparable.

Selon I’enquéte nationale de prévalence (ENP) des infections nosocomiales et des

traitements anti-infectieux en établissements de santé (France, mai-juin 2012) (14), la



bactérie majoritairement isolée reste E. coli, représentant prés de la moiti¢é des micro-
organismes isolés (Figure 1). Sont ensuite retrouvés d’autres entérobactéries, Pseudomonas

aeruginosa, Enterococcus spp et Staphylococcus aureus (15).
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Figure 1 : Distribution des principaux micro-organismes isolés (n=4737) des IU documentées au plan
microbiologique (n=4295). ENP des infections nosocomiales et des traitements anti-infectieux en

établissements de santé, France, juin 2012

Par ailleurs, dans les unités de soins intensifs, la bactérie la plus fréquemment isolée
en cas d'IU contractée au cours de l'hospitalisation est E. coli en 2011 (plus de 30% des
isolats cliniques) selon le rapport de surveillance de I'European Centre for Disease

Prevention and Control (ECDC) de 2012 (16).

2. Activité de ’association amoxicilline-acide clavulanique vis-a-vis de E. coli

E. coli est une espece d'entérobactérie naturellement sensible aux aminopénicillines,
carboxypénicillines, uréidopénicillines, aztréonam, céphalosporines et carbapénémes (17).
Les fluoroquinolones et les aminosides sont des antibiotiques efficaces sur les souches de
E. coli sauvages. Néanmoins, la pression de sélection des antibiotiques a conduit a

I'émergence de résistances acquises, notamment aux béta-lactamines.

E. coli peut acquérir des résistances, notamment aux aminopénicillines comme
I’AMX et I’ampicilline. Le taux de souches de E. coli non sensibles a I’ampicilline est

variable selon les études, allant de 40% a 60% (11)(12)(13)(16)(18).

La résistance de E. coli aux céphalosporines de troisiéme génération (C3G), a

augmenté dans presque tous les pays d'Europe ces dix derniéres années d’apres I’European



Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS). Le pourcentage de souches de E.
coli résistantes aux C3G est variable selon les pays en 2011 (Figure 2). Il atteint 3% en
Suede et jusqu'a 36% a Chypre. En France, 8,2% des souches de E. coli isolées
d'hémocultures sont résistantes aux C3G en 2011 contre 3,8% en 2008 (19)(20). Cette
résistance aux C3G est principalement due a la production de béta-lactamase a spectre

étendu (BLSE).
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Figure 2 : Pourcentages des souches de E. coli invasives résistantes aux C3G en Europe en 2011
(EARSS)

Les entérobactéries productrices de BLSE (EBLSE) se sont largement répandues
depuis les années 1980 (21). En France, I’incidence des EBLSE a trés largement augmenté
entre 2006 et 2012, atteignant ainsi une incidence de 0,53 pour 1000 jours d’hospitalisation
et dépassant méme depuis 2011 I’incidence des Staphylococcus aureus résistant a la

méticilline (SARM) (Figure 3).
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Figure 3 : Densité d’incidence des EBLSE et des SARM pour 1000 journées d’hospitalisation, Réseau
BMR-Raisin, résultats 2012



En France, en 2011, E. coli représente pres de 40% des especes de EBLSE contre
moins de 10% en 2005 (Figure 4).
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Figure 4 : Répartition par espéce bactérienne au sein des EBLSE, Réseau BMR-Raisin, résultats 2011

Les EBLSE, autrefois principalement isolées en milieu hospitalier, ont connu une
diffusion communautaire importante depuis le début des années 2000 (22). En 2012, lors
d'une enquéte ONERBA dans 70 laboratoires de ville des 3 réseaux MEDQUAL,
EPIVILLE et AFORCOPI-BIO, répartis sur 18 des 22 régions frangaises, la prévalence des
E. coli producteurs de BLSE dans les IU communautaires a E. coli était de 3,8% (23).

Les BLSE sont des enzymes qui sont capables d’hydrolyser les pénicillines, toutes
les céphalosporines et l’aztréonam, mais elles épargnent les carbapénémes et les
céphamycines (céfoxitine, céfotétan). Leur activité est habituellement inhibée in vitro par

I’acide clavulanique, un inhibiteur de béta-lactamases (24)(25)(26)(27).

Actuellement, la majorité des souches des BLSE isolées chez E. coli sont de type
céfotaximase (CTX-M). En effet, les enzymes de type CTX-M et plus particulierement le
variant CTX-M-15 connaissent une diffusion communautaire importante. Ce variant est

notamment fréquemment mis en cause lors d’IU communautaires a E. coli BLSE (28).

Par ailleurs, 1'association AMC semble rester active sur 40% des E. coli BLSE (29).



Avant les années 2000, la prévalence de la résistance de E. coli a I’AMC ¢était
évaluée a environ 16% pour des souches collectées d’ECBU dans une étude francaise (30).
L’EARSS évalue la résistance a I'AMC pour les souches de E. coli isolées d'hémocultures
a 55% en 2011 (16). La prévalence de la résistance de E. coli a I’AMC varie d’une étude a
I’autre en fonction des méthodologies employées, du site concerné et du contexte de
I’étude. Par exemple, en Espagne, la résistance de E. coli vis-a-vis de ’AMC en milieu
hospitalier (tous types de sites) a été évaluée a 9,3% (31). Dans une autre étude (32)
concernant des souches collectées en milieu hospitalier et en ville, le pourcentage de
souches de E. coli non sensibles a I’AMC (c’est-a-dire a la fois les souches résistantes et

intermédiaires) a été estimé a 4,3%.

Selon les réseaux nationaux AFORCOPI-BIO et MEDQUAL (réseaux travaillant
principalement en collaboration avec les laboratoires de ville), le pourcentage de souches
de E. coli de sensibilité diminuée a 1’association AMC était respectivement de 28,9% et de
32,6% en 2011. S’il est difficile d’établir des données précises concernant la sensibilité de
E. coli a PAMC, il est cependant évident que la résistance a augmenté ces derniéres
années. En effet, le résecau MEDQUAL recensait environ 20% de souches de E. coli de
sensibilit¢ diminuée a I’association AMC en 2005-2006, ce nombre dépassait les 30% en

2011.

Plus récemment, 1’étude ARESC (Antimicrobial Resistance Epidemiological Survey
on Cystitis) (33), qui s’est intéressée aux cystites non compliquées de la femme, agée de 18
ans a 65 ans, estime la résistance globale de E. coli a ’AMC a (seulement) 3,8%. Huit pays
européens (dont la France), le Brésil et la Russie ont participé a ce travail. Le taux de
résistance de E. coli a I’AMC dans la cystite non compliquée de la femme pour la France,
dans cette étude, est encore inférieur au taux global, avec seulement 1,4% de résistance et

7,7% de souches intermédiaires.

3. Meécanismes de résistance de E. coli a ’AMC

La résistance a l'association AMC chez E. coli peut étre due a 5 mécanismes (17)

(34).

- La surexpression du geéne naturel codant pour la céphalosporinase (ampC) qui
confeére une résistance aux aminopénicillines, a I’AMC et a la céfalotine, céphalosporine de

1" génération (35).
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- L'hyperproduction de pénicillinase acquise qui confere différents niveaux de
résistance selon la quantit¢ d’enzyme produite pouvant entrainer une résistance aux
aminopénicillines, aux carboxypénicillines et aux uréidopénicillines, aux associations
pénicilline/inhibiteur de béta-lactamase, a la céfalotine voire aux céphalosporines de
deuxieme génération (le céfamandole) (36). Face a un haut niveau de production des
enzymes de type TEM-1 en relation avec la surexpression du gene blargy.; 1'association

AMC peut s’avérer inefficace (37)(38)(32)(39).

- La production d'un mutant de type TRI (TEM Résistantes aux Inhibiteurs) qui
dérive du géne TEM-1. L'effet de ces mutations intra-géniques sur l'expression de l'enzyme
est d’'une part une importante diminution de l'affinit¢ pour les inhibiteurs, d'ou la grande
diminution de leur efficacité et d’autre part, une moindre diminution de I'affinité pour les

substrats de cette enzyme que sont les pénicillines (40) (38).

- La production d'une oxacillinase est un autre mécanisme entrainant une résistance
a I'AMC. Ces béta-lactamases ne sont naturellement pas bien inhibées par l'acide
clavulanique et le tazobactam, d'ou la résistance aux associations des pénicillines a l'acide
clavulanique et la moindre efficacit¢ du tazobactam associ¢ a la pipéracilline. Le
céfamandole n'est pas hydrolysé par cette enzyme. Egalement, il existe une diminution
importante de la sensibilité au céfépime (et au cefpirome) en cas de production d'une
oxacillinase chez E. coli, alors que la ceftazidime garde son entiere efficacité.

(41)(42)(43)(44)(45).

Ces mécanismes de résistance enzymatique ont notamment été décrits dans des cas
d'TU a E. coli, pour lesquels la sensibilité¢ a I'AMC était diminuée (46). L'incidence de ces

mécanismes semble varier d'un pays a l'autre (26)(45).

D'autre part, la production de pénicillinases de type BLSE peut entrainer une
sensibilit¢ diminuée des souches de E. coli a I'AMC. 1l existe différents types de BLSE.
Selon le type d'enzyme et son niveau de production, l'efficacit¢ de I'AMC pourra étre
affectée (47)(48). Les associations béta-lactamines/inhibiteurs de béta-lactamase ont fait
l'objet d'études et semblent pouvoir étre utilisées dans des cas de bactériémie a E. coli
BLSE a point de départ urinaire (49)(50). Plus la CMI des souches de E. coli BLSE vis-a-
vis de I’association pipéracilline-tazobactam est basse, et plus la mortalité associée est
faible. Selon ces travaux, les associations pipéracilline-tazobactam et AMC peuvent
constituer des alternatives au traitement par les carbapénémes des bactériémies a EBLSE

en cas de sensibilitt de ces souches vis-a-vis de ces associations béta-
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lactamines/inhibiteurs de béta-lactamase (49)(50). Il convient dans ces situations, de
déterminer les valeurs des CMI par une méthode appropriée pour adapter au mieux

'antibiothérapie instaurée.

4. Place de PAMC dans la prise en charge des IU

L'AMC est largement utilisé aussi bien en communautaire qu’en milieu hospitalier,
pour le traitement des infections adultes ou pédiatriques. Cet antibiotique est
principalement prescrit dans le traitement des infections respiratoires et ORL mais aussi
dans le cas d’infections intra-abdominales, de bactériémies ou encore d’endocardites
(25)(26). L’AMC peut aussi étre utilisé dans le traitement des IU, dans des situations bien
définies (et plutdt rares), comme le précisent les nouvelles recommandations 2014 de la
Société de Pathologie Infectieuse de Langue Francaise (SPILF) intitulées « Diagnostic et
antibiothérapie des IU bactériennes communautaires de 1’adulte» (51). Ces
recommandations se sont appuyées sur des réseaux comme ceux de
I’Observatoire National de I’Epidémiologie de la Résistance Bactérienne aux Antibiotiques
(ONERBA) ou encore de I’EARSS et ont été rédigées en adéquation avec la Haute
Autorité de Santé (HAS).

Ainsi, la place de I’AMC dans le traitement des IU se base sur les propriétés
intrinséques de la molécule (spectre, pharmacocinétique et pharmacodynamique) et sur
I’évolution des résistances a I’AMC de ces derniéres années. L’efficacité de I’AMC dans le
traitement des IU a été décrit auparavant (52). Cependant son impact sur le microbiote
digestif et vaginal n’est pas négligeable. En effet, le traitement des IU par ’AMC est un
facteur de risque pour les patients a développer un portage digestif ultérieur de souches
résistantes a I’AMC, voire en cas de nouvelle IU, a isoler des souches de E. coli résistantes
a PAMC (30). Ainsi, le traitement par AMC peut favoriser 1'émergence de souches de

sensibilité diminuée par pression de sélection.

Dans les recommandations établies en 2014, la SPILF conclut a un pourcentage
¢levé de souches non sensibles a I’AMC (souches résistantes ou intermédiaires), non
compatible avec l'utilisation de I'AMC en traitement probabiliste des IU. Ainsi, 'AMC n'a
pas sa place dans le traitement probabiliste des cystites aigu€s simples du fait d'un taux de
résistance trop élevé et de son impact sur le microbiote. La fosfomycine-trométadol et le
pivmécillinam lui sont ainsi préférés. S'il s'agit d'une cystite a risque de complication, il

sera possible d'utiliser 'AMC sur données de l'antibiogramme, si une antibiothérapie par
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AMX, pivmécillinam ou nitrofurantoine (par ordre de choix) n'est pas accessible en raison
des résistances de la souche isolée a ces molécules. Dans le cadre d'une cystite a risque de
complication et lorsque I'antibiothérapie peut étre différée, I'AMC est le 4™ choix (Figure

5) et ne doit en aucun cas étre prescrit en probabiliste.

| BU positive —» ECBU |

Traitement pouvant étre différé | Traitement ne pouvant étre différé
Antibiotigue selon les résultats de I'antibiogramme : Traitement de 1°* intention
*  amouxicilline - nitrofurantoine
Eli:rrronfi?;mgme Traitement de 2*™ intention si contre
amoxicilline-acide clavulanique indication & la nitrofurantoine :
ou céfixime - ceﬁf;ame ol
ou flucroguinolone (ciprofloxacine, ofloxacine) 5 jours - DU iuoroquInolone
ou TMP-SMX 5 jours o
*  fosfomycine-trométamol sur avis d'expert Adaptation & I'antibiogramme
systématigue
Durée totale : 7 jours, . .
sauf flucroguinolones et TMP-SMX (5 jours) et Durée totale - 7 jours

fosfomycine-trométamol sauf fluoroquinclones - 5 jours

Figure 5: Algorithme de D’antibiothérapie de la cystite a risque de complication (Diagnostic et
antibiothérapie des IU bactériennes de I’adulte, SPILF 2014)

L’AMC n’est pas non plus recommandé dans le traitement probabiliste des PNA
(qu’elles soient simples ou a risque de complication, sans signe de gravité ou graves).
Cependant, il peut étre utilisé en traitement de relai sur données de I'antibiogramme

(Figure 6).
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PMA sans signe de gravite

+
Facteur de risque de complication 7
—_— »  toute wopathie —Jr
‘J' - mmunodépression grave
non *»  insuffisance rénale sévére (clairance < 30 mlfmn) oui
= sujet 3g& (> 73 ans, ou = 85 ans et au moins 3
criteres de Fried")

| 7 |

Antibiothérapie probabiliste

FQ (sauf traitement par FO< 8 mois) C3G parentérale 3 privilégier si hospitalisation
ou ou
C2AG parentérale FQ {sauf traitement par FQ < 6 mois)

Si allergie : aminoside (amikacine. gentarmicine ou tobramycine) ou aztréonam (hospitalisation)

|

Relais par voie orale adapté aux résultats de I'antibiogramme

{hors BLSE ; si BLSE : of tableau comespondant) :
amoxicilline {3 privilégier sur souche sensible}
amoxicilline-acide clavulaniqus
fluoroguinolone (ciprofioxacine ou oflcxacine ou lewofloxacine)
cafixme
TMP-SMX

Durée totale du traiterment

7 jours si FQ ou béta-lactamine parentérale - 10-14 jours
- 10 & 14 jours dans les autres cas

Cas particulier : § — 7 jours si aminoside durant tout le traiternent

Figure 6 : Algorithme de la prise en charge d’une pyélonéphrite aigiie sans signe de gravité (Diagnostic

et antibiothérapie des IU bactériennes de ’adulte, SPILF 2014)

Finalement, la place de 'AMC dans le traitement des IU a peu évolué par rapport
aux recommandations de la SPILF de 2008, pronant toujours un usage raisonné de celui-ci,

le réservant ainsi a des situations particuliéres et toujours sur données de l'antibiogramme.

La place de ’AMC dans le traitement des IU et plus particulierement des cystites
pourrait peut étre étre modifiée ces prochaines années en conséquence des changements

introduits par le CA-SFM dans ses nouvelles recommandations 2014.

En 2013, les concentrations critiques de 'AMC vis-a-vis des entérobactéries étaient
uniques et ne différenciaient pas le type d'infections. Avec une charge par disque en
amoxicilline/acide clavulanique de 20/10 pg, les souches de E. coli étaient considérées
comme sensibles lorsque la CMI de la souche a I’AMC était <4 mg/l, résistantes lorsque la

CMI était >8 mg/l et intermédiaires entre ces bornes (53).

En 2014, et dans le cadre d'une prise en charge toujours plus adaptée au patient, le
CA-SFM se rapproche des recommandations de I'EUCAST et modifie ses regles
concernant I'AMC. La charge du disque reste inchangée, mais différentes concentrations

critiques ont été définies selon la présentation clinique. La catégorisation intermédiaire des
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souches de E. coli a été supprimée et la concentration critique retenue (hors contexte de
cystite) est 8 mg/l. En cas de cystites, et ceci en raison des excellentes propriétés
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques dans les urines de 'AMC, la concentration
critique retenue pour 'AMC est 32 mg/l. Ainsi, les souches de E. coli sont résistantes a

I’AMC lorsque la CMI de I’AMC est >32 mg/l (54).

La modification des concentrations critiques laisse anticiper une augmentation du

taux de sensibilité a I'AMC des souches E. coli isolées de cystites.

Enfin, en cas d’IU a EBLSE, le CA-SFM/EUCAST 2014 recommande une
catégorisation des souches vis-a-vis de 1’association AMC sans interprétation du résultat
apres réalisation de 1’antibiogramme par dilution en milieu liquide ou par diffusion en
milieu gélosé (54). D’aprés les recommandations 2014 de la SPILF (51), ’AMC peut étre
utilisé en traitement de relai des PNA a EBLSE aprés documentation microbiologique
notamment lorsque la souche d’EBLSE isolée est résistante aux fluoroquinolones et au
sulfaméthoxazole-triméthoprime. L’AMC n’est pas recommandé en probabiliste dans les
PNA & EBLSE ni dans le traitement des cystites aigués simples a EBLSE. De plus, le
traitement par AMC est proscrit en cas d’IU masculine (méme a EBLSE) que ce soit en
traitement probabiliste ou en traitement de relai en raison des données insuffisantes

concernant la diffusion de I’AMC dans le tissu prostatique (51).
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BUTS DE L’ETUDE

Dans le but d’adapter D’antibiothérapie, il est indispensable de déterminer la
sensibilité des souches de E. coli aux antibiotiques, notamment aux béta-lactamines qui

sont largement prescrites pour prendre en charge les infections a E. coli.

Au vu des différents mécanismes et de 1’augmentation de la résistance a I’AMC, des
discordances déja rapportées entre les différentes techniques d’antibiogramme concernant
la détermination de la sensibilité a I’AMC, des changements apparus avec les nouvelles
recommandations du CA-SFM/EUCAST 2014 (54), nous nous sommes pos€s la question
de la place réelle de I’AMC dans les IU.

Ainsi, il nous a paru utile de tester la sensibilité de souches de E. coli isolées de
prélévements urinaires vis-a-vis de ’AMC par 4 méthodes différentes : la dilution
automatisée en milieu liquide (Phoenix), le Etest®, la méthode des disques et la

microdilution manuelle en milieu liquide.

Les buts de cette étude ont été de :

-comparer quatre méthodes différentes pour la détermination de la sensibilité a

I’AMC pour 291 souches consécutives de E. coli isolées d’IU.
-faire un état des lieux de la résistance des souches de E. coli urinaires a I’AMC.

-évaluer I’impact de la modification des concentrations et diameétres critiques avec
les recommandations CA-SFM/EUCAST 2014 sur la catégorisation des souches de E. coli

urinaires

-discuter la place de 'AMC dans le traitement des IU au vu des résultats de

sensibilité de ce travail.
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MATERIEL ET METHODES

I. Matériel

Entre novembre 2013 et janvier 2014, 291 souches consécutives de E. coli ont été
collectées au laboratoire de bactériologie du CHU de Rouen. Celles-ci étaient constituées
d’isolats cliniques de patients pour lesquels un ECBU avait été réalisé dans un contexte de
suspicion d’IU. Pour étre inclus dans cette étude, les patients adultes devaient présenter
une leucocyturie supérieure au seuil (> 10* leucocytes/ml) et une bactériurie significative
(> 10° UFC/ml) et monomicrobienne a E. coli. Pour les urines prélevées sur sonde

vésicale, seul le critére d’une culture pure & E coli avec un seuil > 10° UFC/ml était requis.

La souche E. coli ATCC 25922, contrdle de qualité interne au laboratoire
recommand¢ par I'EUCAST, a ét¢ utilisée tout au long de 1I’étude comme controle interne,

des qu’une série de tests était réalisée.

II. Meéthodes

1. Détermination de la sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité a I’AMC a été déterminée par dilution en milieu liquide sur automate
Phoenix (Becton Dickinson) en utilisant la galerie UMIC/ID-97. Les concentrations
critiques testées sur cette galerie pour I’association AMC sont 2 mg/l, 4 mg/l et 8 mg/l.
Lorsque 1’automate détecte une croissance bactérienne pour une concentration en AMC
¢gale a 8 mg/l, il rend une valeur de CMI > 8 mg/l et la répond résistante. De la méme
facon, lorsque I’automate ne détecte pas de croissance de la bactérie pour une
concentration en AMC égale a 2 mg/l alors ’automate Phoenix rend une valeur de CMI <

2 mg/l pour la souche testée et la répond sensible

Dans un second temps, la sensibilité a ’AMC a ¢été¢ déterminée par Etest® (AES).
Cette technique de diffusion en milieu gélosé a été réalisée selon les critéres établis par le
CA-SFM 2013 en utilisant un inoculum standardisé¢ (0,5 McF), sur milieu Mueller-Hinton
(bioM¢érieux). L’incubation était réalisée pendant 18 a 24 heures en atmosphére aérobie a

37°C avant lecture.

17



Par ailleurs, la sensibilit¢ a ’AMC a été déterminée par la méthode des disques,
selon les recommandations CA-SFM 2013. Une suspension inoculum de 10° UFC/ml
diluée au 1/10 a été utilisée. Elle a été ensemencée par écouvillonnage sur gélose Mueller-

Hinton et mise a incuber a 37°C en atmosphere aérobie pour une durée de 18 a 24 heures.

Enfin, les CMI AMC des 157 souches de E. coli présentant une sensibilité diminuée
a ’AMC par automate Phoenix ont été déterminées par la technique de référence : la
microdilution manuelle. Chaque puits de la microplaque est inoculé avec une suspension
bactérienne de la souche de E. coli & tester a 5.10° UFC/ml. Un témoin de croissance est
utilisé pour chaque série réalisée et les concentrations d’AMC réparties dans les différents
puits de la microplaque sont: 1 mg/l, 2 mg/l, 4 mg/l, 8 mg/l, 16 mg/l, 32 mg/ et 64 mg/l.
Apres une incubation a 37°C en atmosphére aérobie pendant 18 a 24 heures, les CMI sont

déterminées par une évaluation visuelle de la turbidité.

2. Analyse des résultats

Chaque souche a été classée comme sensible, intermédiaire ou résistante a I'AMC
selon les regles d'interprétation définies par le CA-SFM 2013 et dans un second temps, les
résultats de sensibilité ont été interprétés selon les recommandations CA-SFM/EUCAST

2014 (Tableau I).

Tableau I: Recommandations CA-SFM 2013 et CA-SFM/EUCAST 2014 pour les

entérobactéries vis-a-vis de PAMC

CA-5FM 2013

Concentrations critigues [mg/f1) Diamétres critiques (mm)
5 R 5 R
=4 =8 =21 =16
CA-SFM 2014
Concentrations critigues [mg/f1) Diame&tres critigues (mm)
5 R 5 R
=B =8 =17 =17
=32 =32 =16 =16
Cystites

S : sensible ; R : résistant
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Les CMlIsg et les CMlIy ont également été déterminées. On définit la CMIsy comme
étant la plus petite concentration d'antibiotique permettant d'inhiber la croissance de 50%
des souches d'une espece bactérienne. C’est le marqueur de la sensibilité naturelle d'une
espece a un antibiotique. La CMly est la plus petite concentration d'antibiotique
permettant d'inhiber la croissance de 90% des souches d'une espéce bactérienne. C’est le

marqueur de la résistance acquise a un antibiotique pour une espéce bactérienne donnée.

Des analyses de concordance entre les différentes méthodes ont été faites en
calculant le pourcentage de category agreement (CA). On définit que deux méthodes de
détermination de la sensibilité aux antibiotiques sont concordantes lorsque la souche de

E. coli était catégorisée de maniére identique par les deux méthodes comparées.
Par ailleurs, les discordances ont été recensées et classées selon trois catégories :

- les erreurs « trés majeures » (Very Major Error : VME) concernent les souches
catégorisées sensibles a I’AMC par la méthode testée mais résistantes par la technique de
comparaison.

- les erreurs « majeures » (Major Error : ME) regroupent les souches catégorisées
résistantes mais sensibles a I’AMC par la technique de comparaison.

- les erreurs « mineures » (minor Error : mE) concernent les souches de sensibilité
intermédiaire a 'AMC par une méthode donnée mais catégorisées soit sensibles soit

résistantes a I'AMC par la technique de comparaison.

Le coefficient Kappa (K) a également été calculé pour évaluer la concordance entre
les différentes méthodes testées (Phoenix, Etest® et méthode des disques) et la
microdilution manuelle. Le coefficient K correspond a 1’accord observé entre des
jugements qualitatifs ou non. Il résulte de la somme d’une composante «aléatoire» et
d’une composante d’accord «véritable». En définitive, K est un pourcentage de 1’accord
maximum corrigé de ce qu’il serait sous le simple effet du hasard. Landis et Koch (55) ont

proposé un classement de 1’accord en fonction de la valeur du coefficient K (Tableau II).
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Tableau II : Classement de la concordance selon le coefficient de Kappa (K)

Concordance Coefficient Kappa (K)
Excellente 1.00 2 0.81
Bonne 0.802a0.61
Moyenne 0.602a0.41
Faible 0.4020.20
Mauvaise 0.20a0

Pour finir, les diamétres d’inhibition a I’AMC ont fait 1’objet d’une analyse par courbes

ROC a l’aide du logiciel SAS 9.2 pour Windows, afin de déterminer des seuils

diagnostiques correspondant au meilleur compromis entre sensibilité et spécificité en

tenant compte des valeurs critiques CA-SFM/EUCAST 2014.
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RESULTATS

I. Sensibilité des souches de E. coli a PAMC en fonction de la
méthode utilisée

1. Sensibilité a ’AMC par la microdilution sur automate Phoenix

Parmi les 291 souches testées sur I’automate Phoenix, 129 souches ne présentent
aucune résistance aux béta-lactamines. Ainsi, la sensibilité a 'AMX dans notre étude est
évaluée a 44,3% par la méthode de dilution automatisée en milieu liquide Phoenix. La

résistance a I’AMX est de 53,3%.

Par cette méthode, la distribution des CMI AMC des 291 souches de E. coli est la
suivante : pres de la moitié des souches (134) sont sensibles a I’AMC avec des CMI < 4
mg/l. Dans 34% des cas (99 souches), I’automate Phoenix détecte une résistance a I’AMC
avec une CMI > 8 mg/l chez des souches toutes résistantes a I’AMX. Si ’on distingue les
souches sensibles a I’AMX des souches résistantes, on observe que les 129 souches de
E. coli sensibles a ’AMX sont toutes sensibles a I’AMC avec des CMI < 4 mg/l par

dilution automatisée en milieu liquide (Figure 7).

134 99 souches S AMX
b4 99 —
] n=129
S 83
3 ® souches | AMX
3 51 n=7
< 46
g B souches R AMX
= n= 155
o 5 7
2

||
<=2 4 8 >8

CMI AMC (mg/I) Phoenix

S : sensible ; R : résistant ; I : intermédiaire
Figure 7 : Distribution des CMI AMC (en mg/l) des souches de E. coli (n=291) déterminées par
automate Phoenix avec distinction des souches S AMX (n=129), I AMX (n=7) et R AMX (n=155)



Seules 5 souches parmi les 162 non sensibles a I’AMX sont sensibles a ’AMC. La
sensibilité¢ globale a I’AMC est évaluée a 46% (134/291 souches). La quasi-totalité des
souches résistantes a I’AMX ont une CMI AMC > 8 mg/I dont 63,9% sont résistantes avec

une CMI AMC > § mg/I.

Pour notre population de 291 souches, la CMIsy de ’AMC est égale a 8 mg/l par
automate Phoenix. L’automate Phoenix ne fournissant pas de valeur de CMI pour I’AMC
au-dela de 8 mg/l, il est simplement possible de dire que la CMIgyy de I’AMC pour notre
série est supérieure a 8 mg/l mais sans précision supplémentaire. Il s’agit 1a d’une limite de

I’automate Phoenix.

2. Sensibilité a PAMC par Etest®

Les valeurs des CMI AMC ont été mesurées pour les 291 souches de E. coli par la
méthode Etest®. La sensibilit¢ des souches de E. coli a ’AMC par cette technique
manuelle est estimée a 55,3% (161 souches) tandis qu’un tiers des isolats a des CMI
comprises entre 6 et 8§ mg/l et est ainsi catégorisé intermédiaire vis-a-vis de ’AMC. La
résistance a ’AMC est évaluée a 11,7% soit 34 souches sur les 291 souches de E. coli
testées. Parmi les 161 souches de E. coli sensibles a I’AMC, 83,2% ont des CMI AMC
comprises entre 3 et 4 mg/l par Etest®, soit a la limite de la borne de sensibilité et

seulement 16,8% ont des CMI AMC < 2 mg/1 (Figure 8).
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Figure 8 : Distribution des CMI AMC (en mg/l) des souches de E. coli (n=291) déterminées par Etest®
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Par la méthode Etest®, la CMIsy a ’AMC est égale a 4 mg/l, elle est inférieure
d’une dilution a celle obtenue par automate Phoenix. La CMlIyy a ’AMC a été calculée a

12 mg/1 (Tableau III).

Tableau III : CMI;, AMC (mg/l) et CMIyy, AMC (mg/l) mesurées par Etest® et par dilution

automatisée en milieu liquide (Phoenix)

CMlIsy AMC (mg/l) CMlyy AMC (mg/l)
Etest® 4 12
Phoenix 8 >

3. Sensibilité a ’AMC par la méthode des disques

Compte-tenu des différences observées entre la méthode de dilution automatisée en
milieu liquide (Phoenix) et le Etest®, les souches de E. coli ont été testées par une
troisieme technique : la technique de diffusion en milieu gélosé ou méthode des disques
selon les recommandations CA-SFM 2013. Cette derniére méthode est celle couramment

utilisée en contrdle des résultats du Phoenix dans notre laboratoire.

La figure 9 rapporte la répartition des souches de E. coli en fonction des diamétres

d’inhibition a I’AMC et de leur sensibilité ou résistance a I’AMX.
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Figure 9 : Répartition des souches de E. coli (n=291) en fonction de leur diamétre a ’AMC (diamétre

exprimé en mm) avec distinction des souches S AMX (n=129), I AMX (n=7) et R AMX (n=155)
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La résistance a I’AMC est évaluée a 5,5% (16 souches) et la sensibilité¢ a 83,8%

(244 souches) par la méthode des disques.

Pour 16 souches, le diametre est inférieur a 16 mm (souches résistantes a 'AMC),
pour 244 souches, le diametre est > 21 mm (souches sensibles a I'AMC) et pour les 31
autres souches, le diametre relevé est compris entre 16 mm et 20 mm (souches
intermédiaires a 'AMC). Pour notre série, le diamétre médian est 25 mm. Toutes les
souches sensibles a I’AMX ont un diameétre d’inhibition a I’AMC > 25 mm avec 59 ,7% de

ces souches qui se répartissent entre les diametres 28 mm et 29 mm.

Pour ce qui est des souches résistantes a I’AMX, les diamétres mesurés s’étendent
de 10 mm a 30 mm avec 43,9% de ces souches qui se répartissent entre 3 diametres : 22,
23 et 24 mm. Les souches de E. coli résistantes a I’AMX sont dans pres de 10,3% des cas

résistantes a I’AMC, 20% intermédiaires et 69,7% sensibles.

4. Sensibilité a ’AMC par microdilution manuelle en milieu liquide

En raison des discordances observées entre 1’automate Phoenix, le Etest® et la
méthode des disques pour les souches résistantes a I’AMX, les souches de E. coli de
sensibilit¢ diminuée a 1'AMC par automate Phoenix (n=157) ont été testées par
microdilution manuelle en milieu liquide; méthode de référence actuellement

recommandée pour la détermination de la sensibilité¢ antimicrobienne.

Les autres souches, majoritairement sensibles a I’AMX, ne présentant pas de
discordances par les trois autres techniques précédentes n’ont pas été testées par
microdilution manuelle. Elles ont été considérées comme sensibles a I’AMC étant donné
les résultats obtenus : les 134 souches sensibles a ’AMC par dilution automatisée en
milieu liquide le sont aussi par la méthode des disques et 130 de ces souches sont sensibles
a PAMC par Etest® (et les 4 souches restantes sont intermédiaires par cette derniere

technique).
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Selon la technique de microdilution manuelle, 110 des 157 isolats testés sont
résistants a I'AMC, 39 sont intermédiaires et les 8 restants sont sensibles. Sur les 157
souches, 49 souches possedent des CMI AMC > 32 mg/l, 17 ont des CMI AMC ¢égales a
64 mg/l et 8 ont des CMI AMC > 64 mg/1 (Figure 10).
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Figure 10 : Distribution des CMI AMC (en mg/l) des souches de E. coli (n=291) par microdilution

manuelle en milieu liquide

La CMI5p a PAMC est égale a 8 mg/l et la CMIgy a PAMC a 32 mg/l par
microdilution manuelle en milieu liquide (Tableau 1V). Ces calculs ont ét¢ effectués en
attribuant une CMI AMC < 4 mg/l pour les 134 souches de E coli non testées par

microdilution manuelle puisque nous supposons ces souches sensibles a I’AMC.

La CMIsyp a ’AMC est identique pour l’automate Phoenix et la microdilution
manuelle. Cette valeur (8 mg/l) est supérieure a la CMIs, obtenue par Etest®, tout comme

la CMlgj a I’AMC par microdilution manuelle est supérieure a celle obtenue par Etest®.

Tableau IV : CMIs¢ AMC (mg/l) et CMIyy AMC (mg/l) mesurées par Etest®, par dilution automatisée

en milieu liquide (Phoenix) et par microdilution manuelle

Meéthode CMlsy AMC (mg/l) CMlyy) AMC (mg/l)
Etest® 4 12
Phoenix 8 >
Microdilution
8 32
manuelle
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II. Comparaison des trois techniques de détermination de la CMI

1. Automate Phoenix versus Etest®

La concordance globale entre la méthode de dilution en milieu liquide Phoenix et le
Etest® est évaluée a 67,4%. En effet, 130 souches sont sensibles a I’AMC par Etest® sur
134 souches sensibles par automate Phoenix. De méme, 34 sont résistantes a I’AMC par
Etest® sur 99 souches résistantes par automate Phoenix et 32 sont intermédiaires a I’AMC

par Etest® sur 58 souches intermédiaires par automate Phoenix (Figure 11).
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Figure 11 : CMI AMC (mg/l) des souches de E. coli (n=291) par automate Phoenix comparées aux CMI
AMC obtenues par Etest® et concordance, ME, mE

Dans 32,6% des cas, la catégorisation des souches de E. coli vis-a-vis de ' AMC par

la méthode de dilution en milieu liquide et par Etest® est discordante (Figure 11).

Si ’on détaille les discordances entre la méthode de dilution automatisée en milieu

liquide Phoenix et le Etest®, on obtient 1,7% de ME et 30,9% de mE :

- 5 souches résistantes par automate Phoenix sont sensibles par Etest®,
- 60 souches résistantes par automate Phoenix sont intermédiaires par Etest®
- 26 souches intermédiaires par automate Phoenix sont sensibles par Etest®

- 4 souches sensibles par automate Phoenix sont intermédiaires par Etest®
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2. Automate Phoenix versus microdilution manuelle

Parmi les 157 testées, 149 sont non sensibles a ’AMC par les deux méthodes
(souches intermédiaires ou résistantes). Par ailleurs, seulement 8 souches de E. coli sont
sensibles a ’AMC par microdilution (CMI = 4 mg/l) alors qu’elles étaient classées
intermédiaires ou résistantes a I’AMC par I’automate Phoenix (Figure 12). Au total, la
concordance entre I’automate Phoenix et la microdilution manuelle est donc estimée a
82,8% : 83 souches résistantes et 24 souches intermédiaires par les 2 méthodes et en

supposant I’absence de discordances pour les 134 souches sensibles.
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Figure 12 : CMI AMC (mg/l) des souches de E. coli (n=291) par automate Phoenix comparées aux CMI

AMC obtenues par microdilution manuelle en milieu liquide et concordance, ME, mE

Concernant les discordances, on retrouve moins de 1% de ME (0,3%) et 16,9% de

mE qui sont les suivantes :

- 1 souche résistante par automate Phoenix est sensible par microdilution manuelle

- 27 souches intermédiaires par automate Phoenix sont résistantes par microdilution
manuelle

- 7 souches intermédiaires par automate Phoenix sont sensibles par microdilution
manuelle

- 15 souches résistantes par automate Phoenix sont intermédiaires par microdilution

manuelle
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3. Etest® versus microdilution manuelle

La concordance entre les deux techniques serait évaluée a 65,3% en supposant
I’absence de discordances pour les 134 souches sensibles. Sur les 34 souches de E. coli
résistantes a I’AMC par Etest®, 33 sont résistantes par microdilution manuelle. Sur les 96
souches de E. coli catégorisées intermédiaires a I’AMC par Etest®, 23 sont intermédiaires

a I’AMC par microdilution manuelle (Figure 13).
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Figure 13 : CMI AMC (mg/l) des souches de E. coli (n=291) par méthode Etest® comparées aux CMI

AMC obtenues par microdilution manuelle en milieu liquide et concordance, VME, ME, mE

Nous observons un taux de VME de 4,1% correspondant a 12 souches classées
sensibles par Etest® mais résistantes par microdilution manuelle. Il est a noter qu’aucune

VME n’avait été mise en évidence entre 1’automate Phoenix et la microdilution manuelle.

Concernant les discordances, aucune ME n’est retrouvée mais 30,6% de mE sont

constatées :

65 souches intermédiaires par Etest® sont résistantes par microdilution manuelle

8 souches intermédiaires par Etest® sont sensibles par microdilution manuelle

1 souche résistante par Etest® est intermédiaire par microdilution manuelle

15 souches sensibles par Etest® sont intermédiaires par microdilution manuelle

Par ailleurs, sur les 157 souches testées par microdilution manuelle, 77,1% ont des
CMI AMC supérieures a celles mesurées par Etest® dont 56,7% avec deux dilutions

d’écart ou plus.
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En conclusion, la comparaison de ces trois méthodes de détermination de la CMI
(automate Phoenix, Etest® et microdilution manuelle en milieu liquide) entre elles, montre
que la prévalence des souches sensibles, intermédiaires ou résistantes a I’AMC varie selon
la méthode utilisée. Ainsi, on évalue le pourcentage de souches de E. coli résistantes a
I’AMC a 11,7% par la méthode Etest®, 34% par I’automate Phoenix et 37,8% par la
microdilution manuelle. La dilution en milieu liquide par automate Phoenix et la
microdilution manuelle détectent davantage de souches résistantes a ’AMC que la
technique Etest®. Par ailleurs, c’est avec le Etest® que le plus grand nombre de souches

est catégoris¢ intermédiaire a I’AMC (Figure 14).
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Figure 14 : Répartition de la sensibilité des souches de E. coli testées vis-a-vis de ' AMC selon les trois

méthodes : Phoenix, Etest® et microdilution manuelle en milieu liquide
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III. Comparaison des trois méthodes de détermination de la CMI a
la méthode des disques

1. Méthode des disques versus automate Phoenix

Au laboratoire, la méthode des disques fait office de contréle de I’automate Phoenix
afin de vérifier certains phénotypes de résistance aux béta-lactamines lorsque cela parait
nécessaire. La concordance globale entre I’automate Phoenix et la méthode des disques est
évaluée a 51,5%. En effet, 134 souches sont sensibles par ces deux méthodes. De méme,
16 souches sont résistantes par automate Phoenix et par la méthode des disques (Figure
15). Par ailleurs, nous pouvons observer que 70% des souches de sensibilit¢ diminuée a
I'AMC par automate Phoenix sont sensibles a ’AMC par la méthode des disques (58+52

souches sur 157).
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Figure 15 : Diamétres d'inhibition de PAMC comparés aux CMI AMC (mg/l) des souches de E. coli
(n=291) par automate Phoenix et concordance, VME, ME, mE

Nous observons un taux important de VME de 17,9% correspondant a 52 souches

classées sensibles par la méthode des disques mais résistantes par automate Phoenix.

Concernant les autres discordances pour les 291 souches de E. coli testées, 30,6% de

mE ont été décrites :

- 31 souches intermédiaires par la méthode des disques sont résistantes par automate
Phoenix
- 58 souches sensibles par la méthode des disques sont intermédiaires par automate

Phoenix
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2. Méthode des disques versus Etest®

Quelque soit la CMI mesurée par Etest®, nous observons une dispersion
importante des diametres. Pour une CMI mesurée a 4 mg/l par Etest® (souche sensible a
I’AMC), les diametres des souches de E. coli testées s’étendent de 20 mm (souches
intermédiaires a I'AMC) a 30 mm (souches sensibles a ' AMC). Pour une CMI mesurée a
8 mg/l par Etest® (souche intermédiaire a I’AMC), les diamétres s’étendent de 17 mm

(souches intermédiaires a 'AMC) a 26 mm (souches sensibles a ' AMC).

La concordance entre le Etest® et la méthode des disques est évaluée a 64,6%
(Figures 16). En effet, sur les 161 souches sensibles par Etest®, 160 sont sensibles par la
méthode des disques. De méme, 12 souches sont intermédiaires par la méthode des
disques sur 96 souches intermédiaires par Etest® et 16 souches sont résistantes par la

méthode des disques sur 34 résistantes par Etest®.
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Figure 16 : Diamétres d'inhibition de PAMC comparés aux CMI AMC (mg/l) des souches de E. coli
(n=291) par Etest® et concordance, ME, mE

Aucune discordance majeure n’est relevée lorsque 1’on compare le Etest® a la

méthode des disques alors qu’un taux important de discordances mineures est mis en

évidence (35,4%).
Si I’on détaille les discordances observées :

- 1 souche intermédiaire par la méthode des disques est sensible par Etest®
- 18 souches intermédiaires par la méthode des disques sont résistantes par Etest®

- 84 souches sensibles par la méthode des disques sont intermédiaires par Etest®
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3. Méthode des disques versus microdilution manuelle

Entre la microdilution manuelle et la méthode des disques, la concordance serait de
55% en supposant 1I’absence de discordances pour les 134 souches sensibles non testées par
microdilution manuelle. De plus, sur les 157 souches testées, seulement 8 sont sensibles, 2

intermédiaires et 16 résistantes par les deux méthodes (Figure 17).
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Figure 17 : Diamétres d'inhibition de PAMC comparés aux CMI AMC (mg/l) des souches de E. coli

(n=291) par microdilution manuelle et concordance, VME, ME, mE

Comme dans la comparaison avec I’automate Phoenix, nous observons un taux
¢levé de 22,3% de VME correspondant a 65 souches classées sensibles a I’AMC par la

méthode des disques mais résistantes par microdilution manuelle.

Toutefois, aucune discordance majeure n’est relevée tandis que le pourcentage de

discordances mineures s’éléve a 22,7%.
Si I’on détaille les discordances observées :

- 29 souches intermédiaires par la méthode des disques sont résistantes par
microdilution manuelle
- 37 souches sensibles par la méthode des disques sont intermédiaires par

microdilution manuelle

Nous pouvons noter qu’un plus grand nombre de souches est classé sensible a
I’AMC par la méthode des disques que par microdilution manuelle (244 versus 142

souches).
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Quelle que soit la CMI mesurée par microdilution manuelle, nous observons une
dispersion importante des diametres. Pour les souches résistantes a I’AMC par
microdilution manuelle avec des CMI AMC >8 mg/l, les diamétres correspondants vont
de 11 mm a 30 mm. Pour les souches intermédiaires, les diamétres associés s’étendent de

20 mm a 29 mm.

Cependant on peut noter que toutes les souches de E. coli ayant un diamétre
d’inhibition a I’AMC < 20 mm (37 souches) sont résistantes a I’AMC par les trois autres
méthodes (sauf 6 souches intermédiaires par Etest® = discordances mineures). Pour des

diametres de 20 mm et plus, des discordances majeures apparaissent entre les techniques.

En conclusion, selon la technique utilisée, le pourcentage de souches de E. coli
résistantes a 1'AMC varie considérablement. Ce pourcentage est le plus élevé par
microdilution manuelle (37,8%). Il est assez proche des résultats obtenus avec le Phoenix
qui détecte 34% de souches de E. coli résistantes a ’AMC. Le pourcentage de résistance a
I’AMC est nettement inférieur par la méthode des disques (5,5%) et par Etest® (11,7%)
(Figure 18).
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Figure 18 : Répartition de la sensibilité des souches de E. coli vis-a-vis de ' AMC (n=291) selon les

quatre méthodes utilisées

Par ailleurs, 83,8% des souches sont sensibles a I’AMC par la méthode des disques
tandis qu’avec les autres techniques ce pourcentage est bien inférieur : 55,3% par Etest®,

48,8% par microdilution manuelle et 46% par automate Phoenix.

Au final, seulement 16 souches sont résistantes a I’AMC par les 4 techniques de
détermination de la sensibilité mises en ceuvre pour ce travail et 32 sont résistantes par les

3 techniques de détermination de la CMI (méthode des disques non prise en compte).
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Seulement 2 souches sont intermédiaires a I’AMC par les 4 techniques mises en
ceuvre pour cette étude et 10 sont intermédiaires par les 3 techniques de détermination de la

CMI (méthode des disques non prise en compte).

La méthode sur automate Phoenix semble étre la méthode de détermination de la
sensibilité¢ antimicrobienne qui s'approche le plus de la microdilution manuelle avec un
pourcentage de concordance de 82,8%. Pour les deux autres techniques, Etest® et méthode
des disques, les pourcentages de concordance sont inférieurs, respectivement 65,3% et

55% (Tableau V).

Tableau V : Concordances, discordances et coefficients de Kappa (K) exprimés pour chacune des
techniques, en comparaison avec la technique de microdilution manuelle. Résultats obtenus pour les

souches de E. coli testées.

CA (%) ME (%) mE (%) K

Disques 55 0 22,7 0,14
Etest 65,3 0 30,6 0,44
Phoenix 82,8 0,3 16,9 0,71

CA : category agreement; ME : Major Error; mE : minor Error

Le pourcentage d’erreurs dites trés majeures atteint plus de 22% pour la méthode
des disques tandis qu’il baisse a 4,1% pour le Etest® et est nul pour I’automate Phoenix.
Entre 1’automate Phoenix et la microdilution manuelle, le pourcentage d’erreurs dites

majeures (ME) est inférieur a 1% et nul pour les autres méthodes.

Les erreurs mineures (mE) concernent 16,9% des souches testées par automate
Phoenix, 22,7% des souches testées par la méthode des disques et jusqu'a 30,6% des

souches testées par Etest® (Tableau V).

Enfin, si I’on évalue la concordance des méthodes par la classification de Landis et
Koch d’aprés la valeur du coefficient K, on observe que 1’automate Phoenix présente une
bonne concordance avec la microdilution manuelle tandis qu’elle est moyenne pour le

Etest® et faible pour la méthode des disques.
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IV. CA-SFM 2014

1. Impact des diameétres critiques 2014

Les nouvelles recommandations CA-SFM/EUCAST 2014 modifient les diametres
critiques pour I’AMC. Hors cystites, le diametre critique choisi est 17 mm. A partir de 17
mm et au-dela, la souche est sensible a I’AMC tandis que pour un diametre strictement
inférieur 2 17 mm, la souche est résistante a I’AMC. Dans un contexte de cystite, le
diamétre critique a prendre en compte est 16 mm. Il n’existe plus de zone intermédiaire

avec les nouveaux diametres critiques €tablis par le comité d’experts du CA-SFM.

Avec les diametres critiques 2014 hors cystites, 93,5% des souches de E. coli sont
sensibles a I’AMC contre 83,8% avec les diameétres critiques de 2013 (Tableau VI). Avec
les diametres critiques 2014 cystites, ce pourcentage augmente peu, passant de 93,5% (hors

cystites) a 94,5%.

Tableau VI : Pourcentages de souches de E. coli sensibles a I'AMC selon les concentrations et

diamétres critiques établis par le CA-SFM 2013 et par le CA-SFM/ EUCAST 2014

% de sensibilité a PAMC

CA-SFM2013 CA-SFM/EUCAST 2014 CA-SFM/EUCAST 2014

(hors cystites) (cystites)
Disques 83,8 93,5 94,5
Etest 55,3 88,3 100
Phoenix 46 66 NA
Microdilution 48,8 62,2 91,4

NA : non applicable
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Si I’on étudie la distribution des diametres d’inhibition & ’AMC des 110 souches
résistantes en microdilution selon les critéres 2014, on observe que seulement 19 ont un
diametre < 17 mm (souches résistante a ’AMC hors cystites) et sont correctement
catégorisées résistantes. Pour les 91 autres souches, les diametres d’inhibition a ’AMC se
distribuent entre 17 mm et 26 mm entrainant leur catégorisation en souches sensibles et des
discordances trés majeures entre la microdilution manuelle et la méthode des disques

(Figure 19).
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Figure 19 : Distribution des diamétres d’inhibition de ’AMC des souches de E. coli résistantes par

microdilution manuelle (n=110)

Enfin, parmi les 25 souches ayant une CMI > 32 mg/l par microdilution manuelle,
seulement 15 ont un diamétre < 16 mm permettant leur catégorisation en souches
résistantes a I’AMC. Pour les 10 autres souches, les diamétres vont de 16 mm a 25 mm
entrainant leur catégorisation en souches sensibles par la méthode des disques et

correspondant donc a des VME.
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En tenant compte des concentrations critiques CA-SFM/EUCAST 2014 hors
cystites et en prenant comme méthode de référence la microdilution manuelle, nous avons
identifi¢, par une analyse des courbes ROC, le diameétre de 25 mm comme seuil
diagnostique pour identifier les souches résistantes, avec le meilleur compromis entre
sensibilité et spécificité (Figure 20). De méme, un diametre critique de 20 mm est obtenu

comme seuil diagnostique en appliquant les critéres cystites (CMI > 32mg/1) (Figure 21).
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Avec sensibilité = 77,9% [71,9%-83,9%], spécificité = 96,4% [91%-99%], AUC = 0,939 [0,912-0,966]
Figure 20 : Courbe ROC appliquée a la méthode des disques en tenant compte des concentrations
critiques CA-SFM/EUCAST 2014 hors cystites et en prenant comme méthode de compraison la

microdilution manuelle
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Figure 21 : Courbe ROC appliquée a la méthode des disques en tenant compte des concentrations
critiques CA-SFM/EUCAST 2014 cystites et en prenant comme méthode de compraison la

microdilution manuelle
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2. Impact des concentrations critiques 2014

Les concentrations critiques de 'AMC ont également ét¢ modifiées dans les
recommandations CA-SFM/EUCAST 2014. 1l n'existe plus de catégorie intermédiaire pour
les souches de E. coli vis-a-vis de I'AMC. Ainsi une souche est catégorisée sensible a
I'AMC lorsque la CMI est < 8 mg/I et résistante au-dela de cette concentration critique. Un
cas particulier a été¢ détaillé, il s'agit des cystites. En effet, dans cette situation précise, la
concentration critique a été fixée a 32 mg/l. Toutes les souches ayant une CMI AMC < 32
mg/l sont alors considérées comme sensibles a I'AMC. Au-dela de 32 mg/l, les souches
sont résistantes. Le tableau VI (page 35) rapporte les pourcentages de sensibilité¢ a I’AMC
qui seraient obtenus en appliquant les nouveaux critéres 2014. Le pourcentage de souches
sensibles a ’AMC avec la microdilution manuelle augmente, de 48,8% a 62,2%, le

pourcentage de souches résistantes a ' AMC restant lui inchangg.

D’apres les concentrations critiques 2014 (hors cystites), 66% des souches testées
par automate Phoenix sont catégorisées sensibles a I'AMC contre 46% d'apres les
concentrations critiques 2013 (Tableau VI). De méme, 88,3% des souches testées en

Etest® sont catégorisées sensibles a ' AMC contre 55,3% avec les concentrations critiques

2013.

Avec les concentrations critiques CA-SFM/EUCAST 2014 pour les cystites, le
pourcentage de souches de E. coli sensibles a ’AMC est supérieur a 90% par Etest® et
microdilution manuelle. 11 n’est pas possible d’évaluer ce paramétre avec 1’automate
Phoenix puisque la concentration maximale en AMC qui est testée par 1’automate Phoenix
est 8 mg/l. A I’heure actuelle, I’automate Phoenix ne nous permet donc pas de donner de

résultats par rapport a la concentration critique 2014 cystites (32 mg/l).

Par la méthode Etest®, toutes les souches sont catégorisées sensibles a I'AMC avec
les concentrations critiques CA-SFM/EUCAST 2014 cystites car aucune souche ne
posséde de CMI > 32 mg/l. La valeur maximale de CMI relevée est 32 mg/l. Avec la
microdilution manuelle, 91,4% des souches seraient catégorisées sensibles a I’AMC
(contre 48,8% avec les concentrations critiques 2013 et 62,2% avec les concentrations

critiques CA-SFM/EUCAST 2014 hors cystites).
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En conclusion, avec la modification des concentrations et diameétres critiques, le

pourcentage de concordance des différentes techniques par rapport a la microdilution

manuelle évolue (Tableau VII). Avec les bornes CA-SFM/EUCAST 2014 hors cystites, le

pourcentage de concordance est amélioré pour chacune des techniques, avec le

pourcentage le plus élevé pour 1’automate Phoenix (84,8%). Avec les bornes cystites, la

méthode des disques et le Etest® ont des pourcentages de concordance élevés,

respectivement 96,2% et 91,4%.

Tableau VII : Concordances des techniques avec la microdilution manuelle

CA(%)

CA-SFM2013 CA-SFM/EUCAST 2014 CA-SFM/EUCAST 2014
(hors cystite) (cystite)
Phoenix 82,8 84,8 NA
Etest 65,3 73,2 91,4
Disques 55 68,7 96,2

CA : Category Agreement ; NA : non applicable

Cependant, la suppression de la catégorie intermédiaire entraine la disparition des

discordances dites mineures. Les discordances sont alors classées soit en discordance

majeure (ME) soit en discordance trés majeure (VME). Si les taux de concordance avec la

microdilution manuelle augmentent, on observe néanmoins des taux importants de VME

pour toutes les techniques, surtout avec les bornes hors cystites (Tableau VIII).

Tableau VIII : Discordances trés majeures en comparaison avec la microdilution manuelle

VME (%)
CA-SFM2013 CA-SFM/EUCAST 2014 CA-SFM/EUCAST 2014
(hors cystite) (cystite)
Disques 22,3 313 3,4
Etest 4,1 26,5 8,6
Phoenix 0 9.6 NA

VME : Very Major Error ; NA : non applicable



V.  Résultats obtenus pour les souches de E. coli BLSE

L’AMC trouve un renouveau dans le traitement des [U avec I’émergence de souches
de E. coli productrices de BLSE et les modifications des concentrations critiques. Il
apparait comme une alternative dans les recommandations 2014 de la SPILF pour le
traitement des PNA a E. coli BLSE apreés documentation microbiologique ainsi que pour la
prise en charge des cystites aigués a risque de complication a E. coli BLSE, lorsque la

nitrofurantoine et le pivmécillinam ne peuvent étre utilisés.

1. Catégorisation 2013
Sur les 291 souches de E. coli, 16 souches sont productrices d’une BLSE, soit 5,5%

de la population étudiée.

Pour les 16 souches de E. coli BLSE, les CMI mesurées par microdilution manuelle
s’étendent de 8 mg/l a plus de 64 mg/l (Figure 22), la CMIsy a ’AMC est égale a 16 mg/I

et la CMlIyy a 64 mg/l par microdilution manuelle en milieu liquide.
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Figure 22 : CMI AMC (mg/l) des souches de E. coli BLSE (n=16) par microdilution manuelle
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Selon I’automate Phoenix, 3 souches sont intermédiaires et 13 souches sont
résistantes. D’apres la microdilution manuelle, 15 souches sont résistantes et 1 souche est
intermédiaire. Par la méthode Etest®, 4 souches sont sensibles a I’AMC, 7 sont
intermédiaires et 5 sont résistantes. Selon la méthode des disques, 2 souches de E. coli

BLSE sont résistantes a I’AMC, 8 intermédiaires et 6 sensibles (Figure 23).
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Sensibilité a I'AMC
Résultats exprimés en nombre de souches

S : sensible ; I : intermédiaire ; R : résistant
Figure 23 : Répartition de la sensibilité des souches de E. coli BLSE a I'AMC (n=16) selon les quatre

méthodes utilisées

Ainsi, les 16 souches BLSE sont intermédiaires ou résistantes a I’AMC par les deux

méthodes de microdilution en milieu liquide (automatisée et manuelle).

Enfin, 5 des 16 souches BLSE sont résistantes a I’AMC par les 3 techniques de
détermination de la CMI (microdilution manuelle, automate Phoenix et Etest®) et

seulement 2 souches par les 4 techniques testées.
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En résumé, pour la détermination de la sensibilit¢ des souches de E. coli
productrices de BLSE vis-a-vis de I’AMC, I’automate Phoenix et la microdilution
manuelle donnent des résultats assez concordants en détectant une sensibilité diminuée a
I’AMC (souches intermédiaires ou résistantes) pour les 16 souches. La concordance entre
I’automate Phoenix et la microdilution manuelle pour les souches de E. coli BLSE est
évaluée a 87,5% contre seulement 31,25% pour le Etest® et 12,5% pour la méthode des

disques (Tableau IX).

Tableau IX : Concordances, discordances trés majeures, majeures et mineures des différentes
techniques de détermination de la sensibilité avec la microdilution manuelle pour les souches de E. coli

BLSE (n=16). Résultats exprimés en pourcentage.

CA (%) VME (%) ME (%) mE (%)
Disques 12,5 18,75 0 68,75
Etest 31,25 6,25 0 62,5
Phoenix 87,5 0 0 12,5

CA : category agreement; VME : Very Major Error; ME : Major Error; mE : minor Error

Des discordances importantes entre les techniques sont observées. Ainsi, 62,5%
d’erreurs mineures sont recensées pour le Etest® et 68,75% pour la méthode des disques.
De plus, 18,75% de discordances trés majeures sont mises en évidence entre la méthode

des disques et la microdilution manuelle pour les souches de E. coli BLSE.

42



2. Catégorisation 2014
La concentration critique CA-SFM/EUCAST 2014 hors cystites ne modifie pas le
pourcentage de souches de E. coli BLSE résistantes a ’AMC en comparaison avec les

concentrations critiques CA-SFM 2013 (94% de résistance dans les deux cas).

Par contre, la concentration critique cystites CA-SFM/EUCAST 2014 (32 mg/l)
entraine une augmentation de la sensibilit¢ des souches de E. coli BLSE a ’AMC avec
87% de souches sensibles contre aucune souche sensible avec les concentrations critiques
CA-SFM 2013 par microdilution manuelle (Figure 24). La résistance a ’AMC est donc
estimée a 13% avec la concentration critique cystites CA-SFM/EUCAST 2014.

E. coli BLSE (n=16)
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Figure 24 : CMI AMC (mg/l) des souches de E. coli BLSE (n=16) par microdilution manuelle.
Interprétation selon les critéeres CA-SFM/EUCAST 2014.
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DISCUSSION

La sensibilité des souches de E. coli urinaires a I’AMX a été évaluée a 44,3% dans
notre étude, soit un total de 129 souches sans résistance acquise aux béta-lactamines sur les
291 étudiées. Ce pourcentage de sensibilité est conforme aux données de la littérature qui
décrit entre 40% et 60% de souches de E. coli isolées d’IU sensibles a I’AMX
(18)(11)(13). Pour ces souches, les diamétres d’inhibition a I’AMC se distribuent selon une
répartition unimodale, de 25 mm a 32 mm avec un diameétre médian de 28 mm. La CMI;s a
I’AMC est égale a 4 mg/l par automate Phoenix et a 3 mg/l par Etest®. Ces valeurs de
CMI;s semblent comparables méme si le Phoenix ne teste que deux concentrations (2 mg/I
et 4 mg/l) dans sa gamme de dilutions en dessous de la concentration critique de sensibilité
(8 mg/l) alors que les valeurs du Etest® s’étendent sur une plus grande échelle. Pour les
souches sensibles a I’AMX, aucune discordance n’est relevée concernant les résultats de
sensibilité a I’AMC obtenus par les différentes techniques. Les souches sensibles a I’AMX
et a PAMC par automate Phoenix le sont également par la méthode des disques et par
Etest® a I’exception de 2 souches (sensibles a 'AMX et intermédiaires a I’AMC par
Etest®). Pour les souches de E. coli sans résistance acquise aux béta-lactamnines, les
résultats de sensibilité obtenus pour I’AMC semblent fiables quelle que soit la méthode
employée, méme si ces souches n’ont pas été controlées par microdilution manuelle dans le

cadre de notre étude.

Des discordances entre les techniques émergent par contre pour les souches non
sensibles a ’AMX ce qui se traduit sur le pourcentage de sensibilit¢ a ’AMC qui est
évalué a 46% par automate Phoenix, 48,8% par microdilution manuelle, 55,3% par Etest®
et 83,8% par la méthode des disques. Le taux de sensibilité¢ a I’AMC varie nettement entre
les techniques en milieu liquide et les techniques en milieu gélosé en particulier la méthode
des disques. En se comparant a la méthode de microdilution prise comme référence, nous
obtenons des taux de discordances parfois ¢levés. Ces discordances résident
principalement en un pourcentage élevé de VME (souches résistantes rendues sensibles).
Le pourcentage de VME le plus élevé concerne la méthode des disques avec 22,3% contre
4,1% pour le Etest® et 0% pour le Phoenix. Par ailleurs, nous observons également des
taux de discordances mineures importants qui varient de 16,9% par automate Phoenix, a
22,7% par la méthode des disques, et 30,6% par Etest®. Au total, le pourcentage de
concordance entre 1’automate Phoenix et la microdilution manuelle est de 82,8% tandis

qu’il chute a 65,3% pour le Etest® et a 55% pour la méthode des disques. L’automate
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Phoenix s’approche donc au plus pres des résultats obtenus par microdilution manuelle
tandis que la méthode des disques s’en ¢€loigne assez largement comme le soulignent les
coefficients Kappa (K). Si les taux de discordances majeures (ME : souches sensibles
rendues résistantes) pour les trois techniques sont inférieurs au seuil de 7% fixé par la
FDA, il n’en est pas de méme des pourcentages de VME qui doivent étre < 3% selon la
FDA (56). Ce critére est respecté pour 1’automate Phoenix (0%) mais pas pour le Etest®
(4,1%) ni pour la méthode des disques (22,3%) qui dépasse tres largement ce seuil avec les
recommandations CA-SFM 2013. Il est a noter qu’avec les concentrations et diamétres
critiques CA-SFM/EUCAST 2014 (hors cystites), toutes les techniques ont alors un
pourcentage de VME anormalement élevé allant de 9,6% pour le Phoenix a 31,3% pour la

méthode des disques qui est lié a la suppression de la catégorisation intermédiaire.

Peu d’études publiées comparent les différentes méthodes d’antibiogramme a la
microdilution manuelle dans le but d’évaluer la sensibilité a I’AMC de souches de E. coli
urinaires. Menozzi et al. (10) ont comparé I’automate Phoenix a la microdilution manuelle
pour la détermination de la sensibilit¢ antimicrobienne a I’AMC (ainsi qu’a d’autres
antibiotiques). Pour la famille des entérobactéries toutes especes confondues, la
concordance entre les deux méthodes est €levée (supérieure a 95%) et les discordances
majeures et mineures sont respectivement de 1,1% et 2,4%. Ces résultats différent des
ndtres avec un pourcentage de concordance inférieur pour notre travail (82,8%) et un taux
de discordances mineures nettement supérieur (16,9%). Cependant, I’étude de Menozzi et
al. ne faisait pas de distinction entre les différentes espéces d’entérobactéries (102 souches
de E. coli et 282 souches d’autres especes d’entérobactérie). Dans ce travail, Menozzi et al.
concluaient a des performances satisfaisantes de 1’automate Phoenix pour la détermination

de la sensibilité antimicrobienne a ’AMC.

Alors qu’au laboratoire, la méthode des disques fait office de méthode de contrdle
de I’automate Phoenix, il est surprenant d’observer que le pourcentage de concordance
entre les deux techniques n’est que de 55%. Ce pourcentage de concordance est faible et il
est associ¢ a des taux de VME et mE élevés : respectivement 22,3% et 22,7%. Des
discordances mineures importantes (19%) entre ces deux techniques ont déja été rapportées
dans I’étude de Donay et al. (6) mais aucune discordance majeure n’avait été relevée. Ce
travail portait toutefois sur un plus petit nombre de souches cliniques de E. coli (55) pour
lesquelles le site d’isolement n’était pas précisé. Si la méthode des disques et le Etest®
sont largement utilisés dans les laboratoires de bactériologie, néanmoins, la concordance

entre ces deux techniques, notamment lorsqu’il s’agit de la catégorisation des souches de
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E. coli vis-a-vis de PAMC, a déja été remise en question (11). Dans notre étude, la
méthode des disques détecte davantage de souches sensibles a ’AMC par rapport au
Etest® et aux autres techniques en milieu liquide. Une explication proposée est que le
milieu liquide détecterait mieux les céphalosporinases constitutives de type AmpC
produites a bas niveau tandis que les méthodes de diffusion en milieu gélosé y seraient
moins sensibles (9). De plus, au vu des résultats de notre travail, il est possible de penser
qu’il pourrait en étre de méme pour les pénicillinases, pouvant étre exprimées a bas ou haut
niveau avec un impact plus ou moins important sur la sensibilité¢ in vitro a ’AMC. Le
milieu liquide semblerait détecter davantage de pénicillinases produites a haut niveau

tandis que le milieu gélosé serait moins sensible a ce niveau d’expression.

Nous pouvons constater que le choix de la technique de détermination de la
sensibilité antimicrobienne a un impact sur les données de sensibilité et de résistance. Dans
notre ¢tude, les résultats de sensibilité discutés seront ceux obtenus par la microdilution
manuelle, étant donné qu’il s’agit de la méthode de référence. D’apres notre travail, 48,8%
des souches de E. coli urinaires sont sensibles a I’AMC, 37,8% des souches sont résistantes
et 13,4% sont intermédiaires avec les concentrations critiques CA-SFM 2013, le
pourcentage de résistance a I’AMC restant inchangé avec les concentrations critiques CA-
SFM/EUCAST 2014 hors cystite. Dans une étude multicentrique menée en Espagne dans
sept hopitaux universitaires (31), la prévalence de la résistance de E. coli a I’AMC a été
estimée a 9,3% et il s’agissait principalement de souches de E. coli urinaires (65,9% des
cas). Ce pourcentage de résistance allait de 3,3% a 13,5% en sachant que selon les sites, la
méthode de détermination de la sensibilit¢ différait (méthode des disques ou dilution
automatisée en milieu liquide). Ces chiffres sont toutefois bien inférieurs a ceux de notre
¢tude. Le réseau MEDQUAL (réseau travaillant principalement en collaboration avec les
laboratoires de ville) rapporte une augmentation de la résistance de E. coli a I’AMC, avec
un taux de souches non sensibles passant de 20% en 2005-2006 a plus de 30% en 2011 soit
des chiffres similaires aux ndtres en microdilution manuelle. Juste avant les années 2000,
la prévalence de la résistance de E. coli a I’AMC était évaluée a environ 16% s’agissant de
souches isolées d’ECBU et collectées en milieu hospitalier (30). La sensibilité
antimicrobienne de ces souches avait été déterminée par la méthode des disques. Si on
compare ce chiffre a celui obtenu pour notre étude par microdilution manuelle (37,8%), on
constate une augmentation de la résistance de E. coli a I’AMC entre 2000 et aujourd’hui.
Cependant, si on le compare a celui que nous obtenons avec la méthode des disques
(5,5%), la proportion de souches de E. coli résistantes a I’AMC aurait été divisée par trois

ces dix dernieres années, ce qui est en désaccord avec les données actuelles
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d’épidémiologie. Ainsi, dans notre étude, la méthode des disques semble sous-estimer le

nombre de souches de E. coli résistantes a I’AMC.

Les taux de résistance de E. coli a ’AMC rapportés dans différents travaux
paraissent trop €levés pour permettre 1’utilisation de ’AMC en probabiliste, comme le
rappelle la conférence de la SPILF en 2014. Cependant, les nouvelles concentrations
critiques CA-SFM/EUCAST 2014 qui s’appliquent a I’AMC en cas de cystites pourraient
modifier la position de la SPILF au sujet de 1’antibiothérapie de celles-ci, en entrainant une
augmentation du nombre de souches de E coli catégorisées sensibles a ’AMC. Avec les
concentrations et diametres critiques CA-SFM/EUCAST 2014 hors cystites, le pourcentage
de souches de E. coli sensibles a ’AMC augmente pour les quatre techniques évaluées
tandis que le pourcentage de souches résistantes reste lui inchangé. Les pourcentages de
concordance avec la microdilution manuelle augmentent eux aussi tout étant associés a une
augmentation des discordances trés majeures, de 4,1% a 26,5% de VME pour le Etest® par
exemple. La suppression de la catégorie intermédiaire des nouvelles recommandations
conduit donc a I’amélioration des pourcentages de sensibilité, la suppression des
discordances mineures mais aussi a la majoration des discordances trés majeures avec le
risque de classer comme sensible a I’AMC une souche résistante. Par ailleurs,
I’introduction des concentrations et diametres critiques cystites dans les recommandations
CA-SFM/EUCAST 2014 amene le pourcentage de souches de E. coli sensibles a plus de
90% par toutes les méthodes ainsi qu’une concordance de la méthode des disques et du
Etest® avec la microdilution manuelle trés élevée, respectivement 96,2% et 91,4%. Ces
deux techniques, utilisées quotidiennement au laboratoire de bactériologie, semblent donc
pouvoir étre appliquées en situation de cystite car étant bien concordantes avec la

microdilution manuelle.

Dans notre étude, la méthode des disques a été réalisée selon les recommandations
CA-SFM 2013 avec un inoculum de 10° UFC/ml. En 2014, le CA-SFM/EUCAST
recommande un inoculum plus fort (10° UFC/ml) afin de se rapprocher des conditions in
vivo. 1l tient compte également des paramétres pharmacocinétiques et dynamiques de
I’AMC caractéris¢ notamment par une excellente diffusion dans les urines (environ 60 a
70% d’AMX et 40 a 65% d’acide clavulanique excrétés sous forme inchangée dans les
urines au cours des 6 heures suivant 1’administration de comprimés d’AMC 250 mg/125
mg ou 500 mg/125 mg) (57) (58) (59). L’exploitation de nos résultats obtenus par la
méthode des disques avec les recommandations CA-SFM/EUCAST 2014 peut donc étre

discutable en raison de 1’inoculum plus faible utilisé. Toutefois, il a récemment €té montré
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lors de la 34°™ RICAI que le changement d’inoculum n’avait qu’un impact limité sur les
diametres d’inhibition obtenus (-1 mm de fagon générale) tant que la charge des disques
restait inchangée. Pour ’AMC la charge du disque est restée la méme entre les
recommandations 2013 et 2014 (20pg/10pg). Ainsi, les conclusions établies dans notre
étude pour la méthode des disques avec les recommandations CA-SFM/EUCAST 2014
semblent pouvoir étre prises en compte. D un point de vue pratique, la mise en place de ces
changements au sein des laboratoires de bactériologie souléve un certain nombre de
questions et d’incertitudes. A ce jour, I’automate Phoenix ne peut répondre a ces nouvelles
recommandations dans la mesure ou la concentration maximale testée pour ’AMC est 8
mg/l, ce qui ne permet pas une interprétation en contexte de cystite ou la concentration
critique est 32 mg/l. De plus, il existe une difficulté¢ liée a la mesure des diametres
d’inhibition. Ainsi, distinguer avec exactitude les deux diameétres critiques nouvellement
instaurés (cystites 16 mm et hors cystites 17 mm) peut paraitre délicat quand on sait que
I’écart type des mesures du diamétre d’inhibition a I’AMC sur une souche controle testée

de facon hebdomadaire est de +/- 1 mm.

Dans son rapport de 2014, la SPILF fait remarquer que « I’augmentation attendue
du nombre de souches catégorisées sensibles [avec les nouvelles recommandations CA-
SFM/EUCAST 2014 cystites] devrait permettre de rediscuter ultérieurement le
positionnement de I’AMC dans la cystite ». En effet, dans notre étude, en contexte de
cystite, le pourcentage de souches sensibles a I’AMC est évalué a plus de 90%, ce qui
permettrait d’envisager une utilisation de cet antibiotique dans la cystite en probabiliste,
d’autant plus que son efficacit¢ dans le traitement des cystites a déja été rapportée (58).
Dans les années 1990, les taux de succes cliniques et bactériologiques ont été évalués entre
70% et 100% selon les études. Dans la plupart de ces études, I’AMC ¢était administré en
traitement probabiliste. Les taux de réponse favorable étaient plus élevés pour les cystites
simples que pour les cystites avec risque de complication. Par ailleurs, ’AMC ¢était
supérieur en efficacité a ’AMX ainsi qu’au triméthoprime-sulfaméthoxazole dans le
traitement des cystites. Des études plus récentes (apres les années 2000) rapportent des
taux de résistance de E. coli a I’AMC inférieurs a 10%. C’est le cas de I’é¢tude ARESC (33)
qui s’intéresse aux cystites non compliquées de la femme et de 1’étude de Linhares et al.
(60) qui concerne toutes les I[U communautaires, avec respectivement 3,8% et 7,5% des
souches de E. coli résistantes a I’AMC. Cependant, peu d’études font un état des lieux des
succes cliniques et bactériologiques obtenus avec I’AMC dans le traitement des cystites ces
derniéres années. Par ailleurs, I’impact de I’AMC sur le microbiote digestif n’est pas

négligeable. Le traitement des IU par AMC semble étre un facteur de risque pour les
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patients a développer un portage digestif ultérieur de souches résistantes a I’AMC selon
I’é¢tude de Leflon-Guibout et al. (30). De plus, ’AMC est une molécule précieuse, active
sur de nombreuses especes bactériennes et largement utilisée pour la prise en charge
d’infections communautaires et nosocomiales. Ainsi, son repositionnement dans les
cystites ne risque-t-il pas de favoriser I’émergence de souches de E. coli résistantes et
compromettre ainsi son efficacité dans des situations ou son usage parait bénéfique, a
I’heure ou des molécules a I’impact écologique plus faible sont disponibles et efficaces
dans les cystites simples & E. coli. C’est le cas de la fosfomycine-trométamol (1
intention) et du pivmécillinam (2°™ intention) qui a bénéficié d’un « repositionnement »
dans le traitement de la cystite simple en 2014 (51) et dont I’efficacité a déja été¢ démontrée
(13)(61)(62). Dans I’étude ARESC menée entre 2003 et 2006, la fosfomycine, le
pivmécillinam et la nitrofurantoine sont les trois antibiotiques les plus actifs sur les

souches de E. coli urinaires isolées de cystites non compliquées chez des femmes agées de

18 ans a 65 ans (33).

Concernant les souches de E. coli BLSE, dont la prévalence de 5,5% est en accord
avec les données nationales, le phénotype de résistance aux béta-lactamines déterminé par
I’automate Phoenix est systématiquement controlé par la méthode des disques au
laboratoire. Dans notre étude, il y a une concordance de 100% pour la détection des E. coli
BLSE entre I’automate Phoenix et la méthode des disques. L’automate Phoenix semble
étre un outil fiable pour détecter les souches de E. coli productrices de BLSE, comme cela
a déja été démontré auparavant (63). Toutefois, I’effectif de souches de E. coli BLSE pour
notre étude est restreint (n=16) et ces résultats mériteraient d’étre confirmés sur un plus
grand nombre de souches. Concernant ces souches BLSE, la concordance entre la
microdilution manuelle et ’automate Phoenix est supérieure a celles obtenues avec le
Etest® et la méthode des disques. De plus, le pourcentage de discordances trés majeures
est le plus élevé avec la méthode des disques (18,75%), qui détecte un plus grand nombre
de souches de E. coli BLSE sensibles a I’AMC. D’apres la microdilution manuelle, les 16
souches de E. coli BLSE sont toutes de sensibilité diminuée a I’AMC. La sensibilité des
souches de E. coli BLSE a I’AMC varie selon les études, mais il semblerait qu’elles soient
généralement assez résistantes, notamment les souches productrices d’enzymes CTX-M
(47). Une ¢tude a Besangon retrouve, elle, une sensibilité de seulement 40% (29). Si ’on
applique les concentrations critiques cystites CA-SFM/EUCAST 2014, alors seulement 2
souches sont résistantes a ’AMC par microdilution manuelle (soit 13% de résistance
versus 94% de résistance auparavant avec le CA-SFM 2013). Ceci laisse envisager une

utilisation possible de ’AMC en situation de cystite a E. coli BLSE sur la base des
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données de sensibilité in vitro. Actuellement, la pipéracilline-tazobactam est active sur plus
de 80% des souches de E. coli BLSE et le pivmécillinam sur 70% a 90% de ces mémes
souches (51). L’AMC pourrait donc constituer une alternative intéressante pour le
traitement des cystites (simples et a risque de complications) a E. coli BLSE (64), méme si

les antibiotiques a spectre étroit restent a privilégier.

Avec I’introduction d’une concentration critique et d’un diameétre critique uniques et
donc la suppression de la catégorie intermédiaire dans les recommandations CA-
SFM/EUCAST 2014, les pourcentages de VME (souches résistantes rendues sensibles)
sont tres €élevés hors contexte cystite, quelle que soit la technique utilisée, ce qui pose le
probléme de I’adéquation des diametres avec les concentrations critiques. Au vu de nos
résultats, d’autres diamétres critiques permettraient une meilleure concordance et ce quelle
que soit la technique utilisée (Figure 25) (page 52). En effet, toutes les souches sensibles a
I’AMX (n=129) ont un diamétre d’inhibition a ’AMC > 25 mm. En outre, elles sont toutes
sensibles en techniques Phoenix et Etest® avec des CMI < 8 mg/l. La majorité des souches
résistantes a ’AMX et sensibles a I’AMC qui ont un diamétre d’inhibition > 25 mm sont
¢galement catégorisées sensibles par microdilution manuelle. Notre analyse par courbe
ROC trouve quant a elle un diametre d’inhibition a PAMC de 25 mm comme seuil
diagnostique de sensibilité avec le meilleur compromis en termes de sensibilité et
spécificité, et en prenant comme concentration critique celle du CA-SFM/EUCAST 2014
hors cystite (8 mg/l). Ainsi un diamétre critique « haut » > 25 mm permettrait d’obtenir
une excellente concordance entre toutes les techniques (100%) et de réduire
considérablement le pourcentage de VME (souches rendues sensibles par la méthode des
disques mais résistantes par microdilution manuelle) : 1% contre plus de 30% avec le
diameétre critique unique de 17 mm. Ce taux de VME serait inférieur au seuil de 3%
recommandé par la FDA. En proposant ce diamétre critique de 25 mm, le pourcentage de
souches sensibles a I’AMC serait de 50%, et plus proche des pourcentages de sensibilité

obtenus par les autres techniques.

Par ailleurs, les souches de E. coli résistantes a I’AMC par la méthode des disques
avec un diameétre d’inhibition < 16 mm sont toutes résistantes a I’AMC par les trois autres
techniques testées. En prenant ce diameétre critique, recommandé par le CASFM en 2013,
nous retrouvons 5,5% de souches de E. coli urinaires résistantes a I’AMC, ce qui est bien
inférieur au taux de résistance retrouvé par microdilution manuelle (37,8%). La méthode
des disques semblerait donc sous-estimer la résistance a I’AMC avec ce diametre. De fagon

identique, toutes les souches ayant un diamétre d’inhibition < 17 mm sont classées
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résistantes a I’AMC par les trois autres techniques ainsi que celles ayant des diamétres <
18 mm et < 19 mm. Actuellement, le CA-SFM/EUCAST recommande un diametre critique
unique (souche catégorisée sensible ou résistante), fixé a 17 mm hors cystite simple ce qui
classe 6,5% des souches comme résistantes a I’AMC et améne le taux de VME (souches
rendues sensibles par la méthode des disques mais résistantes par microdilution manuelle)
a 31,3%. A contrario, si I’on prenait un diamétre critique « bas » < 20 mm, on obtiendrait
un taux de VME égal a 0% avec une excellente concordance avec les autres techniques. Le
pourcentage obtenu de souches de E. coli urinaires résistantes a I’AMC serait de 12,7% et
donc plus cohérent avec les chiffres de la littérature (30)(31). Il est intéressant de noter que
par une analyse de type courbe ROC, ce diamétre critique de 20 mm est celui obtenu
comme seuil diagnostique pour permettre d’identifier les souches résistantes a 1’AMC,
avec le meilleur compromis en termes de sensibilité et spécificité, et ce en prenant la
concentration critique cystites (CMI > 32mg/l). Parmi les 37 souches ayant un diametre
d’inhibition a ’AMC < 20 mm, 20 ont une CMI a ’AMC > 32 mg/l par microdilution
manuelle. Avec ce diametre critique, seulement 17 souches seraient incorrectement
catégorisées en contexte de cystite (souches rendues résistantes alors que sensibles)
entrainant 5,8% de ME. Avec ce diameétre critique « bas » <20 mm, le taux de VME serait
nul alors qu’il est de 3,4% avec le diametre critique actuel < 16 mm en contexte de cystite.
En 2012, le BSAC (The British Society for Antimicrobial Chemotherapy) a retenu ce
diameétre de 20 mm comme nouveau diametre critique en remplacement du préalable (14
mm), mais paradoxalement I’équipe de Bond et al. a observé une augmentation du

pourcentage de souches résistantes et de VME (65).

Pour ce qui est des souches ayant des diametres d’inhibition a I’AMC compris entre
20 mm et 25 mm, 58% sont résistantes a I’AMC par microdilution manuelle avec des CMI
a ’AMC > 8 mg/l et 42% sont sensibles a ’AMC par microdilution manuelle avec des
CMI < 8 mg/l. Dans cet intervalle, on recense donc autant de souches sensibles que de
souches résistantes par microdilution manuelle avec des CMI a I’AMC tres variables,
allant de 8 mg/l a 64 mg/l. Ainsi, au vu de ces résultats, nous proposons une catégorie
intermédiaire pour les diamétres d’inhibition a I’AMC compris entre 20 mm et 25 mm pour
laquelle il serait nécessaire de déterminer la CMI en vue d’une utilisation en contexte d’IU.
En termes de disconcordance, on obtiendrait 24% de mE dans notre travail (souches
rendues intermédiaires mais sensibles ou résistantes par microdilution manuelle). Ceci
pourrait constituer un « compromis » afin d’alerter sur un possible risque d’échec

thérapeutique tout en ne compromettant pas totalement 1’utilisation de I’AMC.
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Au total, d’aprés notre travail, en 1’absence de résistance acquise aux béta-
lactamines, la méthode des disques reste une technique fiable pour la détermination de la
sensibilité¢ a I’AMC et en cas de résistance acquise des lors que le diametre d’inhibition a
I’AMC est > 25 mm. De méme, lorsque la méthode des disques détecte une résistance a
I’AMC avec le diametre critique actuellement recommandé (< 17 mm), ce résultat est
fiable mais sous-estime néanmoins la résistance. Au vu de nos résultats, le diameétre
critique « bas » pourrait étre augmenté a 20 mm comme cela a été fait par le BSAC en

2012 (65).

L’automate Phoenix, quant a lui, semble fournir des résultats de sensibilité¢ a I’AMC
fiables. Néanmoins, concernant son utilisation, un inconvénient majeur subsiste par
I’absence de test pour les valeurs hautes de CMI au-dela de 8 mg/l pour I’AMC (56) qui ne

permet pas de répondre pour son utilisation en contexte de cystite.

CA-5FM 2014

Diamétres critiques (mm) Diamétres critiques (mm)
5 R 5 R
=17 <17 =16 <16

VME=313% VME=3,4%

PROPOSITION*
Diamétres critiques (mm)
5 R
=25 =20

VME=1% |ME=58%| mE=24%

!

Uniquement
en contexte de cystite

*Diamétres uniques quel que soit le contexte
Les concentrations critiques cystites (= 32 mg/l) et hors cystites (= 8 mg/1) conserveées

S : sensible ; R : résistant ; ME : Major Error ; mE : minor Error ; VME : Very Major Error

Figure 25 : Proposition de nouveaux diametres critiques



CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

En I’¢tat actuel des choses, la méthode des disques reste une méthode fiable pour
évaluer la sensibilité des souches de E. coli sensibles aux béta-lactamines, en concordance
avec les autres techniques en milieu liquide et le Etest®. Les souches de E. coli résistantes
a I’AMC par la méthode des disques avec des diamétres d’inhibition < 17 mm peuvent &tre
rendues comme telles, dans la mesure ou ces souches possédent des CMI a ’AMC > 8
mg/l par microdilution manuelle. Il nous parait méme envisageable de déplacer ce diamétre
critique jusqu’a une valeur < 20 mm, ce qui permettrait de catégoriser une souche
résistante & I’AMC y compris pour le contexte de cystite, les souches ayant
majoritairement des CMI > 32 mg/l. En prenant comme diamétre critique « bas » <20 mm
et diameétre critique « haut» > 25 mm pour la catégorisation des souches sensibles et
résistantes, la concordance de toutes les méthodes testées dans notre étude serait largement
améliorée et les pourcentages de ME et VME nettement diminués. Cependant, pour les
souches de E. coli ayant un diametre d’inhibition a I’AMC compris entre 20 mm et 25 mm,
notre €tude montre des résultats variables avec une partie des souches catégorisées
résistantes et D’autre partie classée sensible par microdilution manuelle. L’introduction
d’une catégorie intermédiaire entre 20 mm et 25 mm engendrerait 24% de mE mais

limiterait considérablement les taux de ME et VME.

Par ailleurs, 1’automate Phoenix semble étre un outil fiable pour déterminer la
sensibilité¢ a I’AMC des souches de E. coli urinaires hors contexte de cystite. Néanmoins,
des changements devront étre apportés sur la galerie Phoenix pour répondre aux nouvelles
recommandations CA-SFM/EUCAST 2014, concernant les concentrations critiques
cystites (32 mg/l). Ainsi, a I’heure actuelle, la place des recommandations CA-
SFM/EUCAST 2014 en contexte de cystite dans les laboratoires de bactériologie est
discutable en raison des discordances observées entre les différentes méthodes de
détermination de la sensibilité en particulier avec la méthode des disques et 1’automate

Phoenix.

Enfin, nos propositions de diamétres critiques mériteraient d’étre testées sur un plus
grand nombre de souches avec une étude bactério-clinique pour corréler les résultats de

sensibilités observés a ’efficacité thérapeutique selon le contexte infectieux.
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RESUME

Notre étude a porté sur 291 souches de Escherichia coli consécutives isolées d’infections
urinaires entre novembre 2013 et janvier 2014 au laboratoire de bactériologie du CHU de
Rouen. La sensibilit¢ a 1’amoxicilline-acide clavulanique (AMC) a été déterminée par
quatre méthodes : la dilution en milieu liquide par automate Phoenix, le Etest®, la méthode

des disques et la microdilution manuelle.

Les CMlIs et les CMIyy a I’AMC sont variables, allant de 4 mg/l a 8 mg/1 pour la CMI5s et
de 12 mg/l a 32 mg/1 pour la CMIy,.

En appliquant les critéres CA-SFM 2013, les taux de sensibilité des souches de E. coli a
I’AMC varient nettement selon la technique utilisée, allant de 46% par automate Phoenix,
48,8% par microdilution manuelle, 55,3% par Etest et jusqu’a 83,3% par la méthode des
disques. La méthode Phoenix est la mieux corrélée avec la microdilution manuelle avec un
pourcentage de concordance évalué a 82,8% et aucune discordance trés majeure détectée.
Le Etest® et la méthode des disques présentent des taux de discordances trés majeures de

4,1% et 22,3%, dépassant le seuil de 3% recommandé.

Les souches de E. coli BLSE, dont la prévalence a ¢été évaluée a 5,5%, sont toutes non
sensibles a I’AMC par microdilution en milieu liquide. Avec les concentrations critiques

cystites 2014, seules 2 souches restent catégorisées résistantes a I’AMC.

Avec les criteres CA-SFM/EUCAST 2014, les pourcentages de souches de E. coli
sensibles a ’AMC augmentent pour les quatre techniques, dépassant méme 90% en

contexte de cystite.

Avec I’introduction d’une concentration critique et d’un diameétre critique uniques en 2014,
les pourcentages de VME sont trés élevés hors contexte cystite, ce qui pose le probleme de
I’adéquation des diamétres avec les concentrations critiques. Ainsi, nous proposons comme
diametre critique « bas» < 20 mm et diamétre critique « haut» > 25 mm, ce qui
permettrait une amélioration de la concordance de toutes les méthodes et une diminution

des pourcentages de ME et VME.

Mots-clés : Escherichia coli, amoxicilline-acide clavulanique, infections urinaires,

microdilution manuelle, méthode des disques, CA-SFM.



