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Résumeé :
Introduction :

La résistance de Pseudomonas Aeruginosa (PA), premier pathogéne en réanimation, aux

carbapénémes augmente a I|’échelle mondiale. L’apparition de carbapénémases est
problématique. De nombreux tests rapides de dépistage des carbapénémases ont été
développés chez les entérobactéries, mais peu évalués chez PA.

Objectif :

Evaluer la part respective des différents mécanismes de résistance de PA aux carbapénemes
dans 3 services de réanimation frangais. Comparer les résultats des tests phénotypiques et de
la lecture interprétative de I'antibiogramme au Gold Standard génotypique.

Matériel et méthode :

Etude ancillaire du PHRC Dynapyo ayant étudié les souches de PA acquises dans 10 services
de réanimation francais en 2009. Les souches de PA résistantes a I'IMIPENEME et/ou au
MEROPENEME issues de 3 des services étaient incluses.

Les BLSE (B-lactamases a spectre étendu) étaient recherchées par synergie au clavulanate.
Les carbapénémases étaient recherchées par les tests suivants : analyse de I'antibiogramme,
test a I'Ethylene Diamine Tétra-Acétique (EDTA), ©OLiofilchem® KPC&MBL disc kit, Mastdiscs
™ Carbapenemase Detection Set®, Mastdiscs ™ CAT-ID™, Rapidec® Carba NP-test. Les genes
de BLSE et de carbapénémases étaient recherchés par PCR. 2 souches témoins positives pour
métallo-carbapénémases étaient utilisées pour comparer tests phénotypiques et
génotypiques.

Résultats :

Sur 47 souches analysées, aucune n’était porteuse de carbapénémase, 2 (4,3%) étaient
porteuses de BLSE, 12 (25,5%) de céphalosporinase AmpC hyperproduite, 33 (70,2%) de
mécanismes d’efflux. La lecture interprétative de I'antibiogramme, le test a 'EDTA, et le
Rapidec® Carba NP-test étaient sensibles et spécifiques, comparés a la PCR. Les performances
diagnostiques des autres tests étaient médiocres.

Conclusion :

La résistance aux carbapénémes de PA dans cette population était principalement due a des
mécanismes non-transférables. La lecture interprétative de I'antibiogramme bien conduite et
le test simple a ’'EDTA semblent adaptés au dépistage des carbapénémases les plus fréquentes
chez PA. l’apport diagnostique d’autres tests phénotypiques en pratique courante semble
mince.

Mots clés :

Pseudomonas Aeruginosa, carbapénemes, résistance, réanimation, carbapénémase, test
phénotypique
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Abréviations :

ATM : AZTREONAM

BGN : bactérie Gram négative

BGP : bactérie Gram positive

BLSE : B-lactamase a spectre étendu

CA-SFM : Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
CAZ : CEFTAZIDIME

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

CPO : CEFPIROME

DOR : DORIPENEME

EARS-net : European Antibiotic Resistance-network

EDTA : Ethylene Diamine Tétra-Acétique

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FEP : CEFEPIME

IMP : IMIPENEME

MALDI-TOF : Matrix Assisted Laser Desorption lonisation Time-Of-Flight
MBL : Métallo-B-lactamase

MER : MEROPENEME

ONERBA : Observatoire National de 'Epidémiologie de la Résistance aux Antibiotiques
PA : Pseudomonas Aeruginosa

PABN : Phénylalanine-Arginine Beta-Naphtylamide

PAVM : Pneumopathie Acquise sous Ventilation Mécanique

PBP : Penicillin Binding Proteins

PFGE : Pulsed-Field Gel Electrophoresis

PHRC : Programme Hospitalier de Recherche Clinique

PIP : PIPERACILLINE

REA-RAISIN : Réanimation - Réseau d’Alerte, d’Investigation et de Surveillance des
Infections Nosocomiales
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Se : Sensibilité

Sp : Spécificité

TIC : TICARCILLINE

TCC : TICARCILLINE-Acide Clavulanique

TZP : PIPERACILLINE-TAZOBACTAM

UMP CNRS : Unité Mixte de Recherche du Centre National de la Recherche Scientifique
VPN : valeur Prédictive Négative

VPP : Valeur Prédictive Positive
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1. Introduction

1.1. Rappels sur Pseudomonas aeruginosa :

1.1.1 Présentation générale et épidémiologie

Les infections nosocomiales sont une des problématiques majeures de la prise en charge des

patients de réanimation, et ont un retentissement important sur la mortalité.

Pseudomonas aeruginosa (PA), ou bacille pyocyanique, tire son nom d’une double origine :
grecque, pour « pseudo » (imitation), et « monas » (unité), et latine pour « aeruginosa » (vert-
de-gris). Il s’agit d’'une bactérie Gram négative non fermentante ubiquitaire du genre
Pseudomonas, aérobie stricte, qui fait partie des principaux germes responsables d’infections
nosocomiales en réanimation. 20 sérotypes de PA ont été décrits, individualisés grace a la
structure d’une région polysaccharidique de la membrane externe, dénommée « antigéne
O ». Les 6 sérotypes les plus fréquents sont responsables de 70% des infections nosocomiales

3 PA (1).

L'incidence de PA dans les infections nosocomiales est en augmentation sur les 40 dernieres
années (2), a hauteur de 17% en Europe de I'Ouest en 2009 (3) et de 14% en France en 2014

(4), faisant de PA le germe le plus isolé en réanimation, tous sites confondus.

Bactérie ubiquitaire de I'environnement, PA se comporte chez I'animal et chez I'homme
comme un commensal opportuniste le plus souvent révélé par la rupture d’'une barriere
physiologique et/ou la pression de sélection exercée par les antibiotiques, situations
communes en réanimation. La contamination se fait donc le plus souvent par voie endogéne,

via la colonisation des muqueuses intestinale ou pharyngée.

La transmission est soit manuportée, soit via une solution aqueuse ou un équipement
contaminé. Les réservoirs de PA en milieu hospitalier sont en effet multiples : tuyaux des

respirateurs, humidificateurs, nébuliseurs, robinets, siphons, lavabos, douches. (5)
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PA présente une virulence importante. L'infection a PA est un facteur indépendant de
mortalité en réanimation (6). Concernant les pneumopathies acquises sous ventilation
mécanique (PAVM), le taux de mortalité directement attribuable a été estimé dans certaines

cohortes jusqu’a 40% (7) , avec une variabilité selon les sérotypes (8).

La virulence de ce germe et la surmortalité qui en découle peuvent s’expliquer par la
présence de multiples facteurs intrinseques conférant a PA une efficacité particuliére a toutes

les étapes de la colonisation et de I'infection :

- La présence d’'un flagelle, favorisant la motilité, ayant un probable réle dans
I'adhésion tissulaire, et dont I'implication dans la virulence est démontrée in vitro
(9), de méme que les pili de type IV, impliqués dans I'adhésion aux muqueuses et
dans les déplacements des germes au sein de structures solides, comme les
muqueuses (« twitching motility »). L'adhérence aux surfaces inertes (verre,
plastique), étant assurée grace a la présence de facteurs d’attachement de type
fimbriae.

- La capacité de PA de synthétiser un exopolysaccharide muqueux (« biofilm »), qui
le protége des défenses immunitaires de I’h6te (en particulier dans le cas de la
mucoviscidose ou sur matériel), mais aussi de I'action des antiseptiques et des
antibiotiques (10)

- La production de toxines et d’enzymes responsables de destructions tissulaires
favorisant I'invasion bactérienne (élastase, pyocyanine, exotoxine A) ou perturbant
la réponse immunitaire de [I'hote (systéme T3SS) (11), souvent déja

immunodéprimé

L’expression par la bactérie de ces mécanismes de virulence est régulée, en réponse aux
changements de I'environnement, par un systeme de Quorum Sensing, véritable processus de
communication intercellulaire via de petites molécules signal, permettant aux bactéries de se
coordonner et de synchroniser I'expression globale de ces génes, rendant I'ensemble de
I'inoculum organisé en biofilm comparable a un organisme multicellulaire dans son

fonctionnement et son adaptabilité.
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Lors de toute infection invasive, le retard a l'initiation d’une antibiothérapie efficace est
clairement défini comme facteur pronostique péjoratif indépendant (12). La résistance
constitutive du germe incriminé influence donc I'efficacité du traitement. Or, PA est un micro-
organisme marqué par la présence de multiples mécanismes de résistance aux antibiotiques,

constitutionnels et acquis :

1.1.2 Mécanismes de résistance constitutionnels

PA présente une résistance intrinséque a de nombreux antibiotiques, due a des mécanismes

multiples :

- Imperméabilité membranaire (10 a 100 fois supérieure a celle d’E Coli), le rendant
résistant aux antibiotiques lipophiles (acide fusidique) ou a masse moléculaire
élevée, ne pouvant emprunter la voie des porines (pénicillines G, A, M,
céphalosporines de 1%, 2¢me et certaines de 3°™M¢ génération, glycopeptides),
notamment la porine principale de PA, OprF.

- céphalosporinase inductible de type AmpC, chromosomique

- pompes d’efflux actif.
En pratique clinique, le phénotype basal de PA le rend résistant aux antibiotiques suivants :

- B-lactamines : Pénicillines G, A, M (associées ou non a un inhibiteur de PB-
lactamase), céphalosporines dites de 1°7, 2¢Me et certaines de 3°™¢ génération
(CEFOTAXIME, CEFTRIAXONE): masse moléculaire élevée, hydrolyse par la
céphalosporinase chromosomique inductible produite de facon basale par PA

- glycopeptides : masse moléculaire élevée

- Rifampicine

- Quinolones de premiére génération

- Acide fusidique (molécule lipophile)

Une souche de phénotype sauvage de PA sera par contre sensible aux antibiotiques suivants :
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B-lactamines :

o Carboxypénicillines (TICARCILLINE), uréidopénicillines (PIPERACILLINE),
avec ou sans inhibiteur de B-lactamase.

o Céphalosporines: 3°m¢ génération (CEFTAZIDIME), 4°™ génération
(CEFEPIME, CEFPIROME) La sensibilité a ces molécules est permise par leur
relative stabilité face a la céphalosporinase chromosomique inductible
produite de facon basale par PA.

o Carbapénemes (IMIPENEM, MEROPENEM, DORIPENEM), a I'exception
notable de I'ERTAPENEM, dont l'efficacité sur PA patit d’'une masse
moléculaire et d’une lipophilie plus élevées.(13)

o Monobactames : AZTREONAM

Fluoroquinolones : Sensibilité in vitro a toutes les fluoroquinolones
(CIPROFLOXACINE, OFLOXACINE, LEVOFLOXACINE)

Aminoglycosides : GENTAMICINE, NETILMICINE, AMIKACINE, TOBRAMYCINE,
ISEPAMICINE

Polymyxines : COLISTINE
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Tableau 1 : Profil basal de sensibilité aux antibiotiques de PA :

Résistance naturelle

Antibiotiques actifs

Liste standard *

Liste complémentaire *

Pénicillines A, G, M
Céphalosporines de 1° et 2éme
génération
Oxymino-céphalosporines :
CEFTRIAXONE, CEFOTAXIME
ERTAPENEME

Cyclines : TIGECYCLINE
Glycopeptides :
VANCOMYCINE, TEICOPLANINE
RIFAMPICINE

Quinolones de 1 génération
Acide fusidique

Macrolides

CHLORAMPHENICOL

TICARCILLINE
PIPERACILLINE
TICARCILLINE/acide
clavulanique
PIPERACILLINE/tazobactam
CEFEPIME

CEFTAZIDIME
AZTREONAM

IMIPENEME
MEROPENEME

Aminosides : GENTAMICINE,
TOBRAMICINE, AMIKACINE

CIPROFLOXACINE

DORIPENEME

NETILMICINE

LEVOFLOXACINE

Sulfamides

FOSFOMYCINE

COLISTINE

* Liste d’antibiotiques a tester pour PA : recommandations CA-SFM-EUCAST 2014 (14)

1.1.3 Mécanismes de résistance acquise

De plus, PA possede un génome étendu et plastique (15), qui lui confére une grande capacité

d’adaptation, notamment en termes de résistance aux antibiotiques.

L'accroissement de la multirésistance peut étre le fait de I'émergence de novo d’une

résistance chez des bactéries sensibles, mais le plus souvent elle apparait sous la pression de
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sélection exercée par les antibiotiques. Elle peut résulter aussi de la diffusion de résistance

par transmission inter-humaine.

Ces conditions ont conduit a I'’émergence de souches ayant acquis de nouvelles résistances

aux antibiotiques, notamment aux B-lactamines. Différents mécanismes de résistance acquise

de PA ont pu étre identifiés :

- Non enzymatiques, tels que :

o

I'absence d’expression de génes codant pour des porines : porines Oprf et

OprD2 :

Ce phénotype est a imputer a la répression de I'expression du géne codant
pour la porine OprD, voie d’entrée principale des carbapénéemes dans la
bactérie.

Phénotype a évoquer devant une souche intermédiaire ou résistance a
'IMIPENEME, sans modification de la sensibilité aux autres B-lactamines.
Cette résistance spécifique s’explique par le fait que, contrairement aux
autres B-lactamines, y compris les autres carbapénéemes, I'IMIPENEME ne
peut traverser la membrane externe que par l'intermédiaire de la porine
OprD(16,17). Le DORIPENEME et le MEROPENEME apparaissent donc « S »,
alors que I'MIPENEME apparait « | » ou « R ».

L'altération de la porine D2, mécanisme fréquent chez les souches
cliniques (15 a 18% en France), est responsable, si elle est seule, de
résistances de bas niveau (CMI a la limite supérieure de la sensibilité). C’'est
son association (fréquente) dans une méme souche avec une
céphalosporinase déréprimée et/ou une surexpression de pompes a efflux,

gui occasionnera une augmentation des CMI et un profil de résistance vraie.

la_surexpression de pompes a efflux, via des protéines permettant

I’expulsion des molécules nocives pour la bactérie (dont les antibiotiques),

et en pratique dépendant de 3 systemes principaux :
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=  MexA, MexB, OprM : Mécanisme constitutif, responsable quand il
est surexprimé, de la résistance aux carboxypénicillines et aux
monobactames. En pratique, la souche apparaitra le plus souvent

intermédiaire ou résistante a la TICARCILLINE et a 'AZTREONAM.

= MexC, MexD, OprJ : Responsable de la résistance au CEFEPIME et au
CEFPIROME

= MexE, MexF, OprN : Mécanisme responsable, lorsque associé a la

perte de porine D2, d’une résistance a I'lMIPENEME.

o laltération des sites cibles (protéines de liaison aux pénicillines : PLP). (18—

20) : Mécanisme impliqué dans la résistance a la COLISTINE

- Enzymatiques, par production d’enzymes hydrolytiques : Les B-lactamases

Les B-lactamases représentent la premiere cause de résistance bactérienne aux
antibiotiques de la famille des B-lactamines. La classification la plus utilisée pour les
catégoriser est la classification d’Ambler (21), qui les divise en 4 classes (A, B, C, ou D),

selon leur structure moléculaire :

e C(lasse A : famille des sérine-B-lactamases
e C(lasse B : famille des métallo-B-lactamases
e C(lasse C: famille des céphalosporinases

e C(Classe D : famille des oxacillinases

Parmi les mécanismes enzymatiques de résistance aux B-lactamines utilisés par PA, on

retrouve des représentantes de chacune de ces 4 classes.

Une autre classification possible de ces mécanismes acquis décrit leur phénotype,
c’est-a-dire leur conséquence sur le profil de sensibilité de la souche, 4 grands tableaux

s’individualisent alors :

o Pénicillinases plasmidigues transférables : PSE, TEM, OXA :
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De tres nombreuses pénicillinases ont été identifiées chez PA. La pénicillinase
la plus fréquente en France est la carbénicillinase PSE-1 (classe A de Ambler),
suivie par les enzymes de la famille OXA a spectre restreint (classe D), ou de la
famille TEM (TEM-2, TEM-1) (classe A). Le support génétique de ces enzymes

peut étre plasmidique ou de localisation chromosomique.

En pratique, la présence d’une pénicillinase se traduira par une résistance a la
TICARCILLINE, et dans une moindre mesure a la PIPERACILLINE, avec
récupération partielle par les inhibiteurs de B-lactamase (non visible sur
I'antibiogramme). La sensibilité aux céphalosporines et aux carbapénémes

sont, elles, conservées.

o Céphalosporinase chromosomigque AmpC déréprimée (classe C de Ambler)

Il s"agit du mécanisme de résistance principal de PA aux céphalosporines
dites « anti-pseudomonas ». Sur I'antibiogramme, la dérépression d’AmpC
(permise, sur le plan moléculaire, par la répression de son inhibiteur, AmpD)
se traduit par une résistance a toutes les B-lactamines, a I'exception des
carbapénémes, et parfois du CEFEPIME (phénotype S/R), qui résiste mieux
a I'hydrolyse que le CEFTAZIDIME (phénotype I/R). Cet aspect de
I'antibiogramme ne pourra étre observé qu’en I'absence de coexistence
d’autres mécanismes, notamment d’efflux actif.

Il est également a noter que de nouvelles céphalosporinases de type AmpC,
dites « céphalosporinases a spectre étendu », hydrolysant toutes les
céphalosporines, voire, dans une certaine mesure, les carbapénemes, sont

décrites désormais chez PA (22).

o B-lactamase a spectre élargi (BLSE) :

Les souches sont résistantes a toutes les B-lactamines a I'exception, en

I'absence d’autre mécanisme de résistance associé, des carbapénémes.
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Les BLSE peuvent appartenir a 2 classes différentes de la classification

d’Ambler :

Classe A (sérine-B-lactamases) : TEM, SHV, PER (1° isolée chez PA en
1991 (23)), VEB, GES, CTX-1, CTX-2:

Les BLSE de classe A ont la particularité d’étre inhibées, in vitro, par I'acide
clavulanique, une synergie peut donc étre observée dans certaines cas avec
les inhibiteurs de B-lactamase.

Cette synergie ne peut que rarement étre mise en évidence d’emblée sur
I’'antibiogramme, principalement pour les enzymes de type PER et VEB.

Le test de synergie entre un disque de céphalosporine anti-PA et un
inhibiteur de B-lactamase permet en théorie de dépister les BLSE de classe

A.

Classe D (oxacillinases) : OXA-1, OXA-2, OXA-10

La mise en évidence d’une BLSE de classe D est plus complexe, en I'absence
de méthode diagnostique simple en routine. Il s’agit le plus souvent d’un
diagnostic d’élimination. En pratique, le profil de résistance inclura, en plus
des céphalosporines et des pénicillines, les associations aux inhibiteurs de

B-lactamases, seules les carbapénémes conservent une efficacité.

o carbapénémase

1.1.4 Carbapénémes et carbapénémases :

- Les carbapénémes :

Les carbapénemes sont des antibiotiques de la famille des B-lactamines, dérivés de la

thiénamycine, composé isolé pour la premiére fois en 1976 a partir de Streptomyces cattleya
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(13). Le premier dérivé semi-synthétique, I'lMIPENEME, a été développé au milieu des années

80.

Une seconde molécule, le MEROPENEME, mise au point au Japon en 1987, et ayant la
particularité de ne pas étre dégradée par la dihydropeptidase humaine DHP-1 rénale des
mammiféres, et donc de pouvoir étre administrée sans inhibiteur de cette derniere
(CILASTATINE), a fait son apparition, d’abord en Amérique du Nord, puis en Europe, dans les

années 90.

Deux autres molécules apparaissent sur le marché dans les années 2000 : LERTAPENEME

puis le DORIPENEME (retiré du marché en 2014).

Sur le plan biochimique, les carbapénémes se distinguent par la présence d’'un groupe
penem, dérivé du groupe penam des pénicillines par la présence d’un atome de carbone au
lieu d’un souffre en position 1, et d’une liaison insaturée en C2-C3 (présente également sur le
groupe cephem des céphalosporines).

La trans-orientation des atomes d’hydrogeéne en C5 et C6 et la présence d’une chaine
hydroxyl en C6, au lieu de la chaine acylamino des pénicillines et des céphalosporines explique

leur stabilité face aux B-lactamases, et donc leur large spectre d’activité.

La structure moléculaire du MEROPENEME differe de I'IMIPENEME par la présence d’un
substituant pyrrolidinyl en position 2. Cette modification pourrait expliquer I'augmentation de
I'activité in vitro du MEROPENEME sur les bactéries Gram négatives, dont PA, par rapport a

'IMIPENEME(24).
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Figure 1 : Structure du noyau penem et des carbapénémes :
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Comme les autres B-lactamines, les carbapénémes inhibent la synthése de la paroi
bactérienne en se fixant aux protéines de liaison aux pénicillines (PBP : Penicillin Binding
Proteins), dont I'expression relative des différents sous-groupes PBP1a, PBP1b, PBP2, PBP3,
varie entre especes bactériennes. L'affinité préférentielle du MEROPENEME et du
DORIPENEME pour PBP2 et PBP3, particulierement exprimées par PA, et due a leur structure
biochimique, pourrait expliquer leur meilleure activité observée in vitro contre ce germe,

comparativement a I'lMIPENEME (25).

En pratique, le spectre d’activité des carbapénémes est large, et couvre I'ensemble des
bactéries Gram négatives, a I'exception de Stenotrophomonas maltophilia (et PA et

Acinetobacter Baumannii pour I'ERTAPENEME), et les bactéries Gram positives, a I'exception
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de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline, et des entérocoques (Seul I'lMIPENEME

conserve une certaine activité vis-a-vis d’Enterococcus faecalis).

En Europe, les carbapénémes sont réservées a un usage hospitalier, prescrites
majoritairement dans le cadre d’infections nosocomiales. La résistance intrinseque des
bacilles Gram négatifs non fermentants, dont PA, a de multiples classes d’antibiotiques a pour
conséquence l'utilisation fréquente des carbapénéemes pour leur traitement. En France, les

services de réanimation sont de loin les plus prescripteurs de carbapénémes.

La prescription de carbapénémes en France a augmenté de fagon linéaire sur les dernieres
années (dose délivrée journaliere/1000 jours d’hospitalisation +39,5% entre 2009 et 2014)
(données REA-RAISIN 2014). Classe antibiotique de 2°™e, voire de 3°™¢ ligne, ils représentent
souvent une derniére alternative thérapeutique, ce qui rend d’autant plus préoccupante

I’émergence de souches de PA résistantes aux carbapénemes.

Les carbapénémases :

Les carbapénémases font partie de la famille des B-lactamases, et ont pour spécificité d’avoir

une activité hydrolytique vis-a-vis des carbapénémes.

Des carbapénémases existent a I’état basal chez Bacillus cereus (BGP) et Stenotrophomonas
Maltophillia (BGN), et certaines especes d’Aeromonas. Ces carbapénémases chromosomiques

sont rares. L'objet de ce travail concerne les carbapénémases acquises observées chez PA.

Il s’agit des B-lactamases les plus versatiles, avec un spectre de résistance sans équivalent
parmi les autres enzymes hydrolysant les B-lactamines. En effet, bien qu’étant connues sous
le nom de « carbapénémases », ces enzymes, dont I'’émergence fait suite a une pression de
sélection antibiotique, ont une activité sur toutes les B-lactamines, et la plupart sont

résistantes aux inhibiteurs de B-lactamases disponibles sur le marché.

La premiére B-lactamase acquise avec une capacité d’hydrolyse de I'IMIPENEME (de classe
B, IMP), a été décrite sur une souche de Serratia marcescens au Japon en 1991 (26). Depuis,

les descriptions se sont étoffées et I'émergence de ces enzymes chez les entérobactéries et
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chez PA est décrite de facon croissante dans le monde entier, et constitue un réel probléme
de santé publique, les carbapénémes représentant tres souvent les derniéres molécules

actives de I'arsenal thérapeutique (4,19,27).

Parmi les carbapénémases actuellement décrites, on trouve des représentantes de 3 des 4

classes de la classification d’Ambler des B-lactamases (28):

e C(Classe A : famille des sérine-B-lactamases

- KPC (Klebsiella Pneumoniae carbapenemase) :

Les premiéres carbapénémases de cette classe ont été décrites sur des souches
de Klebsiella Pneumoniae, sur la cote Est des Etats-Unis en 1996 (29), avant d’étre
identifiées dans tous les états du pays, puis en Gréce et au Moyen-Orient, ou elles
semblent aujourd’hui endémiques (30). La premiére souche de PA dotée de cette
enzyme a été décrite en Colombie en 2006 (31). Bien que peu représentée chez PA
par rapport aux autres types de carbapénémases, son incidence est en

augmentation en Amérique et dans les Caraibes.

- 3 enzymes de la famille GES (B-lactamases de type A connues initialement pour
une activité BLSE), ont été identifiées comme ayant une activité carbapénémase

(bien que faible) sur des souches de PA : GES-2, GES-5, GES-18 (32)

Le support génétique de ces enzymes peut étre chromosomique comme plasmidique.

Les carbapénémases de classe A ont pour particularité d’étre totalement ou partiellement

inhibées, in vitro, par 'acide boronique et les inhibiteurs classiques de B-lactamases que sont

I'acide clavulanique et le TAZOBACTAM.

e C(lasse B : famille des métallo-B-lactamases
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Les carbapénémases les plus répandues et les plus significatives chez PA sont des métallo-f3-
lactamases (activité dépendante de la présence d’un cation divalent, le zinc pour la plupart).

Sept groupes ont été décrits chez PA :

IMP (active on IMIPENEM) :
Famille subdivisée elle-méme en 51 sous-groupes, dont 32 décrits chez PA, et
ayant une activité hydrolytique in vitro similaire
- VIM (Verona Integron-encoded Metallo-B-lactamase) :
Premiéere métallo- B-lactamase décrite chez PA, en 1997 (33), endémique en Italie
et en Grece.
23 variantes ont été identifiées chez PA
- SPM (Sao Paulo Metallo-B-lactamase)
- AIM (Australia imipenemase)
- GIM (German imipenemase)
- DIM (Dutch imipenemase)

- NDM-1 (New Delhi Metallo-B-lactamase) :

Mise en évidence initialement en 2008 sur des entérobactéries en Inde (34), la

premiere description chez PA date de 2011 (35).

Le support génétique de ce type de carbapénémases est le plus souvent plasmidique, et
associé au sein d’intégrons et de transposons, qui assurent la mobilité de ces génes, et donc

la transmission horizontale entre bactéries d’espéces différentes.

Les carbapénémases de classe B ont la particularité d’étre résistantes aux inhibiteurs de B-
lactamases, mais de voir leur activité inhibée par les chélateurs d’ions zinc que sont 'EDTA et

I'acide dipicolinique.

L'activité hydrolytique de cette famille de carbapénémase est effective sur I’'ensemble des B-
lactamines, a I’exception notable de 'AZTREONAM, avec une activité parfois moins marquée
sur la PIPERACILLINE. Insistons sur le fait que ce profil a I'antibiogramme n’a cours qu’en
I'absence d’autre mécanisme associé de résistance, enzymatique ou non, situation rare en

pratique clinique.
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e C(lasse C: famille des céphalosporinases

L'exposition aux B-lactamines, dont les carbapénémes, a pour conséquence l'induction de

I’hyperexpression du géne de la céphalosporinase chromosomique AmpC de PA.

Récemment, ont été observées des souches de PA productrices d’'une céphalosporinase
AmpC chromosomique mutante (résidu Alanine en position 105), ayant une activité

hydrolytique in vitro sur I'IMIPENEME (22).

Cependant, la significativité clinique de cette découverte reste a évaluer.

e C(Classe D : famille des oxacillinases

Deux représentantes des B-lactamases de classe D a activité carbapénémase ont été décrites

chez PA :

- OXA-40: Mise en évidence sur une souche espagnole en 2006, de support
plasmidique, et plus répandue chez Acinetobacter Baumannii (36)

- OXA-198 : Isolée en Belgique en 2011, de support plasmidique (37)

Les carbapénémases de classe D ne sont pas inhibées par I'acide clavulanique, mais exercent
une plus faible activité hydrolytique envers les céphalosporines, comparativement aux autres

B-lactamines. Celles-ci apparaissent donc relativement « épargnées » a I'antibiogramme.
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Tableau 2 : Phénotypes de résistance en fonction des mécanismes de résistance :

Antibiotique | TIC | TCC | PIP TZP CAZ | CPO | FEP ATM | MER/ | IMP
Mécanisme DOR

de résistance

Phénotype sauvage S S S S S S S S S S
Perte de porine OprD S S S S S S S S S/ /R
Efflux surexprimé (MexA/B, | R R S s S s S R S/ S
OprM)

Efflux surexprimé (MexC/D, | S S S S S R R S S S
Opr))

Efflux surexprimé (MexE/F, | S S S S S S S S S R

OprN) + perte de porine OprD

Pénicillinase plasmidique R I/R | I/R S/l S S S S S S
AmpC hyperproduite R R R R R S/R S/R R S S
BLSE de classe A R S/R | R S/R R R R R S S
BLSE de classe D R R R R R R R R S S
Carbapénémase de classe A R S/l | R S/l R R R R I/R I/R
Métallo-carbapénémase R R I/R I/R R R R S I/R I/R
Carbapénémase de classe D R R R R I/R I/R I/R S I/R I/R
BLSE de classe D + perte de | R R R R R R R R S/ I/R

porine OprD

S : sensible, | : intermédiaire, R : résistant, s : sensibilité diminuée




Tableau 3 : Classification des B-lactamases inductibles de PA, en fonction de leur classe

d’Ambler :

lasse d’Ambler

A

B

D

sérine-3- métallo-B-
B-lactamases lactamases lactamases Céphalosporinases Oxacillinases
décrites chez PA
Pénicillinase PSE-1, PSE-2 Oxacillinases a
TEM-1, TEM-2 spectre restreint

(OXA-1, OXA-2)

BLSE *+ TEM, SHV, PER, OXA-1, OXA-2,
VEB, GES, CTX- OXA-10, OXA-18
1, CTX-2

AmpC * AmpC

Carbapénémase *t GES-2, 5, 18, | IMP, VIM, SPM, | « céphalosporinases OXA-40, OXA-198
KPC AIM, GIM, DIM, | a spectre étendu » OXA-48?

NDM

1.1.5 Epidémiologie de la résistance de PA aux antibiotiques

* Support chromosomique

t Support plasmidique (transférable)

Les mécanismes de résistance de PA aux B-lactamines sont multiples et coexistent souvent

sur

une méme souche,

rendant possible

I’émergence de souches de PA dites

« multirésistantes ». Cette « multirésistance », bien que n’ayant pas été définie de facon

formelle dans la littérature (38), désigne le plus souvent des souches résistantes a plusieurs

classes thérapeutiques, dont les fluoroquinolones et les carbapénéemes.

Chez les entérobactéries comme chez PA, un lien a été mis en évidence entre la présence

d’'une carbapénémase et la résistance de la méme souche a de multiples classes

d’antibiotiques, comme les aminosides, les fluoroquinolones, les tétracyclines. Cette
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multirésistance s’explique, d’'une part par les mécanismes non-enzymatiques de résistance
précédemment décrits, qui touchent simultanément plusieurs classes antibiotiques, mais
aussi par la coexistence de différents genes de résistance chez ces mémes germes, déja soumis
a une pression antibiotique antérieure (39—41). La présence sur une souche d’une
carbapénémase devra donc faire suspecter et rechercher des résistances acquises associées a

des antibiotiques d’autres classes que les B-lactamines.

L'incidence de ces souches multirésistantes est en augmentation a I'échelle mondiale
(18,19,42), et est une source de préoccupation majeure (27). En dehors des pics épidémiques,
survenant ponctuellement dans des hopitaux et des régions sanitaires, qui sont autant de
témoins de la rapidité de la transmission horizontale des nouveaux genes de résistance, le
taux global de résistance de PA aux antibiotiques est désormais surveillé de prés par les

organismes de veille sanitaire.

A I'échelle européenne et francaise, aprés une dynamique similaire, la tendance inverse
s’observe sur les dernieres années, avec un taux de résistance de PA a la CEFTAZIDIME passant
en France de 26,2% a 17,1% entre 2004 et 2014, et un taux de résistance a I'IlMIPENEME
passant de 23,4% a 19,7% entre 2012 et 2014 (4), placant la France au 14®™ rang européen
en terme de pourcentage de souches de PA intermédiaires ou résistantes aux carbapénemes.
Les foyers d’endémie de PA « multirésistants » précédemment décrits s’observent toujours,
avec des taux respectifs de résistance de PA aux carbapénemes de 58,5%, 42,9%, 35,3% pour

la Roumanie, la Grece, et la Croatie (données EARS-Network 2014).

A I’échelle nationale, il existe des disparités concernant la sensibilité de PA en fonction de
parameétres cliniques ou démographiques. En effet, des données récentes de I’'ONERBA pour
I'lle de France en 2013 concernant les souches de PA responsables de bactériémies montrent
des taux de résistance légerement plus élevés (21,8% de résistance a 'IMIPENEME) (43). A
I'inverse, les données de 'ONERBA pour la région Nord-Pas-de-Calais semblent rapporter une

incidence plus faible de PA multirésistants (8% en 2013).

A l'échelle d’un méme service, le lien entre prescription de carbapénémes et taux de

résistance de PA aux carbapénémes est également démontré (44).
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Figure 1 : Taux de résistance de PA aux carbapénémes (souches « | » ou « R ») par pays de

I’Union Européenne (2014)
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Données EARS-Net 2014
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Figure 2 : Evolution de la résistance de PA aux antibiotiques en France de 2000 a 2013

Tableau 2.38 - Pseudomonas aeruginosa : évolution de la sensibilité (%) aux antibiotiques.

fable 2.38 - Pseudomonas aeruginosa: evolution of the susceptibility (%) to antibiotics (réseau REUSSIR, 2000

Antibiotique / Anfibioic 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

(Mombre de souches / Nstrains)  N=1917  N=1989 N=2361 N=5768 N=6287 N=6139 N=6899 N=5348 N=5688 N=5781 N=6405 N=4814 N=5975

Ticarcilline 63 61 65 58 60 61 63 61 60 59 62 58 80
Pipéracilline 8 76 19 80 79 80 81 79 80 79 81 81 81
(eftaridime 85 & 86 84 83 86 85 86 88 87 88 88 87
Imipénéme 85 85 83 81 82 84 &5 84 86 83 83 81 80
Gentamicine 45 47 50 64 68 70 75 80 81 80 82 17 81
Tobramycine 14 74 17 82 83 83 &5 86 &5 85 86 84 87
Amikacine 19 79 84 83 85 8 83 87 89 87 88 87 87
Fluoroquinolones 10 67 &9 70 n 69 74 1 n n n 70 1

= non disponible / not ovoilable

Source : ONERBA 2013

En 2004, I'analyse des souches provenant de 15 centres hospitalo-universitaires francgais a
montré un taux de sensibilité de PA de 62% pour la TICARCILLINE, de 78% pour la
PIPERACILLINE, de 78% pour la CEFTAZIDIME, de 83% pour I'IMIPENEME et de 68% pour la
CIPROFLOXACINE (45).

Dans une étude multicentrique frangaise de 2013 comparant 204 souches de PA prélevées
chez des patients atteints de mucoviscidose, 40% avaient un profil de résistance non basal. La
répartition de ces mécanismes de résistance acquise était la suivante : dérépression de la
céphalosporinase de type AmpC 61%, acquisition de nouvelle pB-lactamase 14%,
hyperexpression de pompes d’efflux 89%, perte de porine 54%, ces résultats mettant en
lumiére la coexistence fréquente de plusieurs mécanismes acquis chez une méme souche. En
2007, Hocquet et al. ont ainsi montré I'accumulation de 7 de ces mécanismes sur une méme
souche, sans que celle-ci ne s"accompagne d’une diminution de la virulence de la souche (46).
Autre témoin de Il'accumulation chez une méme souche de mécanismes multiples,
Castanheira et al. ont montré en 2013, dans une étude multicentrique sur 14 pays européens

évaluant des souches cliniques de PA résistantes au DORIPENEME, 94,9% de perte de porines
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D2, 44,4% d’AmpC hyperproduite, 25,6% de métallo- B-lactamases (souches provenant de

zones d’endémie), et 20,1% de mécanismes d’efflux (47).

Il est a noter que la multirésistance de PA semble surreprésentée dans les services de
réanimation : Taux d’incidence des souches multirésistantes de 14,5/1000 séjours (contre
incidence globale de 1,24/1000 hospitalisations) en 2013 (Données ONERBA), taux de
sensibilité des souches a la TICARCILLINE significativement plus bas que pour les autres

services (réseau REUSSIR 2013).

Des études rétrospectives ont cherché a mettre en évidence des facteurs de risque

d’infection a PA résistant aux carbapénémes en réanimation (48-50) :

L’exposition préalable aux carbapénémes ou aux céphalosporines a large spectre, un séjour
préalable en réanimation, la durée de séjour en réanimation, et la présence de dispositifs
invasifs (sonde urinaire) semblent ressortir comme facteurs associés a la multirésistance. A
I’échelle d’'un méme centre, une corrélation étroite semble s’observer entre la consommation

de carbapénemes et la résistance des souches de PA aux carbapénemes (51).

1.1.6 Multirésistance et pronostic

Il a été observé, chez les entérobactéries, au sein méme de la sous-population des germes
producteurs de KPC, une différence de virulence entre deux sous-types de carbapénémases
de type KPC (blakpc-2 et blakecs), avec notamment, I'association pour 'un des deux sous-
groupes a la résistance aux aminosides (52). Cette constatation appuie le fait que la présence
d’une résistance acquise enzymatique, qui plus est de spectre étendu, est un facteur de

virulence propre pour le germe.

L’hospitalisation en réanimation fait partie des facteurs de risques suspectés de développer
une infection a PA multirésistant, et cette multirésistance a été montrée comme associée a
un moins bon pronostic (augmentation de la mortalité, de la durée de séjour, du risque de

bactériémie secondaire, dégradation des scores fonctionnels a long terme) (49).
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L'émergence de la multirésistance de PA est responsable directement de 440 décés par an

aux Etats-Unis (27).

Deux études récentes, portant sur plusieurs centaines de patients, ont montré que les
infections a PA producteurs de métallo-B-lactamases étaient associées a un taux de mortalité
plus élevé que celles dues a une souche sauvage (17,3/1000 vs 11,8/1000, RR 1,55, IC 95% :
1,06-2,27), et que la résistance a I'IMIPENEME était un facteur indépendamment associé a

une surmortalité (31,1% vs 16,7%, RR : 1,86, IC 95% : 1,38-2,51)(53,54).

Sur le plan médico-économique, l'impact péjoratif de la majoration des codts
d’hospitalisation liée directement a la multirésistance est bien démontré, aussi bien pour les

entérobactéries (55), que pour PA (56).

1.1.7 Lecture interprétative de I’antibiogramme :

Le but de I'antibiogramme est de dépister les résistances acquises. PA étant une espeéece
spontanément résistante a de nombreux antibiotiques, les molécules d’intérét a tester sur
une souche de PA sont donc encadrées par des recommandations du Comité de
I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (SFM), en accord avec I'EUCAST

(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) (Tableau 1) (14):

L'antibiogramme permet de classer, par la méthode des disques d’inhibition, par diffusion en
milieu gélosé (gélose de Mueller-Hinton (MH)), la souche comme sensible (S), intermédiaire
(), ou résistante (R) a chaque molécule, selon les diametres critiques, aprés incubation a

35+29C, pendant 2014 heures.

34



Figure 3 : Antibiogramme d’une souche de PA de profil sauvage (souche de contréle ATCC

27853):

(Choix des disques plus large que ceux recommandés par le CA-SFM)

Mérens, 2012

La lecture interprétative de I'antibiogramme permet au bactériologiste clinicien de
suspecter, en fonction du phénotype observé, des mécanismes principaux de résistance

(tableau 3), qui seront confirmés ou infirmés par des tests supplémentaires, ainsi par exemple

- Une résistance isolée a 'IMIPENEME fera suspecter la présence d’'une perte de
porine D2. L’évaluation quantitative du diamétre d’inhibition fera suspecter la
présence d’un autre mécanisme associé.

- Une diminution de sensibilité isolée a la TICARCILLINE ou a 'AZTREONAM fera
suspecter la présence d’un systeme d’efflux de type MexA-B-OprM. Une différence
de diametre de 4 mm entre le disque d’AZTREONAM et de CEFTAZIDIME a été
proposée comme critere diagnostique. Ce mécanisme pourra aussi étre suspecté
en cas de résistance isolée (et de faible niveau) aux fluoroquinolones et a un

carbapénéme, sans atteinte des autres molécules de la classe.
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- La présence d’une pénicillinase sera suspectée en cas de résistance isolée a la
TICARCILLINE, voire de moindre niveau a la PIPERACILLINE

- La présence d’une céphalosporinase AmpC déréprimée (mécanisme de résistance
principal de PA aux céphalosporines anti-pseudomonas) se traduira par une
résistance a toutes les B-lactamines, y compris la CEFTAZIDIME. Un diamétre
d’inhibition a I’AZTREONAM supérieur a celui de la CEFTAZIDIME, associé a un
diametre d’inhibition a la TICARCILLINE supérieur a celui de la PIPERACILLINE sera
un profil fortement évocateur.

L'absence de synergie avec les inhibiteurs de B-lactamase comme I'acide

clavulanique permettra parfois de différencier ce profil d’'une activité BLSE.

- Une souche montrant d’emblée une résistance a I'’ensemble des B-lactamines, y
compris les carbapénemes, sera suspecte de carbapénémase. Le fait que la
sensibilité a '’AZTREONAM soit épargnée est un élément d’orientation vers une

métallo-carbapénémase.

La lecture interprétative peut étre réalisée par des systémes automatisés, mais cette
technique semble montrer des limites, notamment concernant PA, et ne remplace pas

I'interprétation du bactériologiste clinicien (57).

Une limitation majeure de cette technique, en plus du niveau d’expertise requis pour une
telle interprétation, est son efficacité limitée en cas de coexistence de plusieurs mécanismes
de résistance sur une méme souche, situation trés fréquente. Il est alors nécessaire de faire
appel a des tests complémentaires, afin de permettre au clinicien de dépister précocement
les souches productrices de BLSE ou de carbapénémase, présentant un risque épidémique

immédiat.

1.2. Tests des mécanismes de résistance aux carbapénéemes :

En cas de suspicion a la lecture de I'antibiogramme de présence d’un de ces mécanismes de
résistance, ou de toute diminution de sensibilité aux carbapénémes, intrinséquement
suspecte, des explorations complémentaires doivent étre menées. Différents tests ont été
développés, dans le but de décrire précisément les mécanismes expliquant le phénotype de

résistance d’une souche.
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1.2.1 Phénotypiques

e Tests d’inhibition « simples » :

- Test d’inhibition par la CLOXACILLINE :

La CLOXACILLINE est, a fortes doses, un inhibiteur des céphalosporinases (B-lactamases de
classe C). Elle peut étre utilisée pour dépister la présence d’'une AmpC déréprimée. La
réalisation d’un antibiogramme sur un milieu gélosé imprégné de CLOXACILLINE (500 ou 1000
ug/mL) permet de détecter les souches productrices, et de s’affranchir de ce mécanisme en

cas de phénotype de résistance complexe.

L'activité hydrolytique de la céphalosporinase de type AmpC de PA étant maximale sur
I"IMIPENEME par rapport au MEROPENEME et au DORIPENEME (58), c’est sur cette molécule

gue l'effet est le plus attendu.

- Test de synergie entre I'acide clavulanique et la CEFTAZIDIME : recherche de BLSE

Trés souvent en présence d’une BLSE, la synergie avec les inhibiteurs de B-lactamase ne
s’observe que rarement sur I'antibiogramme standard. La réalisation d’un test de synergie
entre un disque de CEFTAZIDIME et un disque contenant de I'acide clavulanique, donnant un
aspect dit de « bouchon de champagne », permet de sensibiliser la détection de BLSE de classe
A (La synergie n’étant que peu observée pour les BLSE de classe D, leur identification nécessite

d’autres méthodes diagnostiques).

La réalisation de ce test sur milieu contenant de la CLOXACILLINE permet de s’affranchir de

I'activité confondante d’une éventuelle AmpC hyperproduite.
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Figure 4 : Test de dépistage de BLSE positif (synergie CEFTAZIDIME-acide clavulanique) :

souche 17 :

- Test d’inhibition par 'EDTA :

L'Ethyléne Diamine Tétra-Acétique (EDTA), est un chélateur d’ions zinc, inhibiteur des
métallo-enzymes, qui représentent la classe de carbapénémases la plus répandue chez PA. La
comparaison des diamétres d’inhibition entre des disques d’antibiotiques avec et sans EDTA
constitue un moyen de dépistage de ces métallo-carbapénémases. La sensibilisation par

I’'EDTA peut également étre utilisée dans le cadre de mesure de la CMI par bandelette E-test®.

En utilisant la méthode des disques d’inhibition, Pitout et al. ont montré une bonne
sensibilité et une bonne spécificité de ce test avec pour seuil de positivité une augmentation
de diametre pour 'lMIPENEME et/ou pour le MEROPENEME supérieure ou égale a 7 mm (59).
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D’autres inhibiteurs des métallo-B-lactamases comme [I'acide dipicolinique, I'acide
mercaptopropionique, I'acide mercaptoacétique, le mercaptoéthanol peuvent également

étre utilisés (60).

- Test d’inhibition par I’acide boronique :

L’acide boronique est un inhibiteur des B-lactamases de classe A, mais exerce également une
activité inhibitrice sur les céphalosporinases de type AmpC. Associé a la sensibilisation par la

CLOXACILLINE, il pourrait permettre de dépister les carbapénémases de classe A.

- Test d’inhibition de I'efflux :

La Phénylalanine-Arginine Beta-Naphtylamide (PABN), est un inhibiteur dose-dépendant
bien étudié des pompes d’efflux actif de la paroi externe des bactéries Gram-négatives (61), il
semble discriminant pour dépister les souches hyperproductrices d’efflux en comparant les

CMI entre géloses sans et avec PABN a la concentration de 50 pg/mL (62).

e Tests combinés:

Devant les limites des méthodes phénotypiques simples, différents tests combinés,
mélangeant les inhibiteurs, ont été commercialisés, proposant des algorithmes diagnostiques

permettant d’inférer le mécanisme de résistance d’une souche.

e Tests enzymatiques :

Différant des tests combinés utilisant des inhibiteurs, le Carba NP test®, commercialisé en
2012, est basé sur la détection biochimique de I’hydrolyse du noyau B-lactam de I'lMIPENEME
(témoin de la présence d’une activité carbapénémase), révélée par une variation de pH
induisant un changement de couleur. Il permet un diagnostic rapide (environ 1 heure)(63,64)

de I'ensemble des carbapénémases.

1.2.2 Génotypiques :
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Ces méthodes représentent le Gold Standard actuel pour le diagnostic des carbapénémases

connues.

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique de réplication ciblée in vitro
permettant d’obtenir, a partir d’'un échantillon complexe et peu abondant, d’importantes
guantités d’un fragment d’ADN spécifique (les amorces prédéfinies bornant la séquence a
amplifier), révélé aprés migration sur un gel d’électrophorése. Elle constitue la méthode de
référence utilisée pour confirmer la présence d’un gene de carbapénémase sur une souche.
Dans sa version dite « multiplex » (utilisation concomitante de plusieurs amorces), elle permet

de rechercher plusieurs de ces génes sur un méme gel.

La limite de la PCR, outre son co(t, I'expertise nécessaire a sa réalisation, et le délai avant
obtention des résultats (24 a 48 heures), réside principalement dans le fait qu’elle ne permet
de mettre en évidence que des séquences géniques déja connues, or de nouvelles
carbapénémases sont régulierement découvertes, et de multiples variations alléliques sont

décrites pour chacune.

De multiples méthodes diagnostiques génotypiques dérivées de la PCR et ayant pour but
d’augmenter la sensibilité de détection, et la vitesse d’obtention des résultats, ont été

développées.

Une autre technique génotypique, plus ancienne, le test d’hybridation, ou Southern Blot,
peut permettre ce dépistage. Apres section de I’ADN bactérien total par une enzyme de
restriction, et migration sur un gel d’électrophorése, un transfert sur feuille de nylon des
fragments de restriction obtenus est réalisé par capillarité. Une hybridation est alors possible
avec une sonde marquée complémentaire du fragment d’ADN recherché, et révélée (65).
Cette technique permet également, via les marqueurs de taille, de localiser le support
génétique du géne, et d’affirmer sa fréquente localisation plasmidique. L'intérét relatif de
cette technique par rapport a la PCR réside dans sa plus grande sensibilité. Elle n’est en effet
gue peu impactée par les mutations ponctuelles survenant sur les promoteurs des genes de

carbapénémases.

1.3. Enjeux du diagnostic rapide

40



En pratique clinique, et particulierement en service de réanimation ou les souches
multirésistantes sont sur-représentées, la recherche de carbapénémase peut avoir lieu dans

deux situations :

- Le dépistage, chez un patient a risque : antécédent d’exposition ou provenance
d’une zone d’endémie

- La suspicion clinique, devant une souche responsable d’une infection, et dont le
profil de I'antibiogramme montre une sensibilité diminuée a une ou plusieurs

carbapénémes.

Dans ces 2 cas, la mise en évidence d’une carbapénémase a deux conséquences immédiates

sur la prise en charge :

- Al'échelle individuelle : I'optimisation de la stratégie antibiotique

- Al'échelle du service : Prévention des épidémies

1.3.1. Al’échelle individuelle : optimisation de la stratégie antibiotique :

La résistance naturelle de PA, et la multiplicité des mécanismes de résistance acquis sont
responsables d’inadéquations thérapeutiques, grevant le pronostic d’infections le plus
souvent séveres. En outre, les souches productrices de carbapénémases ont un profil
multirésistant, la sensibilité aux autres classes antibiotiques étant souvent affectée. La mise
en évidence d’une carbapénémase doit donc faire suspecter des résistances associées aux
autres classes d’antibiotiques, notamment aux fluoroquinolones et aux aminoglycosides.
L'intérét de définir au plus vite une stratégie antibiotique efficace sur ces souches est donc

majeur.

- Dans la situation d’une infection a souche résistante a un ou plusieurs
carbapénémes alors que plusieurs autres antibiotiques sont encore actifs, le choix
de l'antibiothérapie sera guidé par la CMI, l'urgence ne pouvant attendre les
résultats de I'étude phénotypique (et encore moins génotypique) précise du

mécanisme de résistance.
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- Dans la situation d’une infection a souche multirésistante, voir toto résistante, y
compris aux carbapénémes, |'exploitation des sensibilités collatérales est une
réponse possible (66). Cette stratégie réside sur le choix d’une thérapie anti-
infectieuse ciblée par les résultats de I’antibiogramme sur plusieurs classes d’anti-
infectieux : Certaines associations synergiques, pouvant faire appel a des
molécules auxquelles PA est résistant en monothérapie comme la RIFAMPICINE ou
la VANCOMYCINE, peuvent nécessiter une connaissance du mécanisme de
résistance (61,67), d’ou lintérét potentiel dans ces situations, de tests

complémentaires.

A I’échelle individuelle, en dehors de ces situations de multi- ou toto-résistance, les tests

phénotypiques n’ont donc qu’une place limitée.

1.3.2. Al'échelle du service : Prévention des épidémies :

- Mesures d’isolement et d’hygiene
- Recherche de la souche de contamination

- Dépistage des patients de 'unité

Les mécanismes de résistance non-enzymatiques, issus d’une réaction intrinseque de la
bactérie a un stimulus extérieur (la pression antibiotique), ont un support génétique
chromosomique, présent a I'état basal sur la bactérie. Ce trait de résistance aux
carbapénémes n’est donc pas transférable a d’autres bactéries, a contrario de la plupart des

genes des carbapénémases, et donc non justiciable de procédures d’isolement particulieres.

L'hyperexpression d’AmpC, de support chromosomique, et présente a I'état basal chez PA,
responsable, lorsqu’elle est associée a un mécanisme d’efflux ou d’imperméabilité, de
résistance aux carbapénémes, rentre dans cette premiere catégorie, bien que représentant

un mécanisme enzymatique de résistance.

La découverte de nouvelles carbapénémases se fait le plus souvent a I'occasion d’un pic
épidémique, témoin de la forte transmissibilité horizontale de ces genes, et de la nécessité

d’adopter des mesures rapides et efficaces pour la prévenir.
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Témoin de I'importance de la problématique posée par la diffusion des carbapénémases a
I’échelle nationale, la circulaire N°DGS/RI/DGOS/PF/2010/413 du 6 décembre 2010 relative a
la mise en ceuvre de mesure de contréles des cas importés d’entérobactéries productrices de
carbapénémases, du Ministere de la Santé, stipule que « toute diminution de la sensibilité aux
carbapénémes sur I'antibiogramme doit conduire a une analyse moléculaire de la résistance ».

Il n’existe pas a ce jour de texte similaire concernant PA.

L’absence de recommandations a I’heure actuelle peut s’expliquer de plusieurs fagons : Tout
d’abord, la structure méme de PA, lui permettant de développer des mécanismes de
résistance intrinseques a I’'ensemble des classes thérapeutiques, rend I'acquisition d’enzymes
hydrolytiques non nécessaire a sa résistance, y-compris aux carbapénemes. D'autre part, PA
ne constitue pas, a l'inverse des entérobactéries, une part importante du microbiote
intestinal. Son implication dans le portage chronique de germes multirésistants est donc
probablement moindre. Enfin, le comportement in vitro de PA est différent de celui des
entérobactéries, et I'inhibition de I'action des carbapénémases est plus difficile a mettre en
évidence chez PA, en partie du fait de sa faible perméabilité membranaire constitutive, et de

la fréquence d’autres modes de résistance aux carbapénemes.

Il est donc important pour le clinicien, pour le microbiologiste, et pour le médecin hygiéniste,
de connaitre les forces et les limites des différentes méthodes de détection disponibles, afin

de déterminer la stratégie a adopter pour dépister efficacement les germes multirésistants.

1.4 Rationnel et objectifs de I'étude :

De nombreuses études ont cherché a évaluer la fiabilité de ces différents tests sur I’ensemble
des bactéries Gram négatives (68), ou spécifiquement sur les entérobactéries, espece la
premiére concernée par I'’émergence de carbapénémases, mais dont le profil basal de

résistance et le comportement in vitro sont différents de PA.

De plus, un grand nombre de ces études a inclus des souches présélectionnées, génotypées,
pour lesquelles la présence d’une carbapénémase était connue a priori, ce qui ne correspond

pas a la situation réelle.
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Notre objectif principal a été d’évaluer la qualité et I'apport diagnostiques d’'un ensemble de
tests phénotypiques de recherche de carbapénémase sur des souches de PA. Nous avons donc
voulu nous placer du point de vue du clinicien non expert, et tester des souches cliniques, dont
I'antibiogramme standard mettait en évidence une diminution de sensibilité aux
carbapénémes, afin de confronter les résultats de ces tests aux résultats de I’analyse

génotypique.
Nos objectifs secondaires étaient les suivants :

- avoir un apercu épidémiologique de la part respective des différents mécanismes
de résistance aux carbapénémes sur une population multicentrique de souches
cliniques de PA de réanimation en France

- évaluer les performances diagnostiques de ces tests, en incluant dans I'analyse des
témoins positifs.

- évaluer les performances de tests diagnostiques phénotypiques des autres

mécanismes de résistance chez PA (BLSE)

2. Matériel/Méthode

2.1 Organisation de la recherche :

Les manipulations et les tests phénotypiques et génotypiques de confirmation ont été
réalisés dans le laboratoire Aquitaine Microbiologie de I'Université de Bordeaux (UM CNRS
5234), dirigé par le Dr M’Zali, avec I'aide d’Audrey Payet, ingénieure en microbiologie. Il m’a
été offert 'opportunité de réaliser moi-méme une partie des manipulations par le Pr Boyer et

le Pr Gruson, du service de réanimation médicale du CHU de Bordeaux (service du Pr Hilbert).

Les premiéres étapes d’isolement des souches, d’identification et de sélection,
d’exclusion des souches redondantes avaient été réalisées dans le cadre d’un projet précédent
s’intéressant aux mesures des CMI des différents carbapénémes, conduit par le Dr Suzanne

Champion.
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Les PCR ont été réalisées dans le laboratoire de microbiologie fondamentale et
pathogénicité de I'Université de Bordeaux (UMR-CNRS 5234), sous la direction du Pr

Véronique Dubois.

2.2 Origine des souches de PA :

Cette étude est une étude ancillaire du protocole hospitalier de recherche clinique (PHRC)
Dynapyo, étude de cohorte prospective réalisée de Février a Octobre 2009 dans 10 services
de réanimation de 8 hoépitaux frangais, ayant mis en évidence des facteurs de risque
individuels et environnementaux d’acquisition de PA en réanimation, tels que la colonisation,
la durée de ventilation mécanique, I'antibiothérapie préalable, la contamination des points

d’eau, ou le nombre d’interventions infirmieres (69).

La recherche systématique d’acquisition de PA a permis l'inclusion sur ces 8 centres de 1510
souches cliniques de PA, isolées par écouvillonnage nasal ou rectal, examen
cytobactériologique des crachats, aspiration trachéale, écouvillonnage de cathéter ou

hémoculture. 1201 étaient responsables d’une colonisation, et 309 d’infection patente.

Un antibiogramme était réalisé dans le laboratoire de bactériologie de la ville de préléevement
par la méthode des disques, et les souches catégorisées (sensibles « S », intermédiaires « | »
ou résistantes « R ») selon les seuils critiques recommandés a I'époque de l'inclusion par le

Comité de I’Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CA-SFM).

Toutes ces souches étaient génotypées par électrophorése en champ pulsé (PFGE), et toutes
les souches étaient conservées a -80°C. Les souches étaient recueillies apres accord des

comités éthiques locaux, et conservées congelées a Bordeaux, centre coordonnateur du PHRC.

Les souches de 3 des 8 centres d’inclusion (Besancon, Bordeaux et Tourcoing) ont été

utilisées apres accord des responsables administratifs respectifs, soit un total de 326 souches.

2.3 Critéres d’inclusion et d’exclusion :
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Les souches de PA présentant une résistance a 'lMIPENEME ou au MEROPENEME selon les

conclusions de I'antibiogramme (« | » ou « R ») étaient incluses.
Les souches redondantes étaient exclues. La redondance était définie comme la présence :

- Sur deux souches retrouvées chez le méme patient, du méme profil génotypique
et phénotypique

- Sur deux souches retrouvées chez deux patients d’'une méme réanimation, du
méme génotype et du méme antibiogramme, témoignant d’une trés probable

transmission croisée.

Dans ces situations, la souche considérée comme la plus pertinente cliniqguement était

sélectionnée.

Deux souches retrouvées chez le méme patient, présentant le méme génotype mais un
phénotype différent, étaient considérées comme non redondantes et incluse toutes les deux,

car posant deux problématiques différentes au clinicien.

Chaque souche incluse était soumise aux mémes analyses :

- Lecture interprétative de I'antibiogramme par un microbiologiste clinicien

- Recherche des mécanismes de résistance par tests phénotypiques, simples et
combinés

- Analyse génotypique (PCR), confirmée si besoin par technique d’hybridation

(Southern Blot)

2.4 Tests diagnostiques phénotypiques :

2.4.1 Lecture interprétative de I'antibiogramme :

Les données de I'antibiogramme par la méthode des disques étaient analysées par 2

microbiologistes cliniciens. Un « profil» de résistance, pouvant contenir plusieurs
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mécanismes différents, était inféré pour chaque souche, en fonction de I'analyse des
différents diameétres mesurés pour chaque antibiotique. Les souches suspectes de

carbapénémases étaient classées comme « suspectes ».

2.4.2 Tests phénotypiques simples :

e Sensibilisation par la CLOXACILLINE :

Le rationnel de ce test réside dans le fait que seule I'association d’une AmpC hyperproduite
et d’une perte de porine D2 peut rendre une souche de PA résistante aux carbapénémes. La
restauration de la sensibilité (augmentation du diamétre d’inhibition) via un inhibiteur de

cette céphalosporinase chromosomique peut donc permettre de conclure sur le mécanisme.

Différentes modalités de sensibilisation par la CLOXACILLINE ont été décrites dans la
littérature : Comparaison de diametre avec disques pré-imprégnés (70), modification de la

CMI ou du diametre sur gélose de MH imprégnée de CLOXACILLINE (71,72)

Afin de dépister les souches productrices, le diameétre d’inhibition de I'IMIPENEME pour
chaque souche a été comparé sur gélose de MH simple et sur gélose imprégnée de
CLOXACILLINE a 400 pg/mL. Une augmentation de diamétre supérieure ou égale a 5 mm était

considérée comme positive (72).

47



Figure 5 : Test a la CLOXACILLINE négatif : absence d’augmentation du diamétre sur gélose

contenant de la CLOXACILLINE (souche porteuse d’une carbapénémase de classe B : VIM) :

MH sans CLOXACILLINE

MH avec CLOXACILLINE

e Sensibilisation par 'EDTA :

La sensibilisation par 'EDTA, évocatrice de la production par la souche d’'une métallo-$-
lactamase, était évaluée en comparant les diameétres d’inhibition de disques d’'IMIPENEME et
de MEROPENEME seuls, aux diametres mesurés pour des disques d’'IMIPENEME et de
MEROPENEME implémentés d’EDTA (10 pL de solution d’EDTA a 200 millimolaire), sur gélose
MH. Linhibition était considérée comme effective si constatée pour I'IMIPENEME et le

MEROPENEME, avec une différence de diamétre supérieure ou égale a 7 mm.
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Figure 6 : test de sensibilisation a 'EDTA : Augmentation de diamétre pour I'lMIPENEME et
le MEROPENEME sur disques imprégnés (en bas) (souche porteuse d’'une carbapénémase de

classe B : VIM) :

e Recherche de BLSE :

La recherche de synergie entre un disque de CEFTAZIDIME et un inhibiteur de B-lactamase,
I'acide clavulanique (aspect en « bouchon de champagne ») était effectuée pour chaque

souche, sur gélose MH imprégnée de CLOXACILLINE.

En effet, I'acide clavulanique étant un inducteur de céphalosporinase, la synergie peut étre

difficile a visualiser si la souche est hyperproductrice d’AmpC.

En cas de doute sur la présence ou pas d’une synergie, le test était répété jusqu’a obtention

d’un résultat sans équivoque.

e Test d’augmentation de la CMI par PABN :

Les CMI en milieu solide étaient déterminées pour chaque souche sur gélose de MH sans et

avec PABN a la concentration de 32 mg/L.
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2.4.3 Tests phénotypiques combinés :

e OLiofilchem® KPC&MBL disc kit (Liofilchem® srl, Italie):

Ce combo-test utilise la méthode des disques, en combinant les inhibiteurs pour plus de
sensibilité. Les diametres de disques de MEROPENEME seul ou implémenté: d’acide
dipicolinique (inhibiteur des carbapénémases de classe B, métallo- B-lactamases), d’acide
boronique (inhibiteur des carbapénémases de classe A), de CLOXACILLINE (inhibiteur d’AmpC),
sont comparés, et le diametre d’inhibition de la TEMOCILLINE utilisé en cas de suspicion de
carbapénémase de classe D (oxacillinase). Un algorithme décisionnel permet d’évoquer 4
types de mécanisme de résistance : carbapénémase de type KPC (classe A), métallo-
carbapénémase, mécanisme autre (AmpC hyperproduite + perte de porine ou efflux actif), et

enfin carbapénémase de classe D (OXA-48 like), en cas de résistance a la TEMOCILLINE.

Figure 7 : Algorithme d’interprétation du test ©OLiofilchem® KPC&MBL disc kit (données

fournisseur) :

Interpretative Table. Synergy of meropenem with carbapenem inhibitors for confirmation of CRE.

Increase in inhibition zone of meropenem with the following inhibitor _
: s T . — Temocillin

Phenylboronic acid Dipicolinic acid Cloxacillin (TMO)* B-lactamases
(MR+BO) (MR+DP) (MR+CL)
=4 mm <5 mm <5 mm KPC
<4 mm =5 mm <5 mm MBL

>4 mm AND <5mm >5mm AmpC + porin loss or efflux

<4 mm <5 mm <5 mm <11 mm OXA-48-like

*Temocillin susceptibility test is recommended only in cases where no synergy is detected.

e Mastdiscs ™ Carbapenemase Detection Set® (D70C) (MAST diagnostics,

Grande Bretagne) :

Ce test utilise le méme principe que le test précédent, avec comparaison des diamétres
d’inhibition de disques contenant 10 pg de carbapénéme seul (disque A) a des disques
contenant le méme dosage, auxquels sont adjoint respectivement un inhibiteur de métallo-

carbapénémase (disque B), un inhibiteur de KPC (disque C), un inhibiteur d’AmpC (disque D).
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La souche est ainsi classifiée :

- MBL-positive si le disque B est supérieur ou égal de 5 mm par rapport au disque A,
et que les diametres des disques C et D ne sont pas supérieurs de plus de 3 mm au
disque A.

- KPC-positive si le disque C est supérieur ou égal de 4 mm par rapport au disque A,
et que les diametres des disques B et D ne sont pas supérieurs de plus de 2 mm au
disque A.

- AmpC-positive avec perte de porine si les disques C et D sont supérieur ou égal
respectivement de 4 mm et 5 mm par rapport au disque A, et que le diameétre du

disque B n’est pas supérieur de plus de 2 mm au disque A.

e Mastdiscs ™ CAT-ID™ - Carbapenemase Screening Disc (MAST diagnostics,

Grande Bretagne) :

Ce test utilise les propriétés phénotypiques du FAROPENEME, carbapénéme non
commercialisée en France. L'interprétation, visuelle, s’intéresse au diamétre d’inhibition
mesuré autour d’un disque imprégné de FAROPENEME : L’absence de zone d’inhibition est
indicatrice de I'activité carbapénémase de type A ou B (KPC ou MBL par exemple), la présence
d’une zone d’inhibition claire est indicatrice de I’absence d’activité carbapénémase, la
présence d’un « double halo » (présence de colonies dans la zone d’inhibition est indicatrice

de la présence d’OXA-48 (oxacillinase).
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Figure 8 : Test Mastdiscs ™ CAT-ID™ : Absence de carbapénémase a gauche (souche 23),

présence de métallo-carbapénémase (VIM) a droite (témoin positif) :

f

2.4.4 Tests phénotypiques enzymatiques

e Rapidec® Carba NP-test (bioMérieux SA, France) :

Ce test est basé sur la mise en évidence de I’hydrolyse d’un carbapénéme par les bactéries
productrices de carbapénémase. Cette hydrolyse se traduit par I'acidification du milieu,
entrainant le virage d’un indicateur pH. Aprés une phase de lyse des bactéries permettant
I'extraction de I'enzyme, le lysat est ajouté a une solution de révélation contenant de
I"IMIPENEME (substrat de la carbapénémase), du rouge de phénol (indicateur pH), du zinc
(nécessaire a l'activité des métallo-carbapénémases). Aprés un maximum de 2 heures
d’incubation, la lecture est effectuée visuellement, par comparaison des couleurs du puit
témoin et de celui contenant le mélange, le virage s’opérant du rouge ou rouge-orangé (puit

témoin), vers 'orange ou le jaune, en cas de positivité.
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Figure 9 : Rapidec® Carba NP-test : Témoin positif en haut (virage du puits test au jaune-

orangé), test négatif en bas (souche 16)

émoin positif (souche VIM)

Puit témoin

‘est négatif (souche 16)

2.5 Analyse génotypique de confirmation :

2.5.1 Polymerase Chain Reaction (PCR) :

Les genes des principales carbapénémases décrites chez PA (VIM, IMP, NDM-1, KPC, OXA-48,
GES) étaient recherchés pour chaque souche par PCR Multiplex, de méme que les génes de

BLSE les plus fréquents (TEM SHV, OXA, CTX1, CTX2, CTX9, PER, VEB, GES).

Les ADN de chaque souche étaient extraits et vérifiés, les ARN étaient testés, et chaque géne

était testé en présence d’un témoin positif et d’'un témoin négatif.

En cas de doute sur un des gels, ou de non-migration du témoin positif, la PCR était répétée,

jusgu’a obtention d’un résultat sans équivoque.

2.5.2 Tests d’hybridation (Southern Blot) :
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L'absence de géne de carbapénémase était confirmée par tests d’hybridation, sur sonde
marquée a la DIGOXIGENINE (Roche Diagnostics, Allemagne). Les génes des carbapénémases

VIM et IMP étaient ainsi recherchés par cette méthode.

2.6 Analyse de concordance des résultats

Les résultats des différents tests étaient comparés a I'analyse génotypique. La sensibilité et

......

Afin de faciliter I'analyse statistique, et devant la faible prévalence attendue de
carbapénémases, 2 souches controles de PA étaient incluses dans I'analyse, servant de témoin
positif. Ces souches cliniques, issues du CHU de Bordeaux, étaient porteuses d’une métallo-
carbapénémase de type VIM, prouvée a la PCR. Elles étaient soumises aux mémes tests
phénotypiques de dépistage de carbapénémase que les autres souches incluses, afin de

pouvoir déterminer des valeurs prédictives positives et négatives.

3. Résultats

3.1 Description des souches incluses :

Au total, 326 souches de PA avaient été recueillies et étudiées sur les 3 centres. Apres
décongélation, seules 272 ont pu étre réensemencées.
Parmi celles-ci, 47 souches issues de 31 patients répondaient aux criteres d’inclusion et

d’exclusion : 11 souches provenant de Bordeaux, 17 de Tourcoing, et 19 de Besancon.

Parmi les 47 souches étaient retrouvés 24 génotypes différents : 12 génotypes étaient

retrouvés chez une seule souche chacun, 6 génotypes présentaient 2 phénotypes différents,
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2 génotypes présentaient 3 phénotypes différents, 3 génotypes présentaient 4 phénotypes

différents, et 1 génotype présentait 5 phénotypes différents.

Ces souches étaient pour la plupart (42, soit 89,4%) a l'origine de colonisation

(écouvillonnage rectal : 18 (38,3%), pharyngé : 7 (14,9%), sécrétions bronchiques : 17 (36%)).

Seules 5 (10,6%) étaient responsables d’infections patentes : 2 (4,3%) d’infection pulmonaire,

2 (4,3%) d’infection liée a un cathéter, 1 (2,1%) de bactériémie.

Figure 10 : Diagramme de flux :

54 cultures non viables

326 souches de PA

(-

272 souches

218 souches sensibles
a I'MIPENEME et au

MEROPENEM

|

54 souches/24
génotypes

4 souches
redondantes, 3
souches non
disponibles

l

47 souches de PA, 24
génotypes
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Figure 11 : Contexte clinique d’origine des souches incluses :

Origine des souches

17
36%
2 = colonisation rectale
4% N .
colonisation bronchique

4% = colonisation oro-pharyngée
1 m infection sur cathéter
2%

pneumopathie

bactériémie

39%

3.2 Résultats de la lecture interprétative de I’antibiogramme

Sur les 47 souches, a la suite de la lecture des diametres, 14 (29,8%) étaient considérées
comme suspectes de carbapénémases, 32 (68,1%) étaient suspectes de perte de porine D2,
10 (21,3%) étaient suspectes d’AmpC hyperproduite, 10 (23,1%) étaient suspectes de

mécanisme d’efflux, 6 (12,8%) étaient suspectes de pénicillinase.

3.3 Résultats des tests phénotypiques

e Recherche de céphalosporinase déréprimée :

Sur les 47 souches incluses, I'augmentation moyenne de diameétre par la CLOXACILLINE était
de 7,67mm. En utilisant le seuil de 5 mm, le test d’inhibition par la CLOXACILLINE était positif
pour 33 souches (70,2%), faisant suspecter la présence d’'une AmpC hyperproduite sur ces

souches.
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Figure 12 : Résultats de la recherche phénotypique de céphalosporinase hyperproduite :

En rouge : AmpC déréprimée, en bleu : AmpC basale

AmpC basale AmpC hyperproduite
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AUGMENTATION DE DIAMETRE PAR LA CLOXACILLINE (MM)

NOMBRE DE SOUCHES

e Testal'EDTA:

L'augmentation moyenne du diameétre par 'EDTA était de 1,72 mm pour I'IMIPENEME, et
de 2 mm pour le MEROPENEME. Une augmentation significative de diametre par 'EDTA
(supérieure ou égale a 7mm) n’était observée que pour 2 souches : Pour I'une (souche n°27)

sur I'IMIPENEME, pour I'autre (souche n°50) sur le MEROPENEME.
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Figure 13 : Résultats du test phénotypique de dépistage des métallo-carbapénémases par

I'EDTA:

Résultats du test de sensibilisation par I'EDTA
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e Recherche de BLSE :

|
15

Une synergie a été observée pour 3 souches (6,4%). La présence de BLSE n’a été confirmée

par I'analyse génotypique pour aucune de ces 3 souches.

e Test d’inhibition de I'efflux :

Une diminution de la CMI sur milieu imprégné de PABN était observée sur un total de 12

souches (soit 25,5%) : sur 3 souches (6,4%) pour I'lMIPENEME, sur 5 souches (10,6%) pour le

MEROPENEME, et sur 4 souches (8,5%) pour les deux molécules.
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Figure 14 : Résultats de la recherche phénotypique d’efflux actif (test d’inhibition par
PABN) :

INHIBITION DES POMPES D'EFFLUX PAR PABN

Sensibilisation a
I'IMIPENEME : 6,40%

Pas de diminution

. [v)
de la CMI : 74,50% Sensibilisation au

MEROPENEME :
10,60%

Sensibilisation a
I'MIPENEME et au
MEROPENEME :
8,50%

e Test OLiofilchem® KPC&MBL disc kit :

Concernant les tests combinés, les conclusions du test ©Liofilchem® KPC&MBL disc kit ont
été les suivantes: présence d’une carbapénémase de type KPC sur 22 souches (46,8%),
présence d’une carbapénémase de type OXA-48-like pour 9 souches (19,1%), présence d’une
association AmpC hyperproduite et d’'un mécanisme non enzymatique pour 4 souches (8,5%),
présence d’une métallo-carbapénémase pour 2 souches (4,3%), résultats ininterprétables

selon I'algorithme décisionnel pourl10 souches (21,3%).
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Figure 15 : Résultats du test ©Liofilchem® KPC&MBL disc kit sur les 47 souches :

OLliofilchem® KPC&MBL disc kit
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° Tests Mast D70C et CAT-ID™:

Les tests Mastdiscs ™ D70C et Mastdiscs ™ CAT-ID™ Carbapenemase Screening Disc n’ont pu
étre effectués que sur 42 souches, 5 souches n’ayant pas pu étre ré-ensemencées aprés
décongélation. Aucune de ces 5 souches manquantes n’était positive pour une

carbapénémase ou une BLSE a I’'analyse génotypique. Les résultats ont été les suivants :

- Pour le test D70C : Présence d’'une carbapénémase de type KPC sur 5 souches
(11,9%), présence d’'une AmpC hyperproduite et d’'une perte de porine D2 sur 9
souches (21,4%), absence de souche porteuse de métallo-carbapénémase,
résultats ininterprétables pour 28 souches (66,7%).

- Pour le test CAT-ID™ : Absence de zone d’inhibition pour 37 souches (88,1%), en
faveur de la présence d’une carbapénémase de type KPC ou MBL, présence d’une

zone d’inhibition nette pour 5 souches (11,9%)
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Figure 16 : Résultats des tests Mast® :
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e Rapidec® Carba NP-test :

Un virage colorimétrique, du rouge au rouge-orangé, interprété comme un résultat positif, a

été observé pour 2 souches (Souches 30 et 39).

Par ailleurs, le test a été franchement positif (virage colorimétrique du rouge au jaune-

orangé) pour les 2 souches témoins positifs.

3.4 Résultats de I'analyse génotypique

Concernant I'analyse génotypique, les résultats de la PCR multiplex n’ont mis en évidence
aucune carbapénémase connue, 2 souches étaient porteuses de BLSE, 'une de type TEM

(souche n°13), I'autre de type CTX-9 (souche n°23).

La recherche de carbapénémases de type VIM ou IMP par test d’hybridation était également

négative, confirmant les données de la PCR.

Figure 17 : Gel PCR Multiplex pour les BLSE TEM, SHV, OXA (positivité de la souche 13 pour
TEM) :

1 13 15 18 20 22 24 28 29 32 T- tem shv oxa

Marqueur de taille
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3.5 Concordance

L’analyse génotypique, considérée dans notre étude comme le Gold Standard, n’a pas mis en
évidence de géne de carbapénémase parmi les souches incluses. Or, les tests phénotypiques
combinés ont rendus des résultats positifs pour de nombreuses d’entre-elles, et sont donc
marqués par des spécificités trés faibles. Devant I'absence de souche productrice de
carbapénémase, il n’a pas été possible d’estimer de valeur de sensibilité. De plus, pour chacun
de ces tests, de nombreux résultats obtenus sont ininterprétables selon I'algorithme
décisionnel proposé. En considérant ces résultats ininterprétables comme non en faveur de
présence de carbapénémase, seules des spécificités (Sp) de ces tests pouvaient étre estimées,

comme suit :

- Test OLiofilchem® KPC&MBL disc kit : Sp = 29,8%

- Mastdiscs ™ Carbapenemase Detection Set® (D70C) : Sp = 88,1%

- Mastdiscs ™ CAT-ID™ - Carbapenemase Screening Disc : Sp = 11,9%
- Rapidec® Carba NP-test : Sp : 95,7%

L’inclusion de 2 souches-témoins positives porteuses de métallo-carbapénémase, soumises
aux mémes tests phénotypiques, permettait d’estimer des valeurs prédictives positives (VPP)

et négatives (VPN), ainsi :

- lesvaleurs diagnostiques du test a I'EDTA, étaient :
o En utilisant pour seuil de positivité une augmentation de diameétre

supérieure ou égale a 7 mm pour I'lMIPENEME ou le MEROPENEME :

Sensibilité : 100%, spécificité : 95,7%, valeur prédictive positive : 50%, valeur prédictive

négative : 100%

o En utilisant pour seuil de positivité une augmentation de diameétre

supérieure ou égale a 7 mm pour I'lMIPENEME et le MEROPENEME :

Sensibilité : 100%, spécificité : 100%, valeur prédictive positive: 100%, valeur

prédictive négative : 100%
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En effet, 'augmentation de diametre sur disque implémenté d’EDTA était supérieure a 7 mm
pour 'IMIPENEME et le MEROPENEME, pour ces 2 souches (respectivement de 11 et 11mm

pour la premiére, et 16 et 10 mm pour la deuxieéme).

- Jugée en tant que test diagnostique et comparée a la PCR, la lecture interprétative
de I'antibiogramme par les microbiologistes cliniciens a la recherche de
carbapénémase obtenait les résultats suivants : Sensibilité : 100% (les 2 souches
témoins positives ayant été considérées, en aveugle du résultat de la PCR, comme
suspectes), spécificité 70,2% (14 faux positifs), valeur prédictive positive : 12,5%,
valeur prédictive négative : 100%

- Pour le test ©OLiofilchem® KPC&MBL disc kit : Se : 100%, Sp : 29,8%, VPP : 5,7%,
VPN : 100%, ce test ayant permis de dépister les 2 souches positives.

- Pour le test Mastdiscs ™ Carbapenemase Detection Set® (D70C): Se: 0%, Sp:
88,1%, VPP : 0%, VPN : 94,9%

- Pour le test Mastdiscs ™ CAT-ID™ : Se : 100%, Sp : 11,9%, VPP : 5,1%, VPN : 100%

- Pour le Rapidec® Carba NP-test : Se : 100%, Sp : 95,7%, VPP : 50%, VPN : 100%

- Concernant le test phénotypique de recherche de BLSE, ses performances
statistiques étaient nulles (Se = 0%), car il n’a permis de détecter aucune des 2

souches productrices de BLSE.
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Tableau 4 : Performances statistiques des tests évalués, en incluant 2 témoins positifs a

I'analyse :
Se Sp VPP VPN

Lecture interprétative de 100% 70,2% 12,5% 100%
I’'antibiogramme
Test a 'EDTA 100% 100% 100% 100%
Test de recherche de BLSE 0% 93,3%
OLiofilchem® KPC&MBL disc kit 100% 29,8% 5,7% 100%
Mastdiscs ™ Carbapenemase 0% 88,1% 0% 94,9%
Detection Set® (D70C)
Mastdiscs ™ CAT-ID™ - 100% 11,9% 5,1% 100%
Carbapenemase Screening Disc
Rapidec® Carba NP-test 100% 95,7% 50% 100%

4. Discussion

Les mécanismes prédominants de résistance aux carbapénémes identifiés dans notre
population de PA sont principalement chromosomiques, avec notamment 70,2% de
céphalosporinases hyperproduites, 25,5% d’efflux actifs. Concernant les mécanismes
transmissibles, il n’a pas été mis en évidence de carbapénémase sur les 47 souches incluses

dans notre étude, et seulement 4,3% (2 souches) de BLSE.

Les tests phénotypiques combinés de dépistage des carbapénémases disponibles sur le
marché ont montré de trés médiocres performances statistiques dans notre population, a
I'opposé, la lecture interprétative de I'antibiogramme et le test simple a I'EDTA semblent

efficaces et spécifiques pour détecter les souches productrices de métallo-carbapénémases.
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La tres faible prévalence des carbapénémases par rapport aux autres mécanismes de
résistance chez PA, a déja été décrite dans la littérature. Samuelsen et al. (73), dans une étude
multicentrique norvégienne de 2007 similaire a la notre, a montré, sur un échantillon de 60
souches cliniques de PA résistantes a I'lMIPENEME et/ou au MEROPENEME, une prévalence

de 3% de carbapénémases.

Castanheira et al. (47) rapportaient en 2014 une proportion plus importante de
carbapénémases dans les souches résistantes aux carbapénémes, dans une étude
internationale focalisée sur une zone d’endémie (pourtour méditerranéen), avec une
prévalence de 20% de métallo-carbapénémases, néanmoins, ce mode de résistance restait
moins répandu que la perte de porine (94,9%), que la céphalosporinase hyperproduite
(44,4%), et au méme niveau que les mécanismes d’efflux (20,1%). Par ailleurs, sur les 72

souches francgaises de cette étude, une seule était porteuse de carbapénémase.

A 'échelle francaise :

- L’étude multicentrique de Cavallo et al. réalisée en 2004 (45), n’a mis en évidence,
parmi les 76 souches a sensibilité diminuée a I'IMIPENEME, que 2 souches
productrices de carbapénémase de type VIM-2.

- Hocquet et al., dans une étude multicentrique ayant regroupé sur 85 hopitaux
francais en 2007, 140 souches de PA résistantes a la CEFTAZIDIME, a retrouvé 2,9%
de métallo-carbapénémase, et, de fagon originale, 3,6% d’oxacillinases a spectre
étendu (74).

- Plus récemment, en 2010, Fournier et al., dans une étude multicentrique (75)
incluant, sur 26 services de réanimation frangais, 109 souches résistantes a
I"IMIPENEME (CMI>4 mg/L), ont retrouvé 6,4% de métallo-carbapénémases, 86,2%

de pertes de porines, et 11,9% d’efflux actifs.

En Espagne, une étude multicentrique ayant inclus de 2008 a 2009, sur 16 hopitaux, 175
souches de PA de sensibilité diminuée aux carbapénémes, a retrouvé une prévalence de
métallo-carbapénémases de 6,9%. L'étude des autres mécanismes, effectuée sur 60 souches
non productrices, avait rapporté 99% de pertes de porines, 80% d’efflux hyperexprimés, 50%

d’AmpC déréprimée (76).
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La faible prévalence de résistance plasmidique (BLSE ou carbapénémase) retrouvée dans

notre étude est donc cohérente avec I'épidémiologie francaise et des zones non endémiques.

A l'inverse, et pour exemple de I'épidémiologie retrouvée en contexte épidémique, Azim et
al. montrent, en étudiant la colonisation a I’admission d’un service de réanimation indien en

2009, un taux de métallo-carbapénémases de 57% chez les patients colonisés a PA (77).

Hors période épidémique et zone d’endémie, c’est dans la sous-population des souches
multirésistantes que sont sur-représentés les mécanismes enzymatiques transmissibles
(carbapénémase et BLSE), comme le montrent Li et al. dans une étude multicentrique ayant
retrouvé en 2016, sur 37 souches chinoises de PA multi ou toto-résistantes, une prévalence
de BLSE de 100%, de 35,1% de métallo-carbapénémases (avec coexistence sur une méme

souche de 2 métallo-carbapénémases différentes) (78).

Concernant la prévalence des BLSE, elle est de 4,3% dans notre population (2 de classe A :
une de type CTX-9, une de type TEM). Cette faible prévalence a été retrouvée dans des études
similaires : Dans I'étude précédemment citée de Hocquet et al. (74) par exemple, la

prévalence des BLSE était identique (4,3%).

Ces différentes études montrent la variabilité importante des parts respectives des différents
mécanismes de résistance entre pays, méme proches. Cette variabilité est le reflet du lien
étroit existant entre habitudes de stratégies antibiotiques et épidémiologie de la résistance,

chez PA notamment.

Les carbapénémases sont le plus souvent responsables de pics épidémiques, et ne subsistent
probablement que faiblement de fagon prolongée chez PA. Ce germe, par sa rusticité et son
réservoir propre, peut donc étre davantage considéré comme une forme de « mémoire

épidémiologique » d’un service, voire d’un hopital, plus que d’un individu.

La connaissance de I"épidémiologie d’un service revét donc toute son importance dans la
maniére d’aborder la résistance aux antibiotiques, qu’il s’agisse de PA ou d’autres especes

bactériennes.
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La part relative des autres mécanismes de résistance (AmpC ou mécanismes non
enzymatiques) est tres variable selon les études. Il n’a pas été possible dans notre étude de
qguantifier la proportion de pertes de porines, faute de test phénotypique fiable disponible
pour les mettre en évidence. D’autre part, et contrairement aux travaux précédemment cités,
nous n’avons pas recherché par PCR les genes codant pour ces mécanismes, et la part relative
de chacun reste donc dans cette étude du domaine de l'estimation, avec des outils
phénotypiques dont la fiabilité est décrite dans la littérature. Mais, plus que I'importance
relative de I'un par rapport a 'autre, I'élément notable reste leur association fréquente. Seule
cette association de mécanismes peut en effet occasionner une résistance significative aux
carbapénémes. In fine, cette question peut étre vue comme secondaire, la seule réponse
cruciale pour le clinicien étant de distinguer résistance transmissible (BLSE ou carbapénémase)
et résistance chromosomique. Une originalité de ce travail aura donc été de s’attacher a
rechercher BLSE et carbapénémases dans une méme population, la barriére génétique entre

les deux étant mince.

Peu d’études disponibles dans la littérature se sont intéressées spécifiquement a la
description épidémiologique des mécanismes de résistance de PA aux carbapénémes en
réanimation. A I'exception de I'étude de Fournier précédemment citée (75), les quelques
travaux similaires disponibles dans la littérature sont monocentriques (79), ou de trés faible
effectif (80). Or, la sensibilité de PA aux antibiotiques, notamment aux carbapénémes, est plus
faible en réanimation. Le lien entre cette diminution de sensibilité et la prescription
importante de carbapénémes et d’autres B-lactamines en réanimation est bien documenté
(48-51). Le praticien de réanimation est donc plus souvent confronté a la problématique
d’une souche de PA résistante aux carbapénémes, antibiotiques de dernier recours. Afin de
guider la conduite a tenir, et d’inférer un mécanisme de résistance, la connaissance de
I’épidémiologie locale est donc de premiere importance. Dans ce domaine, notre étude

montre que les premiers mécanismes a suspecter sont donc chromosomiques.

Au vu des résultats des études citées précédemment, et des rapports de 'ONERBA, la France
apparait comme un pays a faible prévalence de carbapénémases. Cette relative absence de
pics épidémiques ne doit pas faire minimiser la problématique générée par I'’émergence de

ces enzymes dans d’autres régions du globe, et la menace potentielle qu’elle représente pour
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I’écologie de nos services. Elle souligne, d’une part I'importance de I'arsenal intrinséque de PA
pour s’adapter aux antibiotiques, et, d’autre part, doit encourager les mesures d’épargne des

carbapénémes, qui ont pu contribuer a cet effet protecteur (81).

Concernant I'étude de corrélation des tests phénotypiques, les performances statistiques
mesurées pour les tests phénotypiques combinés de dépistage des carbapénémases, ont été

tres médiocres.

Ces tests, développés et validés chez les entérobactéries (82—84), montrent des résultats
bien plus mitigés chez PA (85,86), avec des sensibilités et des spécificités variables selon les

seuils choisis.

Ainsi, en 2014, Peter et al. obtenaient, sur 133 souches cliniques de PA résistantes au
MEROPENEME, les performances respectives pour les tests Mastdiscs ™ Carbapenemase
Detection Set® (D70C) et KPC+MBL-confirm ID kit® (Rosco Diagnostica, Denmark) (test
concurrent du test OLiofilchem® KPC&MBL disc kit, utilisant les mémes inhibiteurs) :

sensibilité 28,8% et 31,1%, spécificité 79,6% et 69,3%.

A notre connaissance, aucune étude publiée dans la littérature n’avait évalué chez PA les
tests ©OLiofilchem® KPC&MBL disc kit et Mastdiscs ™ CAT-ID™ - Carbapenemase Screening
Disc. Les performances de ces 2 tests sont médiocres, dans une population a tres faible

prévalence de carbapénémase.

Les trées mauvais résultats enregistrés par le test Mastdiscs ™ CAT-ID™ peuvent s’expliquer
par le fait que ce test utilise comme marqueur la sensibilité au FAROPENEME, carbapénéme

non commercialisée en France, peu active contre PA (87).

La prévalence des carbapénémases dans notre population implémentée de 2 témoins positifs

restait néanmoins tres faible, et a probablement impacté les performances diagnostiques de

ceux-ci, qui ne représentent qu’un résultat secondaire de notre étude.
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L’équipement enzymatique basal de PA, et donc son comportement in vitro sont différents
de ceux des entérobactéries, et I'extrapolabilité sur PA de tests développés sur ces mémes
entérobactéries doit étre prudente. Aucun des tests phénotypiques de dépistage de
carbapénémase commercialisé n’a été initialement développé pour PA. Cela peut s’expliquer
par I'importance relative beaucoup plus importante de la problématique des carbapénémases

chez les entérobactéries que chez PA.

A I'opposé, le test a 'EDTA semble montrer de bonnes performances diagnostiques dans la
détection des métallo-carbapénémases dans notre population. Ces résultats concordent avec
ceux de Samuelsen et al. précédemment cités (73), qui retrouvaient, dans une population de
PA ayant une prévalence similaire de métallo-carbapénémases que la nétre (2/60), une
sensibilité de 100% et une spécificité de 91%.

Ce test, peu colteux et de réalisation simple, permet donc de dépister avec efficacité et
spécificité les souches de PA productrices de métallo-carbapénémases. Il a donc sa place en
pratique clinique courante, en cas de doute sur le mécanisme de résistance d’une souche de
sensibilité diminuée aux carbapénémes. 2 limites de ce test sont néanmoins a souligner : Le
délai supplémentaire d’environ 24 heures a I'obtention d’une réponse, et le fait que ce test
ne permette de dépister que les carbapénémases de classe B (métallo-carbapénémases), qui

restent néanmoins majoritaires chez PA.

Concernant les performances du Rapidec® Carba NP-test, le plus récent, et qui fonctionne
sur un principe différent de celui des autres tests phénotypiques, elles sont marquées par une
trés bonne sensibilité, mais une spécificité sub-optimale. Une des raisons pouvant expliquer
la présence de faux-positifs concernant ce test est la définition floue du seuil de positivité. En
effet, selon les recommandations du fabriquant, et en accord avec les études princeps ayant
validé ce test chez les entérobactéries (88) et chez PA (63), un virage de couleur, méme
modéré (du rouge au rouge-orangé) est a considérer comme positif. Or la visualisation de ce
changement minime de couleur peut étre difficile, et son appréciation est opérateur-
dépendante.

A ces performances diagnostiques s’ajoute le caractere rapide de I'obtention du résultat
(quelques minutes), et sa capacité a dépister tous les types de carbapénémases. Cependant,

son co(t (15,4€ par kit en France au 20/09/2016), les conditions de conservation strictes (85),
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laissent penser que son utilisation chez PA en routine ne doit pas étre systématique en
situation de faible prévalence. En effet, le recours systématique a I'analyse génotypique (Gold
Standard) pour les souches, peu nombreuses, suspectes au vu des tests phénotypiques
«simples» et de la lecture interprétative de I'antibiogramme peut se justifier, de méme que
I’envoi pour analyse a un centre expert.

Par ailleurs, I'amélioration des techniques génotypiques et non-génotypiques, comme la
spectrométrie de masse (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation time-of-flight : MALDI-
TOF), dans la rapidité et la fiabilité du diagnostic de carbapénémases (89,90), constituent des

perspectives intéressantes pour un dépistage rapide.

Les mauvaises performances du test phénotypique de dépistage des BLSE observées dans
notre étude ont déja été rapportées dans la littérature (91), mais principalement concernant
les BLSE de classe D (oxacillinases), spontanément moins inhibées par I'acide clavulanique. La
présence d’une AmpC déréprimée, fortement présente sur notre population, a souvent été
décrite comme facteur confondant pouvant compromettre la sensibilité de ce test. Nous
avions donc pris soins d’'implémenter la gélose de CLOXACILLINE, afin de s’affranchir de son
action. Cela ne nous a pas permis de mettre en évidence les BLSE de classe A présentes sur 2

de nos souches.

Cette étude présentait des limites supplémentaires : Structurellement, la prévalence des
carbapénémases dans notre population implémentée de 2 témoins positifs restait tres faible, ce

qui impacte les résultats des valeurs prédictives positives et négatives retrouvées.

D’autre part, 54 (16%) des 326 souches des 3 centres n’étaient pas viables, ce qui ampute la
sélection d’un certain nombre de souches potentiellement incluables, et impacte donc

également la représentativité de nos résultats

Par ailleurs, la période d’inclusion des souches remonte a 2009. Or I'épidémiologie des
services de réanimation a possiblement évolué depuis, bien que des études similaires plus
récentes retrouvent des résultats semblables (75), et que, comme vu précédemment, la

prévalence de la résistance aux carbapénemes est restée assez stable depuis.
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L'absence de sérotypage des souches dans cette étude ne nous a pas permis de décrire les

tendances selon les sérotypes.

Enfin, une des limites de la PCR, notre Gold Standard, réside principalement dans le fait
gu’elle ne permet de mettre en évidence que des séquences géniques déja connues, or de
nouvelles carbapénémases sont régulierement découvertes, et de multiples variations
alléliques sont décrites pour chacune. En cas de doute persistant, le recours a I’hybridation,

voire au séquencage du génome de la souche doit étre discuté.

Dans cette optique, 2 de nos souches (souches 30 et 39) ont été envoyées pour séquencage
au Centre National de Référence de la Résistance aux Antibiotiques, coordonné par le

Laboratoire de Bactériologie du Pr Pléziat (CHRU de Besangon).

5. Conclusion

Sur cette population de souches de réanimation francaises de PA, la résistance aux
carbapénémes était due en grande majorité a des mécanismes non-enzymatiques et
chromosomiques, donc non justiciables de mesures d’isolement particulieéres. Cette faible
prévalence de carbapénémases chez PA est possiblement le témoin de l'efficacité de la

politique d’épargne des carbapénéemes en France.

Dans cette étude, l'apport diagnostique des tests phénotypiques de dépistage des
carbapénémases, a I'exception du test simple a I'EDTA, a été faible, et dans ce contexte de
faible prévalence de carbapénémases chez PA, ne nous semble pas justifier leur utilisation en

routine.

Cette étude souligne I'importance de la connaissance de I'écologie locale, la valeur de la
lecture interprétative bien conduite de I'antibiogramme dans la compréhension des

mécanismes de résistance de PA aux antibiotiques.
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