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I- Introduction

a- Geénéralités sur la résistance aug-lactamines des bacilles a Gram négatif

1. B-lactamines ef-lactamases

Les entérobactéries constituent une des familleggbannes les plus importantes en
pathologie humaine. Ce sont des bacilles a Gramtifiggathogénes opportunistes. En effet,
elles font partie de la flore digestive, mais paeu&re responsables d’infections séveres chez
’lhomme.

Escherichia coliest I'entérobactérie la plus isolée en bactérielaijnique. Il s’agit
de I'espéce aérobie la plus importante de la filigestive E. coli est de loin le premier
micro-organisme isolé dans les infections urinaillesst responsable également d’infections
digestives, respiratoires, materno-foetales, dewagipns profondes et de bactériémies.

Klebsiella pneumoniatait partie de la flore intestinale; c’est égaletnene bactérie
environnementale. C’est l'une des entérobactéries plus fréquemment isolées en
bactériologie clinique, notamment dans les infeiourinaires, respiratoires, et les
septicémies; surtout en milieu hospitalier.

Comme toutes les bactéries a Gram négatif, legabaétéries possedent une paroi
complexe organisée en trois parties, comprenatiext@rieur vers I'intérieur une membrane
externe, une couche de peptidoglycane, et une naemhoytoplasmique. Le peptidoglycane
est un polymere complexe rigide qui comporte desngs polyosidiques constituées d’'une
alternance de molécules de N-acétylglucosamine 'atide N-acétylmuramique, et des
chaines latérales de tétrapeptides attachés auxcubed d'acide N-acétylmuramique
établissant entre elles des ponts interpeptidiques.enzymes nécessaires a sa synthese se
trouvent sur le versant externe de la membraneplagmique et sont dénommeées PLP
(protéines liant la pénicilline).

Le traitement des infections causées par les drdaétéries repose principalement sur
les B-lactamines, qui sont des antibiotiques bactéricieletemps-dépendants. Ces molécules
inhibent les PLP en mimant leur substrat naturelerrainent un arrét de synthése du
peptidoglycane. Leur structure chimique comportecyde p-lactame associé a un noyau
hétérocyclique dont la nature permet de distinggeatre groupes: les pénicillines, qui
comportent un noyau péname, les céphalosporinéssoguportent un noyau céphéeme, les



monobactames, qui ne possedent aucun noyau, erlegpénemes, qui comportent un noyau

pénéme (figure 1).
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Figure 1: Structure simplifiée dg¥lactamines

L’utilisation intensive desp-lactamines a conduit les bactéries a s’adapter
progressivement pour leur survie en produisantetigymes inactivatrices : I§slactamases
(pénicillinases, céphalosporinaspdactamases a spectre étendu (BLSE)). Ces enzyjues,
inactivent les antibiotiques en procédant a I'hjybe de leur cycle3-lactame, sont trés
diversifiees d'un point de vue structural et foontiel. La classification moléculaire
d'’Ambler, basée sur les homologies de séquenceiéesaaminés, rend compte des identités
structurales et distingue d’'une part fekactamases de classes A, C et D dites a sérine act
et d’autre part, leB-lactamases de classe B, dites métgllactamases (MBL), qui requiérent
un ion zinc dans leur site actif pour leur activitgdrolytique [1]. La classification
fonctionnelle de Bush-Jacoby-Medeiros, tient compli¢ spectre d’hydrolyse deg-

lactamases et de leur sensibilité aux inhibiteR}s [

L’émergence des souches d’entérobactéries réstaux céphalosporines d&"3
génération par production de BLSE et de céphalasgse a accentué I'utilisation des seules

B-lactamines restant actives sur ces souches: tbapEnemes. Ces molécules présentent une



excellente activité antibactérienne liée en palitca la rapidité de leur pénétration a travers
la paroi des bacilles Gram négatif et a leur stabilis-a-vis de la plupart dgslactamases
naturelles ou acquises, y compris les céphalospegmet les BLSE. En France, les cliniciens

disposent de trois molécules : 'imipéneme, I'eéiagme et le méropéneme (figure 2).
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Figure 2: Structures chimiques des trois molécules de cérizapes commercialisées
en France ; en haut, structure simplifiée de laéowde de carbapéneme.

Le recours intensif a ces antibiotigues a condug nouvelle fois les bactéries a
s’adapter. La résistance aux carbapénemes chent@&obactéries résulte essentiellement de
deux mécanismes impliquant tous deux [légctamases [3]. Le premier mécanisme associe
la production d’'une céphalosporinase chromosomauelasmidique ou d’'une BLSE a une
perte de permeéabilité membranaire. Le second m&wanide résistance implique la
production de B-lactamases présentant une forte activité hydplgti vis-a-vis des
carbapénémes : les carbapénémases.

Malgré la proportion encore faible d’entérobact®nmoductrices de carbapénemase
(EPC) en France, l'augmentation constante de lalymtion de telles enzymes est tres
préoccupante en matiere de santé publique. En, éfietEPC, bactéries potentiellement
responsables d’infections graves, sont résistantaglupart deg-lactamines, et notamment
aux carbapénemes, qui sont une classe d’antibetapgement utilisée dans le traitement des

infections bactériennes séveres hospitalierescaeséquences cliniques de la résistance aux



carbapénemes sont dramatiques. En effet, seuldgugseclasses d'antibiotiques comme les
polymyxines (colistine) ou éventuellement les glggglines (tigécycline) restent actives sur

ce type de souches, du fait des fréquentes résestamssociées aux autres classes
d’antibiotiques. Les infections qu’elles provoquemtenent donc a des impasses

thérapeutiques.

2. Support génétique d@slactamases

Certaines entérobactéries produisent naturellemeep-lactamase chromosomique,
commeK. pneumoniagqui exprime une pénicillinase (SHV-1). Cependastptlactamases
sont également impliquées dans la résistance acdasentérobactéries. En effet, la pression
de sélection induite par les antibiotiques entrd@ngelection et la dissémination de génes de
résistance, et ce d’autant plus facilement qu'dstsportés par des éléments génétiques
mobiles comme les plasmides.

Les plasmides sont des molécules d'ADN bicaténaieylaires et cytoplasmiques, de
petite taille (5 a 4000 fois plus petit que le chosome), se répliquant d'une maniere
autonome et non indispensables au métabolisme hatenda bactérie. Leur transmission
horizontale d'une cellule bactérienne a une auttd p'effectuer par conjugaison (transfert
d'ADN d'une bactérie a une autre par l'intermédidie pili sexuels) ou transduction (transfert
d'ADN bactérien par lintermédiaire de bactériomsg[4]. Les genes portés par les
plasmides peuvent coder pour la synthése de pestégui conferent des propriétés
biologiques diverses (résistance aux antibiotiqaes, antiseptiques mercuriels, aux métaux
lourds, aux bactériophages...) et qui assurent &plication autonome.

La virulence des bactéries peut étre a médiati@snpidique; les plasmides leur
permettent ainsi de s'adapter a un environnemestiidwdls représentent un élément essentiel
d'adaptation bactérienne et sont impliqués daméskEemination sur un mode épidémique de
genes de résistance aux antibiotiques. Une faigsiatance acquise par une cellule, elle peut
étre transmise entre des bactéries d'especesdiiisdret parfois méme de genres différents, il

y a donc un risque réel de transmission croiség.[5,
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Chez les entérobactéries, les carbapénémases sadaep par des plasmides dans
immense majorité des cas, bien que de rares éwespaient été décrites chez certaines
souches d&erratia fonticolg[7].

Les carbapénémases sont a l'origine d'impassesapbatiques en raison de la
résistance a la quasi totalité dekactamines et des résistances associées aux famdles
d’antibiotiques co-transmises par les plasmides @] plus, elles sont associées a un risque
épidémique tres important du fait du transfert mmial de leurs genes. Les EPC sont donc

considérées comme des BHRe (Bactéries Hautemesist®#es émergentes).

Pour ces deux raisons, le Ministére du Travaill'Eeploi et de la Santé a publié, le
06 décembre 2010, une circulaire relative a la rarseeuvre de mesures de contréle des cas
importés d’entérobactéries productrices de cartEpéases (EPC) [8]. Dans cette circulaire, il
est stipulé « que toute diminution de la senséditix carbapénémes sur I'antibiogramme doit
conduire a une analyse moléculaire de la résistédaat Conseil de Santé Publique), soit
localement, soit en transférant la souche dans emr€ National de Référence ou dans un
laboratoire expert. A cette fin, 'Agence Régiondk Santé informera les établissements de
santé concernés de la liste des laboratoires déglan en capacité de réaliser les analyses
nécessaires. A la lumiére des évolutions récedssrecommandations plus précises sont en
cours d’élaboration par I'European Committee on iidrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) et par le Comité de I'Antibiogramme deSaciéeté Francaise de Microbiologie
(CA-SFM). Les laboratoires de microbiologie adaptérles mesures ci-dessus en fonction
des nouvelles recommandations de ces organisnies recherche active des EPC est donc

une obligation réglementaire depuis 2010.
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b- Diversité des carbapénémases

Les carbapénemases décrites chez les entérobacténe tres diverses sur le plan
structural. Elles appartiennent aux classes A, B de la classification de Ambler, basée sur
les homologies de séquence fldactamases (tableau 1) [1], et aux classes 2dB&&t 3b
de la classification de Bush-Jacoby et Medeirogu(®@ 3) [9]. Les plus importantes
cliniguement sont actuellement IBdactamases de type KPC, NDM/IMP/VIM et OXA-48,

appartenant respectivement aux classes A, B et D.

Tableau 1 :Caractéristiques structurales des carbapénemases

selon la classification de Ambler [1].

Classe A Classe B Classe D
Site actif de I'enzyme Sérine Zinc Sérine
Enzymes le plus souvent KPC VIM, IMP, NDM OXA-48
rencontrées
Espéces les plus touchées Entérobactéries, Entérobactéries, Entérobactéries,
A. baumannii, A. baumannii, A. baumannii
P. aeruginosa P. aeruginosa

12



Bush-Jacoly  Bush-Jacoby- T P —— leihibited by Represcalative

group Medeiros {habick Distincive substrate(s) —— e Drefining characieristic]s) R
(2000)  group (1ges)  (ubelss) CA o TZB* EDTA eyme(s)

] 1 o] Cephalsportis Mo Moo Greater hydrobysis of cephalosporins £ coli AmpC, P99
than benzpenteilling hydrolyzes ACT-1, CMY-2,
ceplamyeins FOX-1. MIR-1

le NP o] Cephalsportis Mo Mo Incressed bydrolysis of ceftaridime  GCL, CMY-37
and often other oxvimino-f-
kactams

25 2a A Penicilling Yis Mo Greater hydrobysis of PClL
benavipenicillin than
cephalosporin

I b A Penicilling, earky cephalosporing Yis Mo Similar hydrobysis of bensylpenicillin - TEM-1, TEM-2,
and ceplalinsporing SHW-1

Ihe b A Extended-spectrum Yes Mo Increased hvdrolysis of oayimine-§-  TEM-3, SHV-2,

cephalosporin, lactamy {eefotaxime, ceftazidime, CTH-M-15,
monobscrams ceftricuone. cefepime, artrevmam) PER-1, VEB-1

M b A Penicilling Mo Mo Resistance w clavulanic acid, TEM-30, SHV-10
sulbactam, and txzobactam

Iher Nl A Exiended-spectam B Mo Increased hvdrolysis of oxpimine-§-  TEAM-50

cephalosporins. lsctamé combined with resstance
mionobactams o clavulanie acid, sulactam, and
Lazohactam

X e A Carbenicillin Yes Mo Increased hydrolysis of carbenicillin - PSE-1, CARB-3

e M A Carbendeilling cefepime Yis Mo Increased hydrolysis of carbenieillin, RTG-
cefepime. and cefpirome

Xd 2d D Clonscillin Variable Mo Increased hvdrolysis of doxacillin or  OXA-1 OXA-10
eecacillin

Ide N1 D Exiended-spectam Varable No Hydrolyzes choxacillin or axacillin ONA-11, OXA-15

™ ooy, REr
I 2 M ] Carbapenems Varahle Mo Hydrolyees choracillin or axaeillin OXA-Z3, OXNA-IE I

b 2e A Extended-spectrum Yes Mo Hydrolvzes cephalosporins. Ceph

cephalosporins Inkibited by clavulamde seid but

X 21 A Carbapenems Variable Mo Increased hvdmalysis of KPC-2, IMI-1.
carhapenams, axyamino-f-lactams, SME-1
cephamycins

da 3 B(B1) Carbapenems. Mo Yei  Broad-spectrum hydrolvsis including  IMP-1, VIM-1.
carhapenems but mot CerA, IND-1
modsobactams

B (B3)

ib 3 B{BY) Carbapencms Mo Yes  Prefereatnl hydrobysis of
carhapenents

o g T

= CA, clavulanic acid, TZB. tazobactam,
B NI not ncluded.

Figure 3: Les carbapénemases au sein de la classificatmtidonelle des

B-lactamases proposée par Bush et al [9].

1. Carbapénemases de classe A

Les carbapénémases de classe A (sous-groupe 2fudb) Bont des enzymes
plasmidiques [2] ou plus rarement chromosomiquasnce SME, IMI et NmcA [2]. KPC, la
carbapénémase plasmidique de classe A la pluseinéapent rencontrée, hydrolyse davantage
les céphalosporines et les pénicillines que lebag@némes et I'aztréonam [6]. La figdre

représente un antibiogramme typique de carbapémredesiype KPC.
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Figure 4: Antibiogramme dé&. pneumonia@roduisant
une carbapénemase de type KPC.

Les enzymes de cette classe A sont inhibées a egsdgl variables par l'acide

boronique, I'acide clavulanique et le tazobactarfi] [lnais cependant davantage par ce

dernier. LEDTA n’a aucune action sur elles [9].

2. Carbapénémases de classe B

Les métallop-lactamases (MBL) comme VIM, IMP, et NDM-1 corresdent a la
classe B de la classification d'’Ambler (groupe 3Bdesh). Les MBL different des sérines
carbapénémases par la présence d’'ions zinc auundieaite actif qui catalysent la réaction
enzymatique. Elles comptent actuellement plus der@ymes découvertes a travers le monde
dans de nombreuses espéces, plus de 75 % de asségant portés par des plasmides [11].
Elles hydrolysent largement les carbapénemes, dagifiines et les céphalosporines. Elles
épargnent I'aztréonaf®]. NDM-1 présente un spectre d’hydrolyse siméadr celui de VIM-

2 et IMP-1 mais avec une cinétique d’hydrolyse clebapénémes plus lente [11].
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Toutes les MBL sont inhibées par des agents chatattu zinc comme 'EDTA mais
aussi par l'acide dipicolinique. En revanche, kdciclavulanique, I'acide boronique ou le
tazobactam n’exercent aucune activité inhibitrizeces enzymes [9].

La figure 5 représente un antibiogramme typique de méfallmetamase de type
NDM.

Wmpciline

Figure 5: Antibiogramme dé&. pneumonia@roduisant
une métallg3-lactamase de type NDM.

3. Carbapénémases de classe D

Les carbapénémases de classe D correspondent zymemnde type oxacillinases a
activité carbapénémase (sous-groupe 2df de BugbXA-48, OXA-163, OXA-181
essentiellement. Leur activité carbapénémase ependant faible avec une vitesse
d’hydrolyse du méropéneme inférieure a celle daipéneme, mais 40 a 50 fois plus faible
que celles retrouvées pour les pénicillines. Eilbgdrolysent pas ou peu les céphalosporines
de 3éme génération, ce qui rend leur détectiorcatéliEn revanche, elles hydrolysent
fortement la témocilline (ou G-methoxy-ticarcilline) [12] et sont définies pauteactivité
hydrolytique vis-a-vis de la cloxacilline ou dexaxilline.
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Figure 6:
A : Antibiogramme déK. pneumoniae

produisant une oxacillinase de type OXA-48.
B : Méme souche exprimant une résistance

de haut niveau a la témocilline.

Elles sont résistantes aux inhibiteurs suicideg-tietamases (acide clavulanique et
tazobactam) et 'EDTA n’a aucune action [9]. Levgégence est souvent couplée a la présence
d’'une p-lactamase a spectre étendu (BLSE), ce qui coaduiite multirésistance des souches
sécrétrices. Elles sont le plus fréqguemment déciiteez Acinetobacter baumannigt les
entérobactéries [9].

Chez les entérobactéries, la carbapénémase lagpasdue en France et en Europe
est OXA-48.

La figure 6représente un antibiogramme typique d’oxacillindesd¢ype OXA-48.
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c- Epidémiologie mondiale des carbapénemases

Les carbapénémases constituent une menace depsatitpie a I'’échelle mondiale du
fait de leur dissémination rapide au sein d'une mé&mspece mais surtout d'une espece a
lautre [4, 5, 6]. En effet, le support génétiquasmidique de ces enzymes explique le risque
de transmission horizontale et la survenue d’épidéines trois carbapénémases les plus
répandues appartiennent aux trois classes (A, B) ete la classification d’Ambler : KPC,
NDM et OXA-48. Les EPC produisant une enzyme deetyPC sont principalement
responsables d’infections nosocomiales, alors gaeEPC produisant une enzyme de type
NDM ou OXA-48 sont responsables a la fois d’'infes nosocomiales et communautaires
[13].

Les carbapénémases de classe A de type KPC (Ktmbsiella pneumoniae
carbapénémase) ont tout d’abord été décrites suiitéaest des Etats Unis en 1996 [14] avant
d’étre identifiées dans la plupart des états dis payec notamment une trés forte prévalence
dans I'état de New York. Ces souches ont égalegtérdécrites en Amérique Latine avec des
zones endémiques, notamment en Colombie et en #ngerainsi que quelques cas rapportés
en Asie du Sud-Est et en Inde [13]. En EuropeKIRE€ ont été décrites en Gréce, en Israél et
en ltalie ou elles sont a I'heure actuelle endémsqd 3, 15]Plusieurs variants ont été décrits
a ce jour (KPC-1 a KPC- 19), le gene blaKPC-2 estigdlement le plus répandu sur la
planete [13, 16].

Les MBL, bien que connues comme étant des enzynmemosomiques de
nombreuses bactéries environnementales, ont étéfiées au début des années 1990 comme
des enzymes acquises chezPsgudomonast lesEnterobacteriaceagl3]. Les enzymes de
type VIM (Verona Integron encoded Metallo-béta-demhse) et IMP (Imipénémase) qui
représentent la majorité des carbapénéemases de dasnt été rejointes en 2008 par une
nouvelle enzyme appelée NDM-1 (New Delhi métalltaactamase 1) isolée chez un
patient originaire d’Inde et qui ne cesse de stitenepuis [17].

La métallop-lactamase de type IMP a été décrite au Japon @ d&ns une souche de
Serratia marcescen[18] apres sa détection en 1991 dans une soucke deruginosg19].
D’autres variants enzymatiques ont aussi été ragpatont le plus fréquent est IMP-4 en
Chine [11, 20] et en Australie [21] (IMP-3, IMP48/P-8 et IMP-10 [21, 22]).
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VIM-1 a été la deuxieme MBL identifiée a Vérone lggdie dans une souche dre
aeruginosg23]. Cette enzyme s’est ensuite répandue en Gréce siepis épidémies ont été
recensées entre 2001 et 2005 dans des soudhesoti’et deK. pneumoniag21]. VIM-2, qui
a éteé isolée pour la premiere fois en France e® #@9s une souche & aeruginosgd24],
est actuellement la MBL la plus répandue dans ledaeq13]. Du fait de sa localisation
plasmidique, I'enzyme s’est ensuite rapidement mdpa dans le monde entier et est
désormais endémique en Europe du Sud (Grece,d;lthEspagne), en Asie du Sud-Est
(Corée du Sud, Japon) [13]. Certaines épidémiesegatement été rapportées en Afrique
(Cote d'Ivoire [25], Afrique du Sud [26] et Tunidi27]) ainsi qu’en Europe (Allemagne [28],
Pays-Bas [29] et France [30, 31]).

Découverte en 2008 en Suede chez un patient dierigdienne ayant auparavant été
hospitalisé a New Delhi [17, 32], la métafldactamase NDM-1 avait été identifiée sur tous
les continents en 2010. A l'heure actuelle, letmitactéries productrices de NDM ont
disséminé dans le monde entier; la prévalence dagmest estimée entre 5 et 15% de par le
monde 5 [33, 34]. Depuis la premiéere descriptionNd@M-1, huit autres variants ont été
découverts (NDM-1 a NDM-8) ; ils sont presque touginaires d’Asie [35, 36, 37]. NDM-2
a été décrite che&. baumanniiépargné jusqu’alors par NDM-1. Ce variant a étaitéa
Egypte et au Moyen Orient [38, 39]. NDM-4 a étéedéde chekE. coli[40].

En ce qui concerne les carbapénemases de cladaepipart des enzymes ont été
identifiees chezAcinetobacter cependant, OXA-48 et ses variants ont été déchiex les
entérobactéries [41]. Elle est principalement retée chex. pneumoniaeetE. coli, méme
si d’autres especes d’entérobactéries peuvent peoda type d’enzyme. La premiére souche
de K. pneumoniagroductrice d’OXA-48 a été isolée en Turquie e@2(42]. Depuis, les
bactéries productrices de carbapénémases de cassetamment OXA-48, ont tres
largement émergé dans tous les pays du pourtouitarr@déen et en Afrique [41, 43]. En
Europe, des épidémies hospitalieres impliquantesg§robactéries productrices d’OXA-48
ont été rapportées en France, en Allemagne, ersesars Espagne, au Pays-Bas ainsi qu’au
Royaume-Uni [44, 45, 46, 47, 48, 49]. Plus récemmaes souches produisant un nouveau
variant, OXA-181, ont été isolées en Inde ou chez phtients d’origine indienne [50, 51].
Cette enzyme a également été isolée dans de noxnbaga (France, Royaume-Uni, Canada,
Australie, Afrique du Sud, Norvege... [41, 52, 53]un lien avec llnde a été

systématiqguement observé. D’autres variants d’OX@Aodt été décrits, notamment OXA-204
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en Algérie et Tunisie [54] et OXA-232 en Francetigrats transférés de I'lle Maurice ou
d’'Inde) [55].

La figure 7 représente la répartition géographide® quatre carbapénémases les plus
répandues en Europe : KPC, OXA-48, NDM et VIM. Foest de constater que la prévalence
de ces enzymes dans les pays limitrophes (ltaBpagne, Belgique notamment) ainsi que
dans les pays européens proches de la France (GFecquie, Royaume-Uni...) est
préoccupante. En effet, selon I'InVs, sur les 2@28 d’EPC signalés en France au 04
septembre 2015, un lien direct avec un pays étramge étre établi pour 978 cas, soit 48%
des ca$56].

A. Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) B. Oxacillinase-48 (OXA-48)
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Figure 7 : Répartition géographique des EPC, par type d’eezym
dans 38 pays européens en mai 2015 [57].
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d- Epidémiologie nationale des carbapénemases

Le premier épisode impliquant une entérobactériedyctrice de carbapénemase
(EPC) en France a été signalé en 2004. Depuis, @0i26des de ce type ont été signalés par
les établissements de santé et/ou le CNR Résistaxcantibiotiques ou d’autres laboratoires
experts (figure 8). Le nombre d’épisodes impliqudes EPC a connu une augmentation trés
nette entre 2009 et 2013. Une tendance a la Satiiln a été observée entre I'été 2013 et
l'été 2014 ; cependant, depuis septembre 2014 sjuja aujourd’hui, le nombre de
signalements est reparti a la hausse, et notamdegniis la fin de I'été 2015. En effet, on
observe une nette augmentation des signalememésraats et septembre 2015 (466 épisodes
contre 388 entre septembre 2014 et février 2015).
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Figure 8: Nombre d’épisodes impliquant des EPC en Francakigra I'InVS entre
janvier 2004 et le 04 septembre 2015 (n = 2026). [5
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Dans la majorité des épisodes (84%), seule uneéfmacest impliquée. Les
entérobactéries les plus fréquemment en cause Eamgrdre de fréquenck, pneumoniage
E. colietE. cloacae

Dans la majorité des épisodes (97%), seul un dgoemécanisme est impliqué. Pour
63 épisodes (3% des épisodes), il a été rappoue giln mécanisme (carbapénémase et
BLSE ou céphalosporinase hyperproduite). Les engy®eA-48 et OXA-48 like sont les

plus fréquents et sont retrouvés dans 78% desdgsso

La figure 9 présente la répartition des épisodeforction de I'année de signalement
et du mécanisme de résistance. On observe quévalence de I'enzyme OXA-48, détectée
pour la premiéere fois en France en 2009, est estaote augmentation depuis, tout comme
celle des enzymes de type NDM depuis 2010 ; lesapgaces des KPC et VIM semblent en

revanche étre plutot stables.
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Figure 9: Répartition des épisodes impliquant des EPC ercErsignalés a I'lnVS entre
janvier 2004 et le 4 septembre 2015 (n = 2 026). [56
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La répartition des épisodes signalés ces dernianeees (2012, 2013, 2014 et

jusqu’au 4 septembre 2015) par département esteléans la figure 10.
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Figure 10 :Nombre d’épisodes impliguant des entérobactériedymtrices de
carbapénemases en France signalés a I'lnVS enrej@012 et le 4 septembre
2015, par départements (n=18@k)épisodes d’évolution récente les plus importants
(n=7) [56].

Un épisode situé en région Hauts-de-France implappmuis 2012 16 établissements
de santé situés dans les départements du Nordd®®as de Calais (62) et de I'Oise (02) en
Picardie, avec des transmissions croisées rappgait#es une quinzaine d’établissements. On
recense a ce jour un total de 114 cas d’EPC aveméranisme de résistance OXA-48,
'espece concernée étant le plus sou¥enpneumoniaeles investigations réalisées et la
comparaison des souches par le CNR ont permis lie pdusieurs épisodes initialement
considérés comme distincts. Elles ont aussi pedmisettre en évidence la circulation de la
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souche épidémique au niveau interrégional (ex-NRas-de-Calais et ex-Picardie).
Cet épisode est suivi étroitement par I'Arlin, I'’SRNord-Pas-de-Calais-Picardie ainsi que le
CClin Paris-Nord.

Néanmoins, en France, la production d’'une carbapése n’est pas le mécanisme de
résistance aux carbapénemes le plus fréquent ebentérobactéries. D’aprés Robegt al.,
seules 13% des souches non sensibles aux carbagssemt des EPC; les 87% restant ne
produisent pas de carbapénémase, le mécanismeid@mmée est alors la production d’'une
BLSE associée ou non a une céphalosporinase hyoeifg combinée(s) a une
impermeéabilité membranaire afi¥actamines [58].

Le défi du microbiologiste est donc de détecterB®C parmi les entérobactéries de
sensibilité diminuée aux carbapénemes afin de dneoaux exigences de la circulaire de
2010 du Ministere de la Sarft§.

e- Epidémiologie locale des carbapénemases

Parmi les 7510 entérobactéries isolées de prélawsnoiiniques au CHU Amiens-
Picardie en 2015 ou envoyées par des laboratoitéseurs, 0.86% (n = 65) présentaient une
résistance aux carbapénémes, et seulement 0.059)rproduisaient une carbapénémase.
Ces chiffres sont comparables aux données épidégmples nationales (entérobactéries
résistantes aux carbapénémes en France 0.6% ;rpoodePC 0.08%) [58].

Le tableau 2 récapitule le nombre total de soudhestérobactéries isolées au CHU
ou provenant d’hépitaux extérieurs sur I'année 2@i&i que le nombre d’entérobactéries
non sensibles aux carbapénéemes et le nombre d’'EPC.

Le tableau 3 illustre les mémes données, mais defotrois entérobactéries le plus

souvent impliquées.
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Tableau 2: Sensibilité aux carbapénémes chez les entérolectdralysées

au laboratoire entre I€'Janvier et le 31 décembre 2015.

CHU Amiens - Souches
Picardie envoyées par Total
(prélevements d’autres (n=
cliniques) laboratoires
Entérobactéries (n=) 7355 155 7510
Entérobactéries non 56 9 65
sensibles aux
carbapénémes
EPC 2 2 4

Tableau 3 :Sensibilité aux carbapénemes cBezloacageK. pneumoniaet

E. colientre le ¥ janvier et le 31 décembre 2015.

CHU Amiens -I_Dic_:ardie Souches envoyées par
(prelevements cliniques) d’'autres laboratoires
Non sensibles Non sensibles
n= aux EPC n= aux EPC

carbapénémes carbapénémes
E. cloacae 479 32 0 27 4 0
K. pneumoniae 795 10 0 29 3 1
E. coli 4033 5 2 77 2 1
Total (n =) 5307 47 2 133 9 2

Il est & noter que la seule carbapénemase isokse lek entérobactéries au CHU en
2015 était OXA-48. Deux provenaient du CHU AmiensaRlie (deuxE. coli OXA-48) ; les
deux autres (unk. pneumonia€®XA-48 et unk. coli OXA-48) étaient des souches envoyées
de laboratoires extérieurs pour suspicion de can@amase.

Les souches de sensibilit¢ diminuée aux carbapénesnat donc un probleme
guotidien a gérer au laboratoire. Le nombre fa®lEPC, tant au niveau national que local,
rend leur détection fastidieuse mais il existe véelle nécessité a les déceler au vu des

risques épidémiologique et d'impasse thérapeutitpui elles sont la source.
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Le nombre important de souches d’entérobactéries (h55) envoyees par des
laboratoires extérieurs met I'accent sur I'impodamour le CHU de se positionner comme
centre de recours pour la détection des EPC audsdmrégion Picardie.

f- Méthodes de détection des carbapénemases

1. Tests phénotypiques

Les méthodes phénotypiques sont basées sur I'éealuke la sensibilité des souches
bactériennes aux antibiotiques.

La réalisation d'un antibiogramme, en milieu liguml par diffusion sur milieu gélosé
est la méthode de référence pour I'évaluation deetesibilité aux antibiotiques. Il permet de
détecter des mécanismes de type pénicillinase ateéggorinase ou BLSE (bétalactamase a
spectre étendu). Cependant, I'accumulation des msroas de résistance rend parfois son
interprétation difficile.

L’estimation des concentrations minimales inhibgés (CMI) aux carbapénemes est
un moyen plus précis pour détecter la diminution sémsibilité d'une souche a ces
antibiotiques. L'ertapénéme est le carbapénemepgssede la meilleure sensibilité pour la
détection des EPC [59]. Ainsi toute souche posgédae diminution de sensibilité a
'ertapénéme (CMI > 0,5 mg/L ou un diamétre d’intidn < 28 mm (CASFM-2013 [60]) par
test de diffusion en gélose est a considérer cosuspecte d’'EPC ; ces seuils ont été définis
de maniére a détecter le maximum de souches promkecide carbapénémaseependant,
pour les souches produisant des carbapénemaseslyisgat faiblement les carbapénémes
comme OXA-48, les carbapénémes peuvent étre cadégamensibles.

Des tests phénotypiques mettant & profit les pétgsi biochimiques des
carbapénémases vis-a-vis des inhibiteurs ont étélajgpés. lIs permettent de mettre en
evidence une restauratiam vitro de la sensibilité aux carbapénemes a l'aide dabiteurs
de B-lactamases. Par exemple, la bandelette MBL E-tes&®ure la CMI de I'imipéneme
avec et sans EDTA. Une diminution significative lkde CMI en présence d’EDTA fait
suspecter une carbapénémase de classe B (figufé1]1es MBL E-test® sont cependant
onéreuses, non accessibles a tous les laboraatires permettent pas de mettre en évidence

les carbapénemases de classe D qui sont aujoutd’blzisse la plus répandue en France et en
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Europe. De plus, elles posent un réel problemeaatjmétation pour les EP@roduisant une
enzyme qui hydrolyse faiblement les carbapénembl f@sses voire sensibles).

L’acide boronique est utilisé pour la détectiors dmrbapénémases de classe A.
Cependant, l'acide boronique inhibe aussi les dépparinases (classe C de Ambler) et
mangue donc de spécificite.

La technique des disques combinés (CD test, Combiest) [62] ou le test de double
synergie (DSST, Double Disc Synergy Test) [63]isgiit un substrat carbapénéme sur lequel
ou a c6té duquel est déposé l'inhibiteur de canhayp@se afin d’observer une augmentation
du diametre autour du disque antibiotique ou umegyie entre les disques. Chaque test peut
étre appliqué a la recherche des carbapénémasimsdes A ou B en fonction de l'inhibiteur
utilisé (figure 12).

Malheureusement, aucun inhibiteur ne permet de renedn évidence les
carbapénemases de classe D de type OXA-48. Ceperdatémocilline (6e-méthoxy-
ticarcilline) est connue pour étre fortement hygsék[64] par les carbapénémases de type
OXA-48. La résistance de haut niveau a cet antdpiet est un marqueur sensible de ces
enzymes mais non spécifique, bien que la témoeiltgsiste a I'action de la plupart des

lactamases [65].

oo €est® Loagivgezesel 5
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Figure 11: Bandelette MBL E-test®, testant les CMI d’'une doaidonnée pour I'imipénéme
avec (IP1) et sans (IP) EDTA (inhibiteur des MBujie diminution de 3 fois la CMI de

limipéneme en présence d’EDTA est considérée coigréficative.
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Figure 12: Résultats des tests de confirmation phénotypigue\eur de la détection d’'une
carbapénémase de classe A [66]:
A : DDST ; les fleches indiquent une synergie elesalisques d’ertapéneme (a gauche) et
d’'imipénéme (a droite) et le disque imprégné d’adidronique (au centre).
B : CD test; le chiffre indique 'augmentation dardéetre autour du disque d’imipéneme

apres l'ajout d’acide boronique directement sudisgjue.

Un autre test phénotypique anciennement recommpaudie CLSI est le Hodge test
modifié [67] (figure 13) : il permet, de fagcon nepécifique, de détecter la production d’'une
carbapénémase épidémique sans préjuger de la dadsseler. Malgré des avantages
certains (peu couteux, bonne détection des soymioelsictrices de carbapénémases de type
OXA-48 et KPC), ce test présente de nombreux inéoimants : faux négatifs avec des
souches produisant une NDM ; nombreux faux poségsentiellement pougnterobacter
spp surexprimant leur céphalosporinase naturelledéi de rendu long (24 h a 48 h aprés
obtention de [I'antibiogramme) incompatible avec unéentification rapide des
carbapénémases. Tous ces inconvénients ont comelu€NR de la résistance aux
antibiotiques a publier, en mars 2015, une nothnigee intitulée « Détection des souches
d’entérobactéries productrices d'une carbapénémas@ns laquelle il est fortement

recommandé d’abandonner le test de Hodge modiig [6
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Souche E. coli |
ATCC 25922

Figure 13: Test de Hodge modifié sur gélose MH ensemencéelas®uche sauvage coli,
un disque d’ertapénéme ou de méropéneme est dapasdtre de la gélose a partir duquel
les stries de chaque souche sont ensemencéegdempe d’'une repoussdedcoli au contact
de la strie (1 et 3) signe la présence d’'une camapase.
1 : souche testée
2 : K. pneumoniadd TCC BAA-1706 (témoin négatif)
3 : K. pneumoniad TCC BAA 17-05 (témoin positif).

En ce qui concerne la résistance aux carbapénésdssts phénotypiques ne sont pas
suffisants pour identifier avec précision le mésare produit par la bactérie. Ce manque de
sensibilité et de spécificité peut s'expliquer parfait que les profils de résistance aux
carbapénemes sont multiples, qu’ils peuvent sejaus. Les méthodes phénotypiques
seules ne permettent donc pas de discriminer lesamgmes épidémiques, comme la
production d'une carbapénemase, de ceux non émjdémi comme limperméabilité
membranaire due a une diminution de I'expressiapietéines transmembranaires que sont
les porines.
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2. Tests génotypiques

Bien que de nombreuses méthodes génotypiquesééntises au point, ce mode de
détection est insuffisant du fait d’'une grande d§ité d’enzymes décrites. Un résultat négatif
de biologie moléculaire ne permet pas d’exclure08% la probabilité d’étre en présence
d’'une EPC (enzymes non encore décrites).

Les tests génotypiques sont cependant indisperssaiedeuxieme intention afin
d’identifier la carbapénémase produite, a desdpidémiologiques.

Le test Cepheid XpéttCarba-R, réalisé sur les systémes d'instrumeneSpeert®,
est un test qualitatif de diagnostitvitro congu pour détecter et différencier rapidement les
séquences de gemdaKPC, blaNDM, blaVvIM, blaOXA-48 etblaIMP-1. Il s’agit d'un test
de PCR en temps réel incluant I'extraction, l'arfigdition et la détection des séquences
cibles. La préparation de I'échantillon est rap(eleviron 5 minutes), la durée de I'analyse est
de 47 minutes. La cartouche réactive, qui contiensemble des réactifs de PCR, est close
ainsi qu’'a usage unique, ce qui réduit au minimancbntamination croisée entre les
prélevements.

Les performances de ce test ont été étudieées aulkiples reprises [69, 70] et
semblent satisfaisantes. Une étude internationaléc@ntrique [71] rapporte une sensibilité
comprise entre 93.5% et 100% ainsi qu'une spé@ficomprise entre 99.3 et 100% pour les
différentes enzymes recherchées (KPC, NDM, VIM, GX& et IMP-1).

3. Tests basés sur I'hydrolyse d’'un carbapéneme

L'émergence rapide des EPC ces dix dernieres ammémsnduit la communauté
scientifique a développer des méthodes de déteghimnsensibles et plus spécifiques.

Les méthodes basées sur I'hydrolyse d’'un carliapériont depuis quelques années
'objet de nombreuses publications. L'avantage mmajde ces techniques de détection,
contrairement aux meéthodes génotypiques, est lae neis évidence de «l'activité
carbapénemase » et non de I'enzyme produite paadéérie. Ceci nous permet donc de
détecter tous les types de carbapénéemase, y coeprisuveaux variants.

Parmi ces techniques hydrolytiques, deux ont lasggrdté décrites et évaluées dans
la littérature: le Carba NP test [72] et la spatkétrie de masse de type MALDI-ToF [73, 74].

Ces deux méthodes sont trés prometteuses car diipssent de bonnes sensibilité et
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spécificité. Cependant, un manque de sensibilitéeequi concerne la détection des OXA-48

a été mis en évidence du fait de leur faible aétikidrolytique des carbapénemes [41].
a) Rapidec® CARBA NP

Ce test consiste en une galerie préte a I'emplainegant la détection rapide des
souches productrices de carbapénémase chez lembatéries,P. aeruginosaet A.
baumanniia partir d’'une culture bactérienne sur milieu géld_e principe du test est dérivé
du Carba NP test décrit par Nordmann, Poirel et@§¥2, 75].Le Rapide® CARBA NP est
basé sur la mise en évidence de I'hydrolyse d'ubag@neme par les bactéries productrices
de carbapénémase. Cette hydrolyse se traduit pardification du milieu réactionnel
entrainant le virage d’un indicateur pH : le rougephénol. Les performances de ce test ont
éte déterminées par le fabricant a partir de 2d6lsss de collection ou de routine.

D’aprés le fournisseur, les performances de cesmst une sensibilité ainsi qu’une
spécificité de 97.8%. Certaines études rapportest gkrformances moindres telles qu’'une
sensibilité et une spécificité de 85% et 100% retspement pour Chongt al.[76] ; de 88%
et 100% respectivement pour Osterblatl al. [77] ou encore de 72.5% et 100%

respectivement pour Tijet al [78].
b) Spectrométrie de masse MALDI-ToF

La technologie de spectrométrie de masse de typeMAoOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonisation time-of-flight mass cpemetry) couple une source d’ionisation
laser assistée par une matrice et un analyseuongstde vol.

Le principe analytique est le suivant (figure 1#chantillon testé est déposé sur une
cible en inox puis recouvert d'une matrice HCCAidaa- cyano- 4- hydroxycinnamique).
Cette matrice va, dans un premier temps, permiattcestallisation de I'échantillon et, dans
un second temps, transférer ses protons sur I'éitbanafin de charger positivement ce
dernier sous l'action du rayon laser. L’échantildrargé va, sous linfluence d’'un champ
électrique, parcourir le tube a temps de vol etimdire le détecteur selon un temps
proportionnel a sa masse. Le détecteur est reli@ aysteme informatique qui intégre les
données et établit un spectre de masse avec enngeldintensité relative du signal et en

abscisse le rapport masse/charge (m/z).
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La technologie MALDI-ToF est utilisée pour lidefitiation des bactéries, de
nombreux laboratoires hospitaliers en sont aujdwiddquipés.

Pour la détection des carbapénémases, il s’agiidi&r le spectre d’'un carbapénéme
apres incubation avec une souche bactérienne.dsemqre d’'une carbapénémase, on assiste a
une disparition du pic du carbapénéme étudié ppédtion éventuelle de pics de métabolites.

Cette méthode, bien que souffrant d’'un manque dedatdisation[79], apparait
comme tres performante. En effet, plusieurs autentsapporté de tres bonnes sensibilité et
spécificité de la technique (100% pour Montefemaat al [80]; 96.67% et 97.87%
respectivement pour Hrabak al. [73] ou encore 99% et 94% respectivement pour Gledn
al. [76]).

Detector

%
Electric
field generator

Figure 14: Schéma illustrant le principe analytique d’'un spmuetre
de masse de type MALDI-ToF.
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4. Recommandations actuelles pour la détection désygénémases

Au vu des risques épidémiques et d’impasse thétigpeuengendrés par les EPC, le
CNR de la résistance aux antibiotiqUié8] et le CASFM/EUCAST 2015 [80] recommandent
une recherche systématique des EPC. Néanmoinsjdeection reste difficile, en particulier
pour OXA-48 qui est la carbapénémase la plus rémaed France.

Le CNR de la résistance aux antibiotiques ainsi gUCASFM/EUCAST 2015 ont
récemment proposé des algorithmes combinant lds f#enotypiques, génotypiques et
d’hydrolyse afin de pouvoir détecter efficacemest EPC.

Ces deux algorithmes sont présentés sur les figires 16.

Souches de sensibilits diminuée & su molns un carbapéneme

Ticarcilline + acide clavulanique

Imipénéme

Tasts N ree o Tasts Tests
complémentaires | earhar Firg complémentaires complémeantaires

EPC=0 EPC=0 EPC=0 EFC=6 EPC = 207
& NDM IKPC

Absence de carba = 204 (32,8%) 16 NDM

Tests complémentaires = 417 (67,2%) ?:‘;h;rmaa

1 0xA-162

7 OXA-181

9 ONA-204
10%A-232

1 OXA-232 + NDM
1 OXA-48 + NDM

Figure 15: Algorithme décisionnel pour la détection des EPC
proposé par le CNR de la résistance aux antikieigen avril 2015.
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[ Ertapénéme < 25 mm (2015) ou < 28mm (2013} ou ]

CMI > 0,5 mg/L
J oul
[ Ticarcilline/clavulanate |
Méropénéme < 22mm NON <15 mm )
[ ou l oul
Imipénéme < 22 mm NON Témocilline
oul 1 <15 mm )
oul
Entérobactérie du
3
NON grcmlpe oul
e : [ cétépime 2:'- MH
[ Pas de test additionnel ] oul m:d'::m
Méropénéme ou Imipénéme
\_< 32 mm sur M-H + Cloxaciline
NON
' -
Pas de Pas de
carbapénémase carbapénémase

Figure 16: Algorithme décisionnel pour la détection EPC

proposé par le CASFM/EUCAST 2015.
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g- Objectifs de ce travail

L’objectif principal de ce travail était de mettea place un algorithme de détection
des EPC en adaptant les recommandations des eapartspratiques quotidiennes au sein du
laboratoire, et de I'évaluer de fagcon prospectierdant six mois.

En ce qui concerne les tests complémentaires potdétection des EPC, de nouvelles
techniques basées sur I'hydrolyse des carbapénamies le jour ; le second objectif de cette
étude a été de mettre en place I'une d’elles drblyse de I'imipénéme par spectrométrie de
masse MALDI-ToF. Nous avons, dans un premier temmis.,au point la méthode a l'aide de
souches préalablement caractérisées. Dans un stapd, la technigue MALDI-TOF a été
comparée aux galeries Rapile€ARBA NP de facon prospective pendant 6 mois, dans
cadre de notre algorithme de détection des EPC.

Le but ultime de ce travail est I'utilisation erutime au laboratoire de bactériologie du
CHU Amiens-Picardie, de I'algorithme décisionnebposé afin de permettre une détection
rapide, efficace et a moindre colt des EPC. lliraffr une meilleure prise en charge des
patients vis-a-vis des BHRe (adaptation rapide’adibiothérapie, application des mesures
d’hygiene recommandées...) et permettrait égalemanCldU de se positionner comme

centre de recours pour la détection des EPC awdsdmrégion Picardie.

34



lI- Matériels et méthodes

a- Souches bactériennes

1. Souchier rétrospectif

Cinquante-quatre souches d’entérobactéries non ibkems aux carbapénémes
provenant de prélevements cliniques et de dépissades au laboratoire entre juin 2013 et
décembre 2015 ont été incluses dans cette étude.

Onze souches d’entérobactéries productrices deapan@émase provenant de
prélévements cliniques et de dépistage isoléeg guitiet 2012 et janvier 2016 nous ont été
envoyées par le CHU de Caen afin d’enrichir le nambEPC étudiées au cours de ce travail.

Toutes ces souches sont conservées a — 20°C daosydaubes a billes puis cultivées
sur gélose au sang (BD Columbia Agar With 5% Hd@&ed) et incubées 24 a 48h a 35 +

2°C en aérobiose.

2. Souchier prospectif

Les souches d’entérobactéries provenant de préEwsntlinigues ou envoyées de
laboratoires extérieurs pour expertise et préséntamiametre a I'ertapénéme inférieur a 28
mm ou a l'imipéneme inférieur a 24 mm ainsi qu'urandétre a la ticarcilline-acide
clavulanique inférieur a 15 mm ont été incluses ldun recueil prospectif entre le premier
février et le 31 juillet 2016 (six mois).

Les souches nécessitant la réalisation de testpléorentaires ont été conservées en

cryotubes comme décrit ci-dessus.
b- Identification bactérienne
L’identification de chaque isolat a été réaliséelpapectrometre de masse Microflex

LT® Biotyper (Brukef™ Daltonics, Wissembourg), le logiciel MALDI Biotyp&/D® version

2.2 et la base de données de spectres de réfénésea jour en 2015.
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c- Sensibilité aux antibiotiques

L’antibiogramme des souches a été réalisé pardanigue de diffusion en milieu
gélosé conformément aux recommandations du CASFM 260] sur des géloses Mueller-
Hinton Agar (Biorad“, Marne-la-Coquette, France). Les suspensions fiemtés servant
d’inoculum sont standardisées a 0,5 Mc-Farland giliges au 1/1%"®dans I'eau stérile pour
ensuite étre appliquées par écouvillonnage ensséi¢éa surface des géloses. Les disques
imprégnés d’antibiotiques (Biord8l, Marne-la-Coquette, France) sont déposés a lacide
la gélose a I'aide d’un distributeur. Un disque ragné de témocilline a été ajouté a la main
sur chaque antibiogramme. L'interprétation estiséal apres 18-24h d’incubation a 35 + 2°C
en aérobiose.

La production d’'une BLSE ou d’'une céphalosporinageerproduite a été recherchée
sur l'antibiogramme, et si nécessaire sur un agif@mme supplémentaire sur geélose
Mueller-Hinton additionnée de 250mg/L de cloxan#li(inhibiteur des céphalosporinases de
classe C) (Biorall!, Marne-la-Coquette, France).

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) pBertapénéme et I'imipéneme ont
été déterminées en utilisant des bandelettes E-testtenant un gradient de concentration
d’antibiotique, conformément aux instructions dibrfeant (bioMérieux, Marcy-I'Etoile,
France). Elles ont été interprétées selon les rewmdations du CASFM 2013 (annexe 1)
[60]. Ces tests nous ont permis de confirmer onfidiner la résistance aux carbapénémes des
bactéries présentant un diametre diminué a l'enape et/ou a Ilimipéneme sur
I'antibiogramme initial.

Les souches issues des deux souchiers ont été sasu@il’algorithme présenté en
figure 17 afin de déterminer la nécessité de réalies tests complémentaires a la recherche
d'une carbapénémase. L'intérét du souchier progpé&etit de tester I'algorithme avec des
souches qui sont le reflet de I'épidémiologie deataboratoire.

L’identification de la carbapénémase produite pardifférentes souches a été réalisée
par le test Xpeft Carba-R ou par le Centre National de Référencéadesistance aux
antibiotiques.

L’ensemble des résultats de ces tests phénotypaété analysé selon l'algorithme
décisionnel présenté en figure 17, permettant deikclure une carbapénémase, soit de
procéder a des tests complémentaires.
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Antibiogamme BIGN urinaires oo non gwec
Etapénéme < Z2mm OU Imipénéme < 24mm
ET Claweartin < 15mm

|
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Figure 17: Algorithme décisionnel pour la détection des

entérobactéries productrices de carbapénemase (EPC)
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d- Tests complémentaires

Toutes les souches nécessitant la réalisationsie templémentaires a la recherche

d’'une carbapénemase ont été soumises a l'algoritiétisionnel présenté en figure 18.

Tests complémentaires

Rapidec” CARBA NP
+

MALDI-ToF MS

Mégatif Positif Discordants

+

Rapidec” CARBA NP douteux

Pas de carbapénémase

v

Xpert® Carba-R

O\

Négatif Positif
Envoiau CMR pour Envoiau CNR & but
expertise épidémiologigue

Figure 18: Algorithme décisionnel pour la réalisation

des tests complémentaires pour la détection d€s EP
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1. Spectrométrie de masse MALDI-ToF - Test d’hydrolgsd’imipénéme

a) Analyse des souches

La solution d’'imipénéme est préparée a partir dflmcon de 500 mg de poudre
d’'imipénéme-cilastatine (Panpharma, Luitre, Framag)s lequel on injecte 10 mL de citrate
d’ammonium 10 mM (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) [81a solution est ensuite diluée au
1/106™ avec du citrate d’ammonium 10 mM afin d'obtenireuconcentration finale en
imipéneme de 0.5 mg/mL [81]. Des aliquots de 1 it £onserves a — 80°C.

Le protocole décrit dans la publication de Lassetral [74] est celui qui permet un
délai de rendu de résultats le plus court (30 reglutNous avons donc décidé de nous
inspirer de ce protocole afin de nous approprigethnique. Nous avons ensuite adapté ce
protocole en faisant varier les conditions expéntales.

Les souches bactériennes ont été isolées sur galosang (BD Columbia Agar With
5% Horse Blood) et incubées une nuit en aérobi@&&@. Un inoculum bactérien a été remis
en suspension dans une solution d’imipéneme, lehke est incubé a 37°C. Différents
inocula et volumes réactionnels ont été testés gase de 1 uL de bactéries dans 20 pL, une
oese de 10 pL de bactéries dans 0.3 mL, 0.5 mL .GunfL) ainsi que différentes
concentrations de la solution d'imipéneme (0.25migkt 0.5 mg/mL) et différentes durées
d’incubation (30 minutes et 1 heure) afin de défiguelles conditions expérimentales
permettent d’observer une hydrolyse optimale dripéneme.

La suspension a ensuite été centrifugée 2 minutds8 00 tours/minutes. Un
microlitre de surnageant a été déposé sur une eiblanox MSP Target 96 puits (Bruker
Daltonics, Wissembourg, France). Aprés séchagenpdemture ambiante, les dépdts ont été
recouverts avec 1 pL de matrice HCCA (acideyano- 4- hydroxycinnamique ; Bruker
Daltonics).

Pour la détermination des conditions expériment@&sPC et 2 non EPC (A4, A5, Al
et C1; voir annexe 2) ont été analysées en trifde autres souches ont été analysées en
double

Les spectres de masse ont été acquis a l'aideettiremetre de masse Microflex et du
logiciel flexControl v3.3 (Bruker Daltonics) aveaeiplage de lecture de 100 a 1200 Da. Les
parametres de I'appareil étaient réglés de la marsaivante : ion source 1, 19 kV ; ion
source 2, 17.15 kV ; lens, 6 kV ; pulsed ion extaa O ns ; detector gain, 1X ; electronic
gain, enhanced ; mode, low range ; mass rangetisele® a 1200 Da ; laser frequency, 60
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Hz ; digitizer trigger level, 1000 mV ; laser attxor, 47% et laser range, 20%. Un total de
240 tirs a été effectué par position pour un spectr

Une calibration interne du spectrométre a été séaliau début de chaque série sur
deux pics de matrice HCCA : 190 et 379 Da.

b) Analyse des spectres

Les spectres ont été analysés a 'aide du logidedAnalysis v3.3 (Bruker Daltonics)
aprés avoir été lissés et avoir soustrait la lighe base. Les pics de limipénéme
(C12H17N304S) (300 £ 0.2 Da) et de son métabolite connyyHEGN3O,S) (254 + 0.2 Da) ont
été repérés et leurs intensités et aires sousuedAUC) ont été notées. Un ratio d'intensité
[métabolite/ (métabolite + imipénéme)] a été calqubur chacune des souches.

Les différents ratios d’intensité calculés nous marimis de définir une valeur seuil en
deca de laquelle la production de carbapénémadeepelécartée. L'objectif était de détecter
'ensemble des carbapénémases ; il était donc seicesd’établir un seuil permettant
d’obtenir une sensibilité de 100% pour les EPC &uétant le plus discriminant possible.

Les ratios d’intensité ont été représentés soundate box plot grace au logiciel de
statistiques XLSTAT pour Microsoft Excél.

c) Controle de la stabilité de la solution d’imipéneme

Pour chaque expérience, une solution d'imipénemedfimg/L a été testée afin de
vérifier la qualité de la solution. Ce passage nuersnet également de savoir si les spectres
obtenus pour les solutions imipéneme + bactérensexploitables et interprétables.

L’'imipéneme étant une molécule fragile, qui se ddgr rapidement, la solution
d’'imipéneme a éteé testée a J1, J2, J3, J7 et [Brdeonstitution afin d’estimer une durée de

conservation et d’exploitation maximale.
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2. Rapide® CARBA NP

Les 65 souches du souchier rétrospectif ainsi gaesbuches du souchier prospectif
nécessitant la réalisation de tests complémentpogs la recherche de carbapénémase selon
I'algorithme décisionnel présenté en figure 17 étét testées avec les galeries biochimiques
Rapide€ CARBA NP commercialisées par la société bioMérjedarcy-I'Etoile, France. Le

test a été réalisé et interprété conformément matructions du fournisseur.

& 9°
9o
Ve :
5 LECTURE ET INTERPRETATION
1
® 790 @0 @0 rd L
e NOCe N@e N@o “@o
ﬁ 1o m Gl Rouge @ Jaune GRouge @ Jaune @) Rouge @ Orangd/rouge mm
e
D
Pl Ld]
®"Ve
;906 Figure 19: Rapide€ CARBA NP
“vw o 0

Présentation de la galerie et interprétation

La lecture de la galerie se fait par comparaisanodelleurs du puits d (puits contréle)
et du puits e (contenant de l'imipéneme lyophilisEh présence d'une carbapénemase,
limipéneme est hydrolysé, ce qui entraine uneificédion du milieu conduisant a un virage
de I'indicateur coloré du rouge au jaune. Un testpesitif lorsqu’une variation significative
de couleur entre ces deux puits est observée.ldleaia 4détaille les regles d’interprétation
des galeries RapidB€CARBA NP.

Dans certains cas, en cas de difficulté d’integdirén (virage coloré tres Iéger dans le

puits e) un résultat douteux a été rendu.
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Tableau 4; Régles d'interprétation des galeries Rapid8ARBA NP

Puits témoin d Puits test e Interprétation
rouge rouge o
Négatif
orange orange
rouge rouge-orange, orange a jaune -
: Positif
orange jaune
couleur autre que rouge _
non applicable Non
ou orange _ ]
interprétable
orange rouge

3. Xperf®Carba-R

Le test Xpeft Carba-R (Cepheid) est un test de PCR en tempsperehettant
'extraction de I'’ADN bactérien puis la détectioresd genesblaKPC, blaNDM, blaVIM,
blaOXA-48 et blaIMP-1. Le test comporte un contréle interne dénomoo@trdle de
traitement de I'échantillon (CTE). Un contréle imte supplémentaire, le contréle de
vérification de la sonde (CVS) vérifie la réhydtaia des réactifs, le remplissage des tubes de
PCR dans la cartouche, l'intégrité de la sonda stdbilité du fluorochrome.

La réalisation du test se fait de la maniere sus/aune suspension bactérienne a 0.5
McFarland est réalisée puis diluée au 1/10 émquiL18e cette solution sont ensuite analysés
conformément aux recommandations du fabricantékaltat est disponible apres 50 minutes

environ.
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Ill- Résultats

a- Souchier rétrospectif

1. Identification bactérienne et sensibilité aux aotiues

Pour chaque souche, lidentification, les mécansnde résistance, le diamétre
d’inhibition de la témocilline ainsi que les CMI dertapénéme et de I'imipénéme sont
colligés dans l'annexe 3. Le tableau 5 résume hascipaux meécanismes de résistance
exprimés par les 65 souches du souchier réetrogpecti

L'identification par spectrométrie de masse s’edvétée, pour les 65 souches
bactériennes, corrélée avec l'identification ingiedalisée lors de I'isolement de la bactérie au
sein du prélevement clinique ou de dépistage (smudh collection).

La réalisation des antibiogrammes a permis la neseévidence des différents
mécanismes de résistance exprimés par les 65 sodohsouchier rétrospectif. Ainsi, parmi
les 33 non EPC, 15 souches produisaient une cé&imalnase hyperproduite associée a une
impermeéabilité membranaire; 16 souches produitaiene BLSE associée a une
impermeéabilité membranaire et 2 souches exprimalest trois mécanismes combinés
(céphalosporinase hyperproduite + BLSE + impernigé@bi Parmi les 32 souches EPC, 2
souches produisaient une céphalosporinase hypeipgoet 12 produisaient une BLSE ; les
18 souches restantes exprimaient uniquement un2) arbapénémase(s).

Le disque de témocilline déposé sur l'antibiogramnoels a en outre permis de
confirmer ou d'infirmer la résistance de chaquecbeua cette molécule. 46 souches
présentaient un diametre d’inhibition autour déélmocilline inférieur a 15 mm (dont les 32
EPC et 14 non EPC) et étaient donc suspectes dahiipgoune carbapénemase selon les
recommandations du CASFM/EUCAST 2015 [80].
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Tableau 5 :Mécanismes de résistance produits par les 65 ssutbntérobactéries

composant le souchier rétrospectif.

Mécanisme de Especes Nombre  Nombre  Nombre
résistance de de de
souches souches souches
(n=) (n=) (n=)
. . K. pneumoniae 5
Céphalosporinase E ol
hyperproduite - cloacae 6 15
e Enterobacter aerogenes 3
+Imperméabilité
S. marcescens 1
BLSE K. pneumoniae 4 16
Non +Imperméabilité E. cloacae 12 33
EPC
Céphalosporinase
hyperproduite K. pneumoniae 1 5
+BLSE E. cloacae 1
+Imperméabilité
K. pneumoniae 5
+g|)‘('sf48 E. coli 2 9
E.cloacae 2
BLSE .
+ NDM K. pneumoniae 2 2
Eli/?ni K. pneumoniae 1 1
Cephalosporinase : 32
EPC hyperproduite K. pneumoniae L 2
+ OXA-48 E. coli 1
KPC K.pneumoniae 1 1
OXA-48 K. pneumoniae 10 13
E. coli 3
KPC .
+NDM K. pneumoniae 1 1
K. pneumoniae 1
NDM E. coli 2 3
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2. Mise en place du test d’hydrolyse de I'imipéneme

La mise en place de cette méthode a été realigde guux 65 souches du souchier

rétrospectif.

a) Spectre de I'imipénéeme

Pour chaque expérience, la solution d'imipénémegpQr5 mg/mL est testée afin de
vérifier la présence du pic d'imipénéme a 300 Da.

L’analyse du spectre de I'imipéneéme pur a révélésanl pic d'intérét (300 Da),
correspondant a la molécule mere. Nous n’obserpasgle pic a 254 Da.

Le spectre de masse de I'imipéneme seul est regéeser la figure 20.
b) Détermination des conditions expérimentales

Nos premiers tests, avec un volume réactionneDdel2(proche du protocole proposé
par Lasserret al[74]) ne nous ont pas permis d’obtenir des donegpkitables. En effet, le
spectrometre ne parvenait pas a acquérir un spdetmeasse correct, probablement parce que
la quantité de bactéries présente dans I'échamtétait trop importante et que les protéines
bactériennes interféraient avec l'imipéneéme poacduisition du spectre de masse. Nous
avons donc décidé d’augmenter le volume réactiomafial d’obtenir un surnageant plus
important et limiter au maximum la contamination ctéaienne. Plusieurs volumes
réactionnels ont ainsi été testés : 0.3 mL, 0.5einQ.7 mL. Avec ces différents volumes, les
spectres de toutes les souches testées étaienitalzjas.

Afin de déterminer les meilleures conditions expé&mtales pour la mise en évidence
de I'hydrolyse de l'imipénéme, différentes concatitms de la solution d’antibiotique (0.25
mg/mL et 0.5 mg/mL) et différentes durées d’incidrat(30 minutes et 1 heure) ont été
testées avec 4 souches bactérienries coli OXA-48 (A4), K. pneumoniaeNDM (A5),

E. cloacaeBLSE + imperméabilité (Al) d€. pneumoniaeéphalosporinase hyperproduite et
impermeéabilité (C1). Les données recoltées sotigéek dans le tableau de I'annexe 2.

Au vu de ces résultats, nous avons pu conclure lgeemeilleures conditions
expérimentales pour I'hydrolyse de I'imipénéme étai imipéneme concentré a 0.5 mg/mL,
30 minutes d’incubation et volume réactionnel 013 f&n effet, ces parameétres sont ceux qui

montraient une franche diminution voire une didparitotale du pic a 300 Da pour les EPC
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et une diminution moindre pour les non EPC. De ,ples ratios d’intensité calculés étaient

plus discriminants.

c) Analyse des souches

En reprenant les conditions expérimentales détémsirprécédemment, nous avons
testé en double les 65 souches bactériennes isctlases le souchier rétrospectif et calculé
pour chacune d’elle le ratio d’'intensité [métatai(nétabolite + imipéneme)].

Les résultats obtenus sont présentés dans I'arhekk figure 20.
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Figure 20: Spectres MALDI-ToF de I'hydrolyse de I'imipéneme
aprés 30 minutes d’incubation a 37°C.
Les pics d'intérét sont repérés sur les spectd@d Da et 254 Da.

Les unités sur I'axe des ordonnées représentateiiisité relative.
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La figure20 représente les spectres de masse de l'imipémpémet de solutions
d’'imipénéme incubée avec des bactéries exprimdfdreints mécanismes de résistance. Sur
le spectre de 'imipéneme pur, nous avons obsemvgaicorrespondant a la molécule mére a
300 Da, aucun pic n’'est présent a 254 Da. Quamdip@néme est incubé avec une
entérobactérie non sensible aux carbapénemes maipnoductrice de carbapénemase, le
spectre de masse obtenu met en évidence un pi@ B8Q un pic a 254 Da peut néanmoins
étre observé de facon inconstante. Cependantodesgjlie I'imipénemest incubé avec une
entérobactérie productrice de carbapénemase, quedlesoit la classe de I'enzyme produite,
on remargue une disparition du pic a 300 Da epbagion d’'un pic a 254 Da correspondant

au métabolite de la molécule mere, qui a été hydéa par I'enzyme.
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Figure 21: Distribution des ratios d'intensité des deux
populations testées : EPC et non EPC

La figure 21 nous a permis de définir un ratio germet une discrimination efficace
des EPC et des non EPC. En effet, la valeur de leaplus faible pour les EPC est de 0.87 et
celle la plus forte des non EPC est de 0.79. llandlonc aucun chevauchement entre les deux

populations.
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Nous avons fixé comme ratio seuil pour la détectiea EPC la valeur de 0.83. Cette
valeur correspond a la moyenne entre la valeuatie ka plus faible pour les EPC (0.87) et
celle la plus forte des non EPC (0.79).

Un ratio inférieur ou égal a 0.83 correspond a noe EPC ; un ratio strictement

supérieur a 0.83 correspond a une EPC.

d) Contréle de la stabilité de la solution d’'imipér&m

La solution d'imipénéme pur a 0.5 mg/mL est tesdédl, J2, J3, J7 et J9 de la
reconstitution afin d’estimer une durée de congs@wmaet d’exploitation maximale. Les
intensités du pic a 300 Da mesurées a J1, J2sni3out a fait satisfaisantes. Cependant, a
J7, on note une diminution significative de l'intg@ du pic d'imipénéme et a J9, une
disparition du pic, la solution n’est donc pludiséible. Les résultats concernant le contréle de
la stabilité de la solution d’'imipéneme sont réssméns le tableau 5.

Aucune donnée n'a pu étre acquise a J5.

Tableau 5 :Contréle de la stabilité de la solution d’imipéreem

Intensité pic AUC pic Intensité pic AUC pic
300 Da 300 Da 254 Da 254 Da
J1 22208 48276 0 0
J2 13594 33185 0 0
J3 14772 31623 0 0
J7 3914 2577 0 0
Pas de pic Pas de pic
J9 0 0
détecté détecté
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3. Algorithme décisionnel appliqué au souchier réteasib

Afin de tester I'algorithme décisionnel proposésiaette étude, nous I'avons appliqué
aux 65 souches du souchier rétrospectif. Ainsi, sb8ches suspectes de produire une
carbapénemase ont pu étre écartées des les t&sistyghiques ; 46 tests complémentaires
(Rapide€ CARBA NP + MALDI-ToF) ont été réalisés permettatet détecter les 32 souches
d’EPC incluses dans le souchier.

Les résultats sont présentés sur la figike

Antibiogamme BGN uingires ou non Svec
Ertapenéme < 28mm OU Imipanéme < 24mm
ET Clavertin < 15mm

i

- Réalizer le= Chil Imipenéme & EBapéndme (0.50EF)
sur biH classique
- Réalizar grande boite BLSE sur MH additionné
de 250 mg/L de Claxaclline (0 ShicF dilud au 14107

Temociline < 15mm Temosilline 2 15mm
sur hiH classique =44 sur hH classique N=21
(0.50cF dilug au 14100 ) (D AMeF die as 14100 :
Erterobacténes Ertérobactéries mipenéme sur WK
groupes 1 & 2 qroupe 3 classique
I N=10 2 Zamm < 22mm
Tests complémentaires Pas de carbapenémase Tests
a maliser complémentaines
! arealiser
N=15
N= 40 Imipénéme < 32mmsur
MiH+clonacilline

Pas de carbapenemase

N=4

Figure 22: Algorithme décisionnel appliqué aux 65 souches
d’entérobactéries composant le souchier rétrodpecti
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b- Souchier prospectif

1. Identification bactérienne et tests phénotypiques

Le recueil prospectif réalisé entre € fEvrier et le 31 juillet 2016 a permis d’inclure
74 souches supplémentaires dans cette étude.

Pour chaque souche, lidentification, les mécansnde résistance, le diamétre
d’inhibition de la témocilline ainsi que les CMI dertapénéeme et de I'imipéneme sont
colligés dans I'annexg.

L’identification réalisée par spectrométrie de neaagpermis d’identifier, parmi les 74
souches que contient le souchier prospectit-48oacae 17 K. pneumoniage? E. aerogenes
et 2E. coli

L’algorithme décisionnel proposé dans cette étudecaappliqué aux 74 souches du
souchier prospectif. Ainsi, 54 souches suspectagraliduire une carbapénemase ont pu étre
écartées des les tests phénotypiques et 20 souctiesécessité la réalisation de tests
complémentaires (Rapid®CARBA NP + MALDI-ToF).

Les résultats obtenus sont présentés sur la fRRire

50



Artibiogramme BGN winaires ou non avec
Etapéneme < 28mm OUImipenéme < 24mm

ET Clavertin < 15rm N=74

!

- Regliser les Chil Imipénéme & Erapéndme (0. 5htF)
sur biHclassique
- Réalizer grande boite BLSE sur WH additionne
de 250 my/L de Cloxaclline (0 5hcF diluéd au 1410)

/\

Temociline < 15mm Temazilline & 19mm
surMH classique — =sur MH classique =
@R diue au 110y | |LNE32 (O BMF dibse 21 110y | LNE42

|

Ertérobacténes Ertérobatéries mipenéme sur hvH
groupes 1 &2 Qo pe 2 classique

I | N=22 _aé\

Tests complémartaires Pas de carbapénémass Tess
3 realiser (&) ctTupI»a’nﬂ-ria:rW'
! a realiser
N=41
N— Imipénéme < 33mmsur

hiH-clomacilline

../\.

Pas de carbgpenémass

Figure 23: Algorithme décisionnel appliqué aux 74 souches

d’entérobactéries composant le souchier prospectif.

2. Tests complémentaires

a) Tests d’hydrolyse de I'imipéneme

Les deux tests d’hydrolyse (Rapile€ARBA NP + MALDI-ToF) ont été effectués
sur les 20 souches du souchier prospectif nécassitacalisation de tests complémentaires.
13 souches étaient négatives et 4 étaient positwves les deux techniques; 3 étaient
discordantes (négatives en Rapfd€ARBA NP et positives en MALDI-ToF).

Les résultats obtenus sont présentés dans le tablea
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b) Test Xpeft Carba-R

Le test Xpef?! Carba-R a été réalisé sur les 7 souches positimssdes tests
d’hydrolyse. Pour les 4 souches positives avedées tests d’hydrolyse, il nous a permis de
caractériser les carbapénemases produites paadésries : 3 OXA-48 et une NDM. Pour les
3 souches discordantes, le test Xp&arba-R était négatif. Ces 3 souches ont été émgoy
au CNR qui a conclu a I'absence de carbapénémase.

Les résultats obtenus sont présentés dans le taBlea

Tableau 6: Résultats des tests d’hydrolyse et du test Xg@arba-R
pour les 20 souches du souchier prospectif.

: ®
Espéece ﬁ? uche ¥(ﬁ‘:LDI' CEZ%%? )égfng Mécanisme de résistance
K. pneumoniae 2C7 Négatif Négatif NA* BLSE + imperméabilité

K. pneumoniae 2C8 Négatif Négatif NA* HCase** + imperméabilité
E. cloacae 2D1 Négatif Négatif NA* HCase** + imperméabilité
E. cloacae 2D2 Négatif Négatif NA* BLSE + imperméabilité

K. pneumoniae 2D3 Négatif Négatif NA* BLSE + imperméabilité

E. cloacae 2D4 Négatif Négatif NA* BLSE + imperméabilité

E. cloacae 2D5 Négatif Négatif NA* HCase** + imperméabilité
K. pneumoniae 2D6 Négatif Négatif NA* BLSE + imperméabilité

E. cloacae 2D8 Négatif Négatif NA* BLSE + imperméabilité

E. cloacae 2E2 Négatif Négatif NA* HCase** + imperméabilité
K. pneumoniae 2E3 Positif Positif NDM NDM

K. pneumoniae 2E4 Négatif Négatif NA* BLSE + imperméabilité

K. pneumoniae 2E6 Positif Positif OXA-48 OXA-48

K. pneumoniae 2E7 Positif Positif OXA-48 OXA-48

E. cloacae 2ES8 Négatif Négatif NA* BLSE + imperméabilité

E. cloacae 2A3 Négatif Négatif NA* HCase** + imperméabilité
E. aerogenes 2G4 Positif Négatif Négatif HCase** + imperméabilité
K. pneumoniae 2G5 Positif Positif OXA-48 OXA-48

E. cloacae 2G6 Positif Négatif Négatif HCase** + imperméabilité
E. coli 2G7 Positif  Négatif Négatif ~ OX@cillinase +

imperméabilité

*: Non applicable **: Céphalosporinase produite a haut niveau
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L’algorithme décisionnel proposé dans cette étugeranis la mise en évidence des
différents mécanismes de résistance exprimés par4eouches. Ainsi, parmi les 70 non
EPC, 44 souches produisaient une céphalosporinagergroduite associée a une
impermeéabilité membranaire, 25 souches produisaieneé BLSE associée a une
impermeéabilité membranaire et une souche produisaé oxacillinase associée a une
imperméabilité membranaire. Parmi les 4 souches, BP®uches produisaient une OXA-48
et la quatrieme produisait une NDM.

Notre algorithme décisionnel limite donc le recoaus tests d’hydrolyse, a la biologie
moléculaire ainsi que les envois de souches au @biR expertise. En effet, sur les 74
souches du souchier prospectif, 20 souches onfibiénde tests complémentaires, 7 Xfert
Carba-R ont été réalisés et seulement 3 soucheétérénvoyées au CNR. Nous pouvons

donc dire que cet algorithme est adapté a notaeapologie.

c- Comparaison de méthodes

Au cours de ce travail, nous avons compare la ndéttdALDI-ToF développée au
laboratoire aux galeries RapifeEARBA NP pour la détection de I'activité carbapérse
de 85 souches d’entérobactéries isolées a parfiralevements cliniques ou de dépistage (65
souches du souchier rétrospectif, et 20 souchesuaichier prospectif).

Les tableaux 7 et 8 récapitulent les résultatsgésdidans I'annexe 6.

Tableau 7 :Comparaison de la méthode MALDI-ToF développée
au laboratoire aux galeries Rapid&2ARBA NP (n=85)

MALDI-ToF
+ - Total
+ 33 0 33
. ® Douteux 3 3 6
Rapidec . ]
Ininterprétable 1 1
CARBA NP
- 3 42 45
Total 39 46 85

53



En comparant les deux méthodes, nous avons puvebsgre 88% des résultats sont
concordants (75/85). lls sont pour n= 33 des rawufiositifs et n= 42 des résultats négatifs et
ce, avec les deux méthodes.

De plus, seuls 12% des résultats sont discordadi85).

L’analyse des cas discordants (10/85, soit 12%) meretévidence six Rapid®c
CARBA NP douteux, qui ont tous été contr6lés sug antre galerie. Trois sont positifs en
MALDI-ToF et correspondent a des souches produisaatcarbapénémase de type OXA-48.
Trois autres sont négatifs en MALDI-ToF et corragient a des non EPC (résultat confirme
par le CNR).Un test Rapidét CARBA NP est ininterprétable selon les régles
d’interprétation proposées par le fournisseur diesx puits d et e étant jaunes) ; cette souche
est négative en MALDI-ToF, I'absence de carbapémsenamégalement été confirmée par le
CNR.

Les trois derniéres souches discordantes (2G4, &GBG7, voir annexe 6) sont
positives en MALDI-ToF et négatives en Rapi&@ARBA NP ainsi qu’en XpeftCarba-R.
Pour la souche &. aerogenegG4, les CMI a I'ertapénéme et a I'imipénéme étailtn32 et
12 mg/L respectivement; l'antibiogramme mettait émidence une céphalosporinase
hyperproduite associée a une impermeéabilité memabrgn avec une récupération
significative de la sensibilité a I'imipénéme avetoxacilline. Pour la souche H:
cloacae2G6, les CMI a I'ertapénéeme et a I'imipéneme étiaike 3 et 1 mg/L respectivement ;
'antibiogramme mettait également en évidence w@pmhalosporinase hyperproduite associée
a une imperméabilité membranaire, avec une réctipénaon significative de la sensibilité a
l'imipéneme avec cloxacilline. Enfin, pour la soedhE. coli2G7, les CMI a I'ertapéneme et
a I'imipéneme étaient de 3 et 3 mg/L respectivemdiantibiogramme mettait en évidence
une oxacillinase associée a une impermeabilité memaire.

Devant ces discordances, les trois souches orgnétgyées au CNR de la résistance
aux antibiotiques pour expertise (conformémentkbydrithme décisionnel pour la réalisation

des tests complémentaires, figure 18), qui corlibsence de carbapénémase.
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Tableau 8: Tableau récapitulatif des résultats obtenus pactspmétrie de masse
MALDI-ToF et galeries RapidScCARBA NP sur les 85 souches testées.

EPC (n=36) Non EPC (n=49)
+ 33 0
Rapidec ® CARBA NP  Douteux 3 4
] 0 45
+ 36 3
MALDI-ToF
] 0 46

Les sensibilités du Rapid®€CARBA NP et du MALDI-ToF MS sont respectivement
de 92% (33/36) et de 100% (36/36).

En ce qui concerne les souches non EPC, les spisifiu Rapide® CARBA NP et
du MALDI-ToF MS sont respectivement de 92% (45/éBjle 94% (46/49).

Le MALDI-ToF semble donc plus discriminant que tgderies RapidScCARBA NP
guant a la détection des EPC, en effet, la plugestcas discordants étaient liés a des galeries

douteuses.

d- Colts et délai de rendu des résultats

Le délai de realisation ainsi que le prix de ravigestimé en termes de colt de
réactifs) des différentes méthodes utilisées datie étude ont également été compareés.

L’antibiogramme et les tests phénotypiquas I'algorithme décisionnel pour la
détection des EPC ont été estimés a 14.27 eurasopahe testée ; son application permet un
rendu de résultat le lendemain de I'obtention datlbiogramme.

La détection des EPC par MALDI-ToF par hydrolyserdtarbapénéme est, parmi les
différentes méthodes proposées pour le screeniadge@€, celle qui permet de rendre un
résultat dans les meilleurs délais. La méthode MALBF développée au laboratoire
nécessite un temps d’incubation de trente minutes gu’une quinzaine de minutes pour la
préparation de I'échantillon et I'acquisition dgsestres de masse. Son codt est estimé a

seulement quelques centimes d’euros par spot MALGH-
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La lecture des galeries RapiledCARBA NP s'effectue aprés deux heures
d’incubation, mais environ une heure de préparatienl’échantillon est nécessaire avant
l'incubation, soit une durée approximative de trbisures pour la réalisation de cette
technique. Chaque galerie Rapiti€ARBA NP co(te 8.55 euros au laboratoire.

Enfin, en ce qui concerne le test Xfe@arba-R, le résultat peut étre rendu en 55
minutes (5 minutes de préparation de I'échantilEin50 minutes de PCR), mais cette

technique est onéreuse : 42 euros par test.
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V- Discussion

Ce travail a permis d'étudier la sensibilité aurbewénémes de 139 souches réparties
en deux souchiers : rétrospectif (n = 65) et prosp@ = 74).

Le souchier prospectif reflete notre épidémioldgale ; sur les 3516 entérobactéries
isolées au laboratoire pendant la période de recli#eiprésentaient une sensibilité diminuée
aux carbapénéemes (soit2.1 %) et 4 étaient des @EBIE0.11 %). Ces chiffres sont
Iégerement supérieurs aux données épidémiologiqatsnales (entérobactéries résistantes
aux carbapénemes en France 0.6% ; proportion EP8%). [58]. De plus, le nombre
conséquent de souches de sensibilité diminuée anpagenemes isolées sur une période de
six mois montre bien que la détection des EPC aspmwbléme quotidien a gérer au
laboratoire.

La faible prévalence des EPC, dans notre régiontnwmmans le reste de la France,
affecte directement la valeur prédictive positivesaque la valeur prédictive négative des
tests de détection disponibles. Il est donc indispble de disposer d'un algorithme de
détection des EPC adapté a notre épidémiologie.

La détection des EPC par spectrométrie de masselMADF a été décrite et évaluée
dans la littérature en utilisant différents carbapées, notamment I'imipéneme [82, 83] et le
méropénéme [84, 85]. Nous avons choisi I'imipéngrhgbt que le méropéneme comme
molécule de détection ; ce choix est basé sur deguments. Premiérement, I'imipéneme ne
dispose que de deux pics d’intérét (300 Da poumtdécule mére et 254 Da pour le
métabolite) contrairement au méropénéme qui en tompatre (384 et 406 Da pour la
molécule mére et 358 et 380 Da pour les métabplites qui facilite I'interprétation du
spectre de masse obtenu. Deuxiemement, la matriGCAH (acide a- cyano- 4-
hydroxycinnamique), utilisée pour cristalliser hémntillon, comporte un pic a 379 Da, tres
proche de deux des quatre pics du méropénémeyia@xpgose a des erreurs de lecture des
spectres [74].

Comme l'imipénéme est une molécule réputée poeriastable dans le sérum [86],
nous avons donc souhaité vérifier cette instaldé®s notre solution de citrate d’ammonium.
Nous avons pu remarquer que la fraicheur de ldisold’imipénéeme ainsi que ses conditions
de conservation (aliquots non décongelés a -80t&@ré des points critiques de la méthode.
La solution d’imipénéme a 0.5 mg/mL doit étre refdoutes les trois jours afin de garantir de
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bonnes performances de détection des EPC par MAIOPI-Cependant, il serait intéressant
d’obtenir des données a J4 et J5 et de détern@rdate limite a partir de laquelle les résultats
sont affectés.

Nous nous sommes inspirés du protocole proposé geserreet al [74] que nous
avons modifié ; en effet, leurs conditions expéntakes ne nous permettaient pas d’obtenir
des données exploitables. Nous avons obtenu déearsilrésultats en utilisant des volumes
réactionnels plus importants. Les ratios d'intérssifmétabolite/(métabolite + imipéneme)],
calculés a partir des intensités relatives du fimigéneme (300 Da) et de son métabolite
(254 Da), nous ont permis de définir une valeurls#el 0.83. En cas de ratio strictement
supérieur & 0.83, une PCR multiplexe (XPe€arba-R) recherchant les principales
carbapénémases décrites doit étre réalisée, eduehs doit étre envoyée au CNR pour
expertise en cas de négativité de la PCR (rechefdne enzyme non détectée par la PCR).

Les résultats obtenus lors de la mise en placestudthydrolyse de I'imipénéme par
spectrométrie de masse MALDI-ToF montrent que t#&qmole que nous décrivons dans cette
étude permet de discriminer efficacement les eht&itéries productrices de carbapénemase,

y compris les OXA-48, des non EPC dans notre seuchtrospectif.

Notre comparaison du RapifedCARBA NP et de la méthode MALDI-ToF
développée au laboratoire montre une bonne concceddes résultats pour 88% des souches
testées. L'étude de Chomg al [76] a comparé ces deux techniques: le MALDI-Toéspnte
une meilleure sensibilité (99%) et une spécifitdgerement moindre (94%) que le Rapitlec
CARBA NP (sensibilité 85%, spécificité 100%). Danstre étude, les sensibilités et
spécificités du Rapid€cCARBA NP et du MALDI-ToF MS sont respectivement @2% et
100% et de 92% et 94% ; nos résultats sont donparahbles a la littérature.

Trois souches productrices d’OXA-48 étaient posgiven MALDI-ToF mais
douteuses avec le Rapife€ARBA NP. Plusieurs auteurs ont déja mis en éwdenn
manque de sensibilité du RapileEARBA NP vis-a-vis d’enzymes hydrolysant faiblerhen
les carbapénemes, notamment OXA-48 et GEB6578, 87], lorsque l'inoculum bactérien
est trop faible ou lorsque la souche testée epernyuqueuse [78].

Pour quatre souches non productrices de carbapéeémaus avons obtenu trois
résultats douteux et un résultat ininterprétabkcde Rapidet CARBA NP. L'interprétation
des galeries RapidBcCARBA NP se fait & partir d’une lecture & I'ceil W virage de
l'indicateur coloré, parametre tres subjectif. lilmge de I'indicateur coloré n’est parfois pas

assez marqué pour pouvoir étre categorisé gréaeaatice d'utilisation des galeries. Dans ce
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genre de situation, nous avons conclu & un résdbateux en RapidcCARBA NP.
Plusieurs facteurs décrits dans la littérature patiinfluencer le virage de l'indicateur coloré
comme, par exemple, un inoculum bactérien tropldaibn &ge des cultures bactériennes
supérieur a 24 heures, une durée d’incubation dal&xie trop longue (supérieure a 2 heures)
ou encore I'utilisation de souches hyper-muque{i&gls

Les six souches rendues douteuses par le R&pEARBA NP ont été correctement
assignées par le MALDI-ToF. Cette technique, bamféiela mesure objective d’'un ratio
d’intensité, nous a posé moins de problémes dfiné¢ation que la galerie RapifeEARBA
NP.

Pour trois souches positives en MALDI-ToF, la pratihn d’une carbapénémase a été
exclue par le Rapid®cCARBA NP et par le CNR de la résistance aux amiidpiies. Pour
deux de ces souches, le phénotype évoque une ospbahase hyperproduite combinée a
une imperméabilité membranaire. En revanche, mosoliche &. coli,le phénotype évoque
la production d’'une oxacillinase. A notre connam&sg la résistance aux carbapénémes par
association d’'une oxacillinase a spectre étroit'@he imperméabilité membranaire n’est pas
rapportée dans la littérature. Il serait souhagtald caractériser le mécanisme de résistance de
cette souche, qui pour nous n’est pas élucide.

Au total, le MALDI-ToF nous a permis de détectentes les EPC de notre série, et
d’exclure la production de carbapénemase avec xcalente valeur prédictive négative. La
présence de quelques faux positifs nécessitanpditise du CNR n’est pas un élément
rédhibitoire pour l'utilisation en routine de cetteéthode. De plus, la technique MALDI-ToF
développée au laboratoire est moins coliteuse strppide que le Rapid®cCARBA NP.
Cependant, les techniques MALDI-ToF décrites danl#térature souffrent d’'un manque de
standardisation [79]; il apparait donc nécessaile réaliser quelques veérifications
supplémentaires avant de pouvoir utiliser notrehimd® en routine. Tout d’abord, une étude
de répétabilité (une méme souche testée plusieigddrs d’'une méme série) ainsi qu’'une
étude de reproductibilité (une méme souche tesidede différents séries par un opérateur
différent) devront étre menées afin de détermimaecdncordance des résultats obtenus avec
les différentes conditions expérimentales. De phmys devrons déterminer si le type de
milieu de culture ainsi que la durée d’incubatias anilieux sont des points critiques de la

méthode, comme c’est le cas pour les galeries REpBARBA NP.
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Nous avons également mis au point un algorithmésiémel pour la détection des
EPC. Cet algorithme permet dexclure avec une VRNL@ % la production d'une
carbapénémase pour 73% des souches testées, Esiltat des tests phénotypiques. Cet
algorithme limite le recours aux tests complémeesaet a la biologie moléculaire, permettant
ainsi de réduire les codts. Etant donné la failbé/gdence des EPC dans notre région, cet
algorithme semble adapté a notre épidémiologiddéoca

Un algorithme similaire, ne prenant pas en cometéiameétre de I'imipéneme sur
Mueller-Hinton additionné de cloxacilline, a étéakwe par le CNR[88]; il permet
'exclusion de production d’'une carbapénémase @esesultat de I'antibiogramme pour
environ un tiers des souches. Cependant, cetteatial porte sur des souches envoyées au
CNR pour expertise, qui ne refletent pas I'épidéag nationale.

Notre algorithme permet un rendu de résultats ehe2des a partir de I'obtention de
'antibiogramme, il ne retarde donc pas la mis@kace des mesures d’'isolement requises en
présence d’'une EPC.

L’adjonction du MALDI-ToF a cet algorithme nous pettra de gagner en efficience
et de nous positionner, au niveau régional, comerdre de recours pour I'expertise des

souches suspectes de produire une carbapénémase.
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V- Conclusion

Les entérobactéries productrices de carbapénéomestituent a I'heure actuelle un
véritable enjeu de santé publique : leur dissénunaplasmidique expose a un risque
épidémique grave ainsi qu'a des impasses thérajpesti Malgré une prévalence encore
faible en France, leur détection est nécessaireopafaboratoire de bactériologie.

Notre algorithme de détection des EPC incluast t@sts phénotypiques, des tests
d’hydrolyse puis un test génotypique est adapteétie epidémiologie ainsi qu’aux besoins du
laboratoire. Il permet déliminer une carbapénemadez la plupart des souches
d’entérobactéries de sensibilité diminuée aux g¢sbames avec une excellente valeur
prédictive négative, et de limiter le recours aests complémentaires, ainsi que le colt en
réactifs et en temps technique qui leurs sont #&soc

Notre test basé sur I'hydrolyse de I'imipéneme g@@ctrométrie de masse MALDI-
ToF a montré de bonnes performances, compatibles ame mise en place en routine.
L'interprétation de ce test pose moins de problémes celle du Rapid®cCARBA NP, et
son codt est moindre.

D’autres perspectives de développement de la rgpeétrie de masse MALDI-ToF
sont envisageables, comme la détection des méaamisia résistance enzymatique aux

antibiotiques cheP. aeruginosatA. baumannii.
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Annexes

Annexe 1 : Seuils pour l'interprétation des CMI dagbapénemes selon le CASFM 2013.
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4.1.2. Concentrations, diamétres critiques et régles de lecture interprétative (Tableau VII)

71



Annexe 2 : Détermination des meilleures conditiexigérimentales pour la mise en évidence

de 'hydrolyse de I'imipénéme par MALDI-ToF.

Imipénéme 0,5 mg/mL Imipénéme 0,25 mg/mL

30 minutes 1 heure 30 minutes 1 heure

1300 1254 RATIO 1300 1254 RATIO 1300 1254 RATIO 1300 |254 RATIO

1 137 1821 093 98 1520 094 0 650 1 0 3223 1
A4 2 8 650 08 0 5418 1 0 1033 1 0 749 1
3 117 685 08 0 3936 1 0 4166 1 0 4120 1
1 8 837 091 97 249 072 0 611 1 0 993 1
A5 2 0 3109 1 295 2240 088 0 562 1 0 1419 1
3 8 874 091 331 139 029 0 2102 1 o 82 1
0,3 mL 1 96 228 07 836 706 046 42 45 052 39 57 059
Al 2 249 690 073 1196 1113 048 38 94 071 PS PS NC
3 354 676 066 695 600 046 PS PS NC 39 43 052
1 1198 1748 059 1067 1152 052 245 697 0,74 1385 2523 0,65
Cl 2 543 934 063 234 312 057 157 602 079 69 224 076
3 847 1554 065 213 353 062 495 1537 076 542 1837 0,77
1 714 1355 065 937 5575 0,86 4803 3228 04 0 1180 1
A4 2 362 1327 078 270 834 075 0 5190 1 0 3241 1
3 308 1454 083 299 729 071 0 4128 1 0 3112 1
1 1056 3586 0,77 1922 2476 056 152 970 086 0 1467 1
A5 2 219 1385 086 1289 3602 074 0 2041 1 0 2658 1
3 410 960 07 1932 1357 041 0 1391 1 0 5134 1
0.5mt 1 94 180 066 475 503 051 PS 49 NC 0 50 1
AL 2 420 854 067 731 654 047 40 PS NC 40 76 0,65
3 146 323 069 339 289 046 41 47 053 PS PS NC
1 323 391 055 1557 1889 055 1011 1710 0,63 1032 1919 0,65
Cl 2 584 832 059 404 329 045 429 564 057 880 1279 059
3 295 253 046 1011 818 045 481 1106 07 531 937 0,64
1 792 3144 08 271 1230 082 1615 3899 0,71 509 658 0,56
A4 2 226 968 081 670 3220 0,83 2041 3504 0,54 2609 2854 0,52
3 168 458 0,73 873 4336 0,83 3439 4043 054 3069 2928 0,49
1 1092 1240 053 4295 2672 0,38 1837 2771 06 1322 1958 0,6
A5 2 1138 1445 056 2668 2408 0,47 2161 3400 0,61 1669 2987 0,64
3 2235 1466 0,4 2979 3325 053 573 1558 0,73 1433 3020 0,68
0.7 mt 1 74 141 066 1580 1283 045 76 171 069 0 43 1
Al 2 157 279 064 197 242 055 209 438 068 369 676 0,65
3 1383 1280 048 947 918 049 47 70 06 203 484 07
1 2646 1501 0,36 978 820 046 1503 2429 0,62 2690 2258 0,46
Cl 2 7106 1263 0,5 738 387 034 1880 2658 058 420 251 0,37
3 8875 2641 023 743 736 05 167 540 076 609 302 0,33

o
wn

: Pas de spectré\NC : Non calculable
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Annexe 3 : Identification, mécanismes de résistadieanetre d’inhibition de la témocilline et

CMI de l'ertapénéme et de I'imipénéme des 65 sasidlesouchier rétrospectif.

Témocilline CMI CMI
Espece Souche n° Mécanisme de Résistance (diamétre  ertapénéme imipénéme
mm) (mg/L) (mg/L)
E.cloacae Al BLSE + imperméabilité 16 8 8
E.aerogenes A2 Cephalosporlnase, hyp'e[produlte + 6 8 8
imperméabilité
E.coli A4 OXA-48 6 0,19 0,38
K.pneumoniae A5 NDM 6 24 8
K.pneumoniae A7 Céphalosporinase hyperproduite + 18 0,75 0,19
imperméabilité
E.cloacae B2 BLSE + imperméabilité 15 0,19 0,25
K.pneumoniae B3 OXA-48 6 0,75 0,75
K.pneumoniae B4 BLSE + OXA-48 6 0,75 0,75
E.cloacae B7 BLSE + imperméabilité 6 1 0,25
K.pneumoniae B8 Cephalosporlnase, hy_p_e[prodwte * 18 0,75 0,19
imperméabilité
K.pneumoniae c1 Céphalosporinase hyperproduite + 6 532 532

imperméabilité

E.cloacae C3 BLSE + imperméabilité 12 >32 4

Céphalosporinase hyperproduite +

E.cloacae c4 imperméabilité 10 1 0,25
S.marcescens C5 Céphalos;i)r(:]r;r;f;\;eéggﬁife[produite * 6 1 2
K.pneumoniae cé BLSE + NDM-1 8 24 12

E.cloacae c7 BLSE + imperméabilité 18 32 12

E.kobei c8 BLSE + imperméabilité 19 2 0,5
E.cloacae D3 Céphalos;i)r(:]r;r;f;\;eéggﬁife[produite * 17 0,75 0,5
E.cloacae D6 CePha'osFi’r‘r’]gg?;eéggﬁifép“’d”"e * 17 12 2

E.aerogenes D7 Céphalosﬁ’r?]gg";‘:%ggﬁiféprocj“ite * 17 0,38 0,25

E.cloacae E3 BLSE + imperméabilité 19 0,5 0,75

E.cloacae E4 BLSE + imperméabilité 20 >32 6

E.cloacae E6 Céphalosﬁ’r?]gg";‘:%ggﬁiféprocj“ite * 20 1 0,38

E.cloacae E7 BLSE + imperméabilité 18 >32 32

E.cloacae ES BLSE + imperméabilité 20 0,38 0,38

E.cloacae F2 BLSE + imperméabilité 16 32 6

E.cloacae F3 Céphalosﬁ’r?]gg?;‘zggﬁiféprocj“ite * 21 15 0,19
K.pneumoniae F7 KPC 14 6 4

E.coli F8 NDM 10 4 16
K.pneumoniae G1 OXA 48 + BLSE 6 4 1,5
E.cloacae G2 Céphalos?r?]?)r;?;(féggﬁiféproduite * 14 1 0,38

E.coli G3 OXA 48 6 16 4
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BLSE + Céphalosporinase hyperproduite +

K.pneumoniae G4 imperméabilité 6 16 3
K.pneumoniae G5 BLSE + imperméabilité 10 1 0,38
Ecoacae o5 P-OF *Céphalosporinase fyperproduite + 532 4
K.pneumoniae H1 Céphalosporinase hyperproduite + OXA 48 6 32 32

K.pneumoniae H3 BLSE + imperméabilité 6 32 1
E.cloacae H4 BLSE + imperméabilité 10 2 0,38
E.coli H5 OXA 48 + BLSE 6 >32 0,75
K.pneumoniae H6 BLSE + imperméabilité 18 0,125 1,5
E.coli H7 OXA 48 6 0,5 0,5
Eacrogenes g Céphalosporinase hyperprodufe + 18 >32 12
K.pneumoniae 2A1 Céphalos;i)r(:]r;r;?;eéggﬁse[produite * 22 0,75 0,19
K.pneumoniae 2B3 OXA 48 6 32 1
K.pneumoniae 2B4 BLSE + imperméabilité 13 1 0,125
K.pneumoniae 2B5 BLSE + NDM 6 2 1
E.coli 2B6 Céphalosporinase hyperproduite + OXA 48 6 0,75 0,5
K.pneumoniae  2B7 Céphalosﬁ’r?]gg?;‘zggﬁiféprocj“ite * 14 16 0,5
K.pneumoniae 2B8 OXA 48 6 >32 0,5
K.pneumoniae 2C1 BLSE + OXA 48 6 >32 1,5
K.pneumoniae 2C2 BLSE + OXA 48 6 >32 4
K.pneumoniae 2C3 OXA 48 6 2 1
K.pneumoniae 2C4 BLSE + OXA 48 6 6 0,5
K.pneumoniae 2C5 KPC + NDM 10 >32 32
K.pneumoniae 2F1 OXA-48 6 >32 1
E.cloacae 2F2 BLSE + OXA-48 6 >32 0,75
E.cloacae 2F3 BLSE + OXA-48 6 >32 1
K.pneumoniae 2F4 OXA-48 6 >32 4
E.coli 2F5 BLSE + OXA-48 6 16 1,5
K.pneumoniae 2F6 BLSE + VIM-1 6 6 12
K.pneumoniae 2F7 OXA-48 6 >32 32
E.coli 2F8 NDM-5 6 >32 32
K.pneumoniae 2G1 OXA-48 6 12 1,5
K.pneumoniae 2G2 OXA-48 6 >32 6
K.pneumoniae 2G3 OXA-48 6 >32 0,75
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Annexe 4 : Résultats MALDI-ToF et ratios d’integsitdes 65 souches incluses dans le

souchier rétrospectif.

N o . s Intensité Intensité .
Espéce Souche n Mécanisme de Résistance pic 300 pic 254 Ratio
) . 96 356 0,79
E.cloacae Al BLSE + imperméabilité
55 205 0,79
E A2 Céphal i h duite + i 2abilité 016 919 06
.aerogenes éphalosporinase erproduite + imperméabilité
9 P P yperp P 447 676 0,6
. 3256 1
E.coli A4 OXA 48
2633 1
) 1817 1
K.pneumoniae A5 NDM
773 1
) . ) . . 938 1959 0,68
K.pneumoniae A7 Céphalosporinase hyperproduite + imperméabilité
056 3498 0,63
338 524 0,61
E.cloacae B2 BLSE + imperméabilité
381 581 0,6
. 0 692 1
K.pneumoniae B3 OXA 48
0 212 1
. 0 350 1
K.pneumoniae B4 BLSE + OXA 48
0 3342 1
. - 1740 1029 0,37
E.cloacae B7 BLSE + imperméabilité
449 574 0,56
) . ) . . 1208 1248 0,51
K.pneumoniae B8 Céphalosporinase hyperproduite + imperméabilité
276 434 0,61
) . ) . . 907 1438 0,61
K.pneumoniae C1 Céphalosporinase hyperproduite + imperméabilité
1316 1647 0,56
188 177 0,48
E.cloacae C3 BLSE + imperméabilité
309 570 0,65
) ) ] . 522 728 0,58
E.cloacae C4 Céphalosporinase hyperproduite + imperméabilité
323 743 0,7
. ) ) o 903 1639 0,64
S.marcescens C5 Céphalosporinase hyperproduite + imperméabilité
2027 2686 0,57
. 0 1844 1
K.pneumoniae C6 BLSE + NDM-1
0 1087 1
. - 593 666 0,53
E.cloacae Cc7 BLSE + imperméabilité
538 630 0,54
1452 2103 0,59
E.cloacae c8 BLSE + imperméabilité
424 404 0,49
. . . S 514 725 0,59
E.cloacae D3 Céphalosporinase hyperproduite + imperméabilité
353 654 0,65
) ) ] . 440 367 0,45
E.cloacae D6 Céphalosporinase hyperproduite + imperméabilité
547 385 0,41
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) ) ) . 2354 2548 0,52
E.aerogenes D7 Céphalosporinase hyperproduite + imperméabilité
190 268 0,59
. - 1262 908 0,42
E.cloacae E3 BLSE + imperméabilité
133 137 0,51
. - 1024 865 0,46
E.cloacae E4 BLSE + imperméabilité
381 501 0,57
. ) . . 366 907 0,71
E.cloacae E6 Céphalosporinase hyperproduite + imperméabilité
626 2143 0,77
. . 295 250 0,46
E.cloacae E7 BLSE + imperméabilité
176 232 0,57
. - 116 140 0,55
E.cloacae E8 BLSE + imperméabilité
121 110 0,48
. - 788 492 0,38
E.cloacae F2 BLSE + imperméabilité
3569 2343 0,4
. . . . R 1353 786 0,37
E.cloacae F3 Céphalosporinase hyperproduite + imperméabilité
1649 1324 0,45
. 0 589 1
K.pneumoniae F7 KPC
0 337 1
. 0 2290 1
E.coli F8 NDM
0 315 1
. 0 579 1
K.pneumoniae Gl BLSE + OXA 48
0 194 1
3 . ) . R 1186 1562 0,57
E.cloacae G2 Céphalosporinase hyperproduite + imperméabilité
312 225 0,42
. 0 952 1
E.coli G3 OXA 48
0 883 1
3 ] ] Pasde Pasde Non
K.pneumoniae G4 BLSE + Cephﬁlnopsé)r(r):g:tfiﬁtre)yperpmdu'te + spectre  spectre calculable
1368 987 0,42
. ) - 266 328 0,55
K.pneumoniae G5 BLSE + imperméabilité
122 206 0,63
4 i i 564 905 0,62
E cloacae G6 BLSE + Ceph_alospon[]as_e_ r]yperprodwte +
imperméabilité 1219 677 0,36
. 3 . ) 0 599 1
K.pneumoniae H1 Céphalosporinase hyperproduite + OXA 48
0 1195 1
. . - 520 916 0,64
K.pneumoniae H3 BLSE + imperméabilité
288 409 0,59
. S 681 693 0,5
E.cloacae H4 BLSE + imperméabilité
303 385 0,56
. 0 410 1
E.coli H5 BLSE + OXA 48
0 204 1
i 244 496 0,67
K.pneumoniae g BLSE + imperméabilité
221 363 0,62
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] 0 3159 1
E.coli H7 OXA 48
0 338 1
3 . ) ) o 346 537 0,61
E.aerogenes H8 Céphalosporinase hyperproduite + imperméabilité
318 450 0,59
. 3 . . ) o 333 795 0,7
K.pneumoniae  2A1 Céphalosporinase hyperproduite + imperméabilité
171 587 0,77
. 0 1439 0,77
K.pneumoniae 2B3 OXA 48
0 1397 1
. . S 951 1218 0,56
K.pneumoniae  2B4 BLSE + imperméabilité
546 979 0,64
) 778 1
K.pneumoniae  2B5 BLSE + NDM
773 1
. i ) ) 1025 1
E.coli 2B6 Céphalosporinase hyperproduite + OXA 48 869 1
. 2B7 3 . . . R 178 399 0,69
K.pneumoniae Céphalosporinase hyperproduite + imperméabilité
138 288 0,68
. 2B8 93 651 0,87
K.pneumoniae OXA 48
0 271 1
) 0 626 1
K.pneumoniae 2Cl1 BLSE + OXA 48
0 834 1
. 2C2 0 753 1
K.pneumoniae BLSE + OXA 48
0 572 1
0 998 1
K.pneumoniae 2C3 OXA 48
0 930 1
. 0 357 1
K.pneumoniae 2C4 BLSE + OXA 48
0 560 1
0 152 1
K.pneumoniae 2C5 KPC + NDM
0 467 1
0 325 1
K.pneumoniae 2F1 OXA-48
0 548 1
2F2 0 155 1
E.cloacae BLSE + OXA-48
0 239 1
2F3 0 135 1
E.cloacae BLSE + OXA-48
0 105 1
) 0 97 1
K.pneumoniae 2F4 OXA-48
0 106 1
0 332 1
E.coli 2F5 BLSE + OXA-48
0 139 1
. 2F6 0 96 1
K.pneumoniae BLSE + VIM-1
0 98 1
0 244 1
K.pneumoniae 2F7 OXA-48
0 104 1
) 0 288 1
E.coli 2F8 NDM-5
0 144 1

1



. 0 103 1
K.pneumoniae 2G1 OXA-48
0 84 1
0 227 1
K.pneumoniae 262 OXA-48
0 344 1
0 310 1
K.pneumoniae 2G3 OXA-48
0 162 1
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Annexe 5 : Identification, mécanismes de résistadieanétre d’inhibition de la témocilline et

CMI de I'ertapénéme et de I'imipéneme des 74 sosicliesouchier prospectif.

Témocilline CMI CMI
Espece Souche n° Mécanisme de Résistance (diamétre  ertapéneéme imipénéme
mm) (mg/L) (mg/L)
K.pneumoniae 2C7 BLSE + imperméabilité 13 0,125 0,19
E.cloacae NC BLSE + imperméabilité 25 12 3

Céphalosporinase hyperproduite +
imperméabilité
E.aerogenes NC BLSE + imperméabilité 22 0,19 0,25
Céphalosporinase hyperproduite +

E.cloacae NC 16 0,38 0,75

E.cloacae NC - AN 10 1,5 0,38
imperméabilité
E cloacae NC Cephalosponnase, hy_p_e[prodwte + 18 025 05
imperméabilité
E cloacae NC Cephalosponnase' hy.p.e[prodwte + 16 0.25 05
imperméabilité
E cloacae NC Cephalosporlnase' hyp.efprodune + o4 0.19 05
imperméabilité
K.pneumoniae 2C8 Cephalosponnase, hy_p_e[prodwte * 14 0,5 0,25
imperméabilité
E.cloacae op1 ~ Céphalosporinase hyperproduite + 12 0,25 0,38
imperméabilité
E.cloacae 2D2 BLSE + imperméabilité 6 0,25 0,25
K.pneumoniae 2D3 BLSE + imperméabilité 13 4 1
E.cloacae 2D4 BLSE + imperméabilité 11 0,5 0,25
E cloacae oD5 Céphalosporinase hyperproduite + 14 15 038

imperméabilité
K.pneumoniae 2D6 BLSE + imperméabilité 12 0,25 0,125
Céphalosporinase hyperproduite +

E.aerogenes 2D7 - A 20 0,25 0,5
imperméabilité
E.cloacae 2D8 BLSE + imperméabilité 14 1 0,5
K.pneumoniae 2E1 BLSE + imperméabilité 17 8 0,5
E cloacae 2ED Céphalosporinase hyperproduite + 13 038 0.25
) imperméabilité ' '
E cloacae NC Céphalosporinase hyperproduite + o5 019 038
) imperméabilité ' '
E cloacae NC Céphalosporinase hyperproduite + 17 0.25 038
) imperméabilité ' '
K.pneumoniae NC Céphalosporinase hyperproduite + o5 038 0.25
) imperméabilité ' '
K.pneumoniae 2E3 NDM 9 8 2
K.pneumoniae 2E4 BLSE + imperméabilité 13 0,38 0,5
K.pneumoniae NC Céphalosporinase hy_p_erproduite + 23 0.012 019
) imperméabilité ' '
E cloacae NC Céphalosporinase hyp.erproduite + 20 038 0.25
) imperméabilité ' '
E cloacae NC Céphalosporinase hy_p_erproduite + 17 025 038
) imperméabilité ' '
E cloacae 2E5 Céphalosporinase hyperproduite + 12 0.38 0.25

imperméabilité
K.pneumoniae 2E6 OXA-48 6 3 4
Céphalosporinase hyperproduite +
imperméabilité
K.pneumoniae 2E7 OXA-48 6 >32 8

Céphalosporinase hyperproduite +
imperméabilité

E.cloacae NC 14 0,75 0,75

E.cloacae NC 16 0,19 0,38
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Céphalosporinase hyperproduite +

E.cloacae NC - AN 13 0,25 0,25
imperméabilité
E cloacae NC Céphalosporinase' hyp.efproduite + 16 0.25 019
imperméabilité ' '
E cloacae NC Céphalosporinase, hy_p_e[produite + 11 038 038
imperméabilité ' '
E cloacae NC Céphalosporinase' hyp.efproduite + 20 05 0.25
imperméabilité ' '
E.cloacae NC BLSE + imperméabilité 18 0,25 0,25
E cloacae NC Céphalosporinase' hy.p.efproduite + 13 0.38 0.25
imperméabilité ' '
E.cloacae ne  Céphalosporinase hyperproduite + 14 038 0,25
imperméabilité ' '
E.cloacae NC BLSE + imperméabilité 13 0,38 0,25
E.cloacae ne  Céphalosporinase hyperproduite + 18 0.25 0,25
imperméabilité ' '
K.pneumoniae NC BLSE + imperméabilité 19 0,19 0,125
E.cloacae 2E8 BLSE + imperméabilité 12 0,75 0,25
E cloacae 2A3 Céphalosporinase, hy_p_e[produite + 18 05 0.25
imperméabilité ' '
E cloacae NC Céphalosporinase' hy.p.efproduite + 15 025 025
imperméabilité ' '
E.cloacae NC BLSE + imperméabilité 15 0,38 0,25
E.aerogenes NC Céphalosporinase' hy.p.efproduite + 17 038 05
imperméabilité ' '
E cloacae NC Céphalosporinase' hyp.efproduite + 10 1 025
) imperméabilité '
E cloacae NC Céphalosporinase, hy_p_e[produite + 22 0.064 0.25
) imperméabilité ' '
K.pneumoniae NC BLSE + imperméabilité 20 0,19 0,125
E.cloacae nc  Céphalosporinase hyperproduite + 15 0.25 0,38
) imperméabilité ' '
E cloacae NC Céphalosporinase, hy_p_e[produite + 11 05 025
) imperméabilité ' '
E cloacae NC Céphalosporinase hyp.erproduite + 19 038 0.25
) imperméabilité ' '
K.pneumoniae NC BLSE + imperméabilité 16 0,19 0,19
E cloacae NC Céphalosporinase hyp.erproduite + 20 0.19 038
) imperméabilité ' '
E.coli NC BLSE + imperméabilité 19 0,75 0,19
E.aerogenes NC Céphalosporinase hy.p.erproduite + 19 025 05
) imperméabilité ' '
E cloacae NC Céphalosporinase hyperproduite + 15 0.047 019
) imperméabilité ' '
Céphalosporinase hyperproduite +
E.aerogenes NC imperméabilité 14 1,5 1
E.aerogenes NC BLSE + imperméabilité 12 0,38 0,25
K.pneumoniae NC BLSE + imperméabilité 20 0,032 15
E cloacae NC Céphalosporinase hyperproduite + 19 05 038
) imperméabilité ' '
E.aerogenes 2G4 Céphalosporinase hyperproduite + 14 32 12
) imperméabilité
E.cloacae NC BLSE + imperméabilité 24 0,19 0,75
E.cloacae NC BLSE + imperméabilité 10 0,5 0,25
K.pneumoniae 2G5 OXA-48 6 24 12
Céphalosporinase hyperproduite +
E.cloacae 2G6 imperméabilité 10 3 1
E.coli 2G7 Oxacillinase + imperméabilité 6 3 3




Céphalosporinase hyperproduite +

E.cloacae NC - AN 19 0,19 1,5
imperméabilité
E cloacae NC Cephalosponnase' hyp.efprodune + 16 0.25 2
imperméabilité
E.cloacae NC BLSE + imperméabilité 21 12 15
K.pneumoniae NC BLSE + imperméabilité 17 0,125 19
E.cloacae NC BLSE + imperméabilité 19 0,38 0,19
E cloacae NG Céphalosporinase hyperproduite + 16 0.25 0.19

imperméabilité

NC : Non conservée.
Les souches ne nécessitant pas la réalisationests tomplémentaires n'ont pas été
conservées dans des cryotubes a -20°C.
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Annexe 6: Comparaison de la détection des EPC pdrM ToF et galeries Rapid&c
CARBA NP sur les 65 souches du souchier rétrodpetdiés 20 souches du souchier
prospectif ayant nécessité la réalisation de tastgplémentaires.

Espece Souche n° Carbapénemase Rapidec MALDI-ToF
E.cloacae Al Négatif Négatif Négatif
E.aerogenes A2 Négatif Négatif Négatif
E.coli A4 OXA 48 Positif Positif
K.pneumoniae A5 NDM Positif Positif
K.pneumoniae A7 Négatif Douteux Négatif
E.cloacae B2 Négatif Douteux Négatif
K.pneumoniae B3 OXA 48 Positif Positif
K.pneumoniae B4 BLSE + OXA 48 Positif Positif
E.cloacae B7 Négatif Négatif Négatif
K.pneumoniae B8 Négatif Négatif Négatif
K.pneumoniae C1l Négatif Négatif Négatif
E.cloacae C3 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae C4 Négatif Négatif Négatif
S.marcescens C5 Négatif Négatif Négatif
K.pneumoniae C6 BLSE + NDM-1 Positif Positif
E.cloacae Cc7 Négatif Négatif Négatif
E.kobei Cc8 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae D3 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae D6 Négatif Douteux Négatif
E.aerogenes D7 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae E3 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae E4 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae E6 Négatif Ininterprétable Négatif
E.cloacae E7 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae E8 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae F2 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae F3 Négatif Négatif Négatif
K.pneumoniae F7 KPC Positif Positif
E.coli F8 NDM Positif Positif
K.pneumoniae Gl OXA 48 + BLSE Positif Positif
E.cloacae G2 Négatif Négatif Négatif
E.coli G3 OXA 48 Positif Positif
K.pneumoniae G4 Négatif Négatif Négatif
K.pneumoniae G5 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae G6 Négatif Négatif Négatif
K.pneumoniae H1 Céphalosporinase hyperproduite + OXA 48 Positif Positif
K.pneumoniae H3 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae H4 Négatif Négatif Négatif

E.coli H5 OXA 48 + BLSE Positif Positif



K.pneumoniae H6 Négatif Négatif Négatif
E.coli H7 OXA 48 Positif Positif
E.aerogenes H8 Négatif Négatif Négatif
K.pneumoniae 2A1 Négatif Négatif Négatif
K.pneumoniae 2B3 OXA 48 Positif Positif
K.pneumoniae 2B4 Négatif Négatif Négatif
K.pneumoniae 2B5 BLSE + NDM Positif Positif
E.coli 2B6 Céphalosporinase hyperproduite + OXA 48 Positif Positif
K.pneumoniae 2B7 Négatif Négatif Négatif
K.pneumoniae 2B8 OXA 48 Positif Positif
K.pneumoniae 2C1 BLSE + OXA 48 Positif Positif
K.pneumoniae 2C2 BLSE + OXA 48 Positif Positif
K.pneumoniae 2C3 OXA 48 Positif Positif
K.pneumoniae 2C4 BLSE + OXA 48 Positif Positif
K.pneumoniae 2C5 KPC + NDM Positif Positif
K.pneumoniae 2F1 OXA-48 Positif Positif
E.cloacae 2F2 BLSE + OXA-48 Douteux Positif
E.cloacae 2F3 BLSE + OXA-48 Douteux Positif
K.pneumoniae 2F4 OXA-48 Positif Positif
E.coli 2F5 BLSE + OXA-48 Positif Positif
K.pneumoniae 2F6 BLSE + VIM-1 Positif Positif
K.pneumoniae 2F7 OXA-48 Douteux Positif
E.coli 2F8 NDM-5 Positif Positif
K.pneumoniae 2G1 OXA-48 Positif Positif
K.pneumoniae 2G2 OXA-48 Positif Positif
K.pneumoniae 2G3 OXA-48 Positif Positif
K.pneumoniae 2C7 Négatif Négatif Négatif
K.pneumoniae 2C8 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae 2D1 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae 2D2 Négatif Négatif Négatif
K.pneumoniae 2D3 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae 2D4 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae 2D5 Négatif Négatif Négatif
K.pneumoniae 2D6 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae 2D8 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae 2E2 Négatif Négatif Négatif
K.pneumoniae 2E3 NDM Positif Positif
K.pneumoniae 2E4 Négatif Négatif Négatif
K.pneumoniae 2E6 OXA-48 Positif Positif
K.pneumoniae 2E7 OXA-48 Positif Positif
E.cloacae 2E8 Négatif Négatif Négatif
E.cloacae 2A3 Négatif Négatif Négatif
E.aerogenes 2G4 Négatif Négatif Positif
K.pneumoniae 2G5 OXA-48 Positif Positif
E.cloacae 2G6 Négatif Négatif Positif
E.coli 2G7 Négatif Négatif Positif
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TITRE : Mise en place d'un algorithme décisionnel poardétection des entérobactéries productrices de
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RESUME

Introduction : Les entérobactéries productrices de carbapéne(E3€) constituent un probléeme de santé
publique en France, mais leur détection resteciléfiLe but de ce travail était de mettre en placalgorithme
de détection des EPC incluant un test d’hydropaeMALDI-ToF.

Matériel et méthodes. Nous avons mis en place un test basé sur I'hysieotie I'imipénéme par MALDI-ToF,

a l'aide de 65 souches produisant ou non une cérgapase, et comparé ses performances au test B&pide
CARBA NP. Notre algorithme de détection, basé ses tests phénotypiques (dépistage) puis sur un test
d’hydrolyse de I'imipéneme (confirmation), a étéleé a I'aide d'un recueil prospectif pendant 6 snoi
Résultats : Le test d’hydrolyse de l'imipéneme MALDI-ToF dismine efficacement les EPC des autres
souches non sensibles aux carbapénémes. Le temtteérdes performances supérieures au Rapidec® @ARB
NP (sensibilités 100% et 92%, spécificités 94902 respectivement). Lors du recueil prospectifs@dches
ont été soumises a l'algorithme de détection. Bdr«EPC » ont été testées négatives, et 20 soudbes]100%
des EPC, ont été soumises au test de confirmdtiors. de ce test, 7 souches étaient positives,fiprstile
recours a la biologie moléculaire et a un centredflirence. 3 d’entre elles étaient en fait des fasitifs.
Discussion : La supériorité du test d’hydrolyse par MALDI-ToFeyi s’expliquer par les problemes
d’interprétation du test Rapidec® CARBA NP (testocimétrique). L'algorithme de détection s’est mment
adapté a notre épidémiologie locale qui montre toge faible prévalence des carbapénémases (0.05261én
données du laboratoire). Il permet de rendre unltaisdans la journée, et de limiter le recours tasts de
biologie moléculaire onéreux.

Conclusion : L'algorithme de détection incluant le test d’hylyse de I'imipénéme par MALDI-ToF peut étre
mis en place en routine au laboratoire sur desh&sucliniques. L'utilisation de la technologie MAL-DoF
pourra étre étendue aux souches de dépistages pétade d’autres mécanismes de résistance épigési

ABSTRACT

Introduction: Carbapenemase-producikgterobacteriaceaéCPE) have become a serious public health issue.
However, their detection remains difficult. The aoh this study was to build a CPE detection aldpnit
including ahydrolysis test by MALDI-ToF.

Methods: We designed a test based on imipenem hydrolysiAlyDI-ToF, using 65 strains producing or not
a carbapenemase, and compared its performancémde bf theRapidec® CARBA NP test. Our detection
algorithm, based on phenotypic tests (screening teowed by an imipenem hydrolysis test (confation
test), was assessed using a prospective collefciichmonths.

Results: The imipenem hydrolysis test effectively discrietis CPE from other carbapenem non-sensitive
strains. The test showed higher performances tfRapidec® CARBA NP (sensibility 100% and 92%,
specificity 94% and 92% respectively). During thegpective collection, 74 strains were subjectedht®
detection algorithm. 54 « non CPE » turned outdmbgatives, and 20 strains, including 100% of Clée
subjected to the confirmation test. During thig,t&@svere positves, requiring the use of molechialogy and of

a reference center. 3 of them were actually fatsitipes.

Discussion :The superiority of théydrolysis test by MALDI-ToF can be explained byeirpretation difficulties

of Rapidec® CARBA NP (color test). The detection aiton proved to be suited to our local epidemiology
which shows a low prevalence of CPE (0.05% in 2045oratory data). It allows us to give a resulthivi the
day, and to limit the use of expensive moleculaidgy tests.

Conclusion: The CPE detection algorithm including teydrolysis test by MALDI-ToFcan be conducted as a
routine test at thiaboratory on clinical strains. The use of MALDbOH technology can be extended to screening
strains, and then, to the study of other epidessistance mechanisms.
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