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INTRODUCTION

Depuis de nombreuses années la résistance des bactéries aux antibiotiques est un enjeu majeur
pour notre société. L utilisation massive et déraisonnée des antibiotiques des leur mise sur le marché
a mis en lumicre la faculté qu’ont les bactéries a s’adapter a leur environnement, notamment par

I’acquisition de mécanismes de résistances.

Alors que la résistance aux céphalosporines chez les Entérobactéries est en constante

augmentation, il est important de préserver les molécules d’intérét comme les carbapénémes.

Dans ce contexte, le céfépime (FEP), céphalosporine de 4: génération (C4G), peut jouer un role

important dans la préservation des carbapénemes, antibiotiques dits de dernier recours.

Le FEP possede une bonne stabilité vis-a-vis des céphalosporinases comme celle produite par
Enterobacter cloacae. Développée dans les années 1980, le FEP reste une molécule de choix. Sa
faible propension a sélectionner des mutants-résistants aux céphalosporines de 3- génération constitue
une de ses caractéristiques. Son utilisation dans les infections graves a germes producteurs d’une

céphalosporinase (chromosomique ou plasmidique) reste a ce jour d’actualité.

Ce travail a pour objectif de réévaluer la sensibilit¢ du complexe E. cloacae au FEP par

différentes approches, et de vérifier les si caractéristiques de cette molécule se confirment.



Partie A : Généralités

1. Enterobacter cloacae

I.1 Caractéristiques générales

E. cloacae (ECL) est un bacille a Gram négatif appartenant au genre Enterobacter et a la famille
des Enterobacteriaceae. En matiere d’habitat, le genre Enterobacter est principalement retrouvé au
niveau des plantes, fruits, Iégumes mais aussi chez les insectes et dans 1’eau. Enterobacter est aussi
retrouvé au sein de la flore digestive normale de I’ Homme (Halda-Alija et al. 2001 ; Aratjo et al.

2002). Le genre rassemble au moins 13 especes (Tableau 1).

Tableau 1 Espéces appartenant au genre Enterobacter

Espece Souche de référence Référence(s)

E. asburiae* LF7a

E. bugandansis* EB247

E. cancerogenus ATCC 33241T

E. cloacae* ECL 13047 Renetal., 2010

E. hormaechei* ATCC49162

E. kobei* ATCC BAA260T

E. ludwigii* Ez-185-17

E. mori LMG 25706 Zhu et al., 2011

E. nickellidurans LMG 23000T Manter et al., 2011
E. oryzendophyticus REICA 211 Hardouin et al., 2013
E. oryziphilus REICA 191 Hardouin et al., 2013
E. soli KF712489 Manter et al., 2011

E. xianfangensis* Gu et al.,2014

*Especes appartenant au complexe E. cloacae [CEC]. Source : These de sciences de F. Guérin 2016

1.2 Taxonomie
.21 Approche par séquencage partiel des genes hsp60 et rpoB

Créé par Hormaeche er al. en 1960 (Hormaeche & Edwards, 1960), le genre Enterobacter
regroupe les especes identifiées précédemment sous le nom de Aerobacter aerogenes et cloacae. Le
genre a fait I’objet de nombreux remaniements taxonomiques au cours des 50 dernieres années.

En 2003, apres le séquencage des geénes hsp60 et rpoB de plus de 200 souches humaines et
animales de ECL et d’especes proches, 13 clusters (C-I a C-XIII) ont été définis dont six especes
nommément désignées : E. asburiae, E. kobei, E. cloacae, E. ludwigii, E. bugandensis, Lelliottia

nimipressuralis et E. hormaechei (Hoffmann & Roggenkamp, 2003). Le dernier cluster (C-XIV)
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quant a lui a été défini récemment par Beyrouthy et al. (Beyrouthy et al. 2018). Du fait de leur
homologie génétique allant de 61 a 67%, ’ensemble de ces especes a été regroupé sous 1’appellation
complexe Enterobacter cloacae (CEC), dont la composition des clusters est colligée dans le tableau

2.

Tableau 2 Clusters définis a partir du séquencage partiel du gene hsp60 (Adapté de Hoffmann & Roggenkamp, 2003 ;
Beyrouthy et al. 2018)

Cluster Espéce Cluster Espéce

Cluster I E. asburiae Cluster VIIT E. hormaechei subsp. steigerwallti
Cluster 11 E. kobei Cluster IX E. bugandensis

Cluster IIT E. cloacae Cluster X L. nimipressuralis

Cluster IV E. cloacae Cluster X1 E. cloacae subsp. cloacae

Cluster V E. ludwigii Cluster XII E. cloacae subsp. dissolvens

Cluster VI E. hormaechei subsp. oharae Cluster X111 E. cloacae (séquence hsp60 variable)
Cluster VII E. hormaechei subsp. hormaechei Cluster XIV E. hormaechei subsp. rhonae

Source : Thése de sciences de F. Guérin 2016

1.2.2  Approche par séquencage complet (NGS)

L’analyse du génome par « new generation sequencing » (NGS) de 351 isolats cliniques a permis
d’affiner et surtout d’améliorer I’approche par séquencage partiel du gene Asp60 (Figure 1). Chavda
et al. ont pu ainsi catégoriser 18 groupes (de A a R) parmi lesquels il est possible de retrouver les
différents clusters définis par Hoffmann et al. (Hoffmann & Roggenkamp et al. 2003, Chavda et al.
2016). Cette approche a été confirmée par Sutton et al. par I’analyse des séquences completes de
1249 génomes permettant d’incrémenter de nouveaux clades, 22 au total (A-V) (Sutton et al. 2018)
(Figure 2). La précision de la technique par NGS révele les limites du séquencage partiel d’hsp60
pour la détermination de certains clusters tels que les C-VIII, C-VI et C-XIII. De plus, les auteurs
grace a cette approche par NGS ont scindé certains clusters comme le C-VI en C-VI-A et C-VI-B
(Sutton et al. 2018).
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Figure 1 Arbre phylogénétique réalisé a partir des « single nucleotide polymorphism » (SNP) (Chavda et al. 2016)
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L3 Caractéristiques bactériologiques

Les colonies du CEC apparaissent sur géloses ordinaires aprés 18 heures d’incubation en
atmosphere aérobie, anaérobie ou enrichie en CO2, les colonies sont généralement bombées. Avant

I’avénement de la spectrométrie de masse, I’identification était réalisée par des techniques
conventionnelles par détermination des caracteres biochimiques et la fermentation des sucres (Galerie
API, bioMérieux®). Aujourd’hui, I’identification du CEC est réalisée en pratique courante par
spectrométrie de masse (technique MALDI-TOF/MS) pour identifier les germes appartenant au CEC.
Mais ces techniques (conventionnelles ou par spectrométrie de masse) ne permettent pas d’obtenir
une identification précise du cluster auquel la souche appartient (a I’exception de L. nimippressuralis
(Pavlovic et al. 2012)). A noter que I'utilisation de galeries complémentaires (exemple : galerie API
S0CHB/E®, bioMérieux®), (Tableau 3) permet d’obtenir une réponse partielle sur 1I’appartenance

des souches a 1’un des clusters.

2 3 2
8 = 8 g 4 a g —_ o
¥ £ g 23 E g %2 = 3 2 £
S = = 2T 3 S g z g = i 2
3 2 5 = g g = s 2 5 2 z
R S 2 S g g Z 3 5 = S £
;) 2 & &2 2 & 2 Eg & % 3
— NG T 9
1) S o ] ) A B a -9
3 =3 o0
> 3
Enterobacter cloacae + + - + + + + - - + +
Enterobacter asburiae +/- +/- + + +/- + + - - +/- J+
Enterobacter hormaechei + +/- - + -+ + - - + + +
Enterobacter kobei - +- - + + + +- - + + +
Enterobacter ludwigii + + + + + + + + - + _
Lelliottia nimipressuralis + - + + + - - . - R R

Tableau 3 Caracteéres biochimiques permettant I’identification des cinq especes du CEC et L. nimipressuralis
—: 0-10%; —/+: 10-20%; =: 20-80%; +/—: 80-90%; +: 90-100%. Source : Thése de sciences de F. Guérin 2016

Le séquencage partiel du géne hsp60 ou rpoB permet de classer avec un peu plus de précision
chaque souche du CEC dans un des quatorze clusters. En 1’absence de résultat satisfaisant par

séquencage partiel, seul le s€équencage complet permet une clusterisation de fagon tres précise.



1.4 Pathogénicité et facteurs d’opportunisme du CEC

Le CEC, commensal du tube digestif est considéré comme un pathogeéne opportuniste. Comme
la majorité des Entérobactéries, il posseéde des facteurs d’opportunisme pour survivre et s’adapter a
son environnement. Il possede de nombreux flagelles nécessaires a sa mobilité (Berg et al. 2003 ;
Macnab et al. 2003). Les fimbriae a la surface de la bactérie permettent au CEC d’augmenter son
adhésion aux différentes surfaces extérieures (Liu et al. 2013). Comme tous les micro-organismes a
Gram négatif, sa membrane externe est majoritairement composée de lipopolysaccharide (LPS),
responsable notamment de 1’activation de I’immunité innée (Sanders & Sanders, 1997). Enfin, le
CEC fait partie des bactéries productrices de biofilm (Figure 3), composé qui complexifie les

traitements quand celui-ci est produit.
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Figure 3 Mécanisme de formation du biofilm (d'apres nosinfo.be vol XXIII n°2 2019)
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L5 Epidémiologie du CEC

a) Une espece impliquée dans les infections associées aux soins

Les especes appartenant au CEC et Klebsiella aerogenes (anciennement E. aerogenes) sont a
l'origine de la majorité des infections a Enterobacter spp. comptant respectivement pour 65 a 75 %
et 15 a4 25 % des cas (Russo & Johnson, 2008).

L’implication du CEC dans les infections liées aux soins est estimée entre 5 a 10 % (Vincent et
al.2009). En matiere de santé publique, la prise en charge thérapeutique d’une infection dans laquelle
le genre Enterobacter est impliqué, peut s’avérer compliquée. Le CEC fait partie du groupe ESKAPE,
groupe comprenant 6 especes bactériennes (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp.)
responsable de 80% des infections nosocomiales dans les unités de soins intensifs (USI) (Pendleton
et al. 2013). Les especes appartenant au CEC sont des pathogeénes opportunistes pouvant étre
impliqués dans les infections nosocomiales des tractus urinaire, respiratoire, digestif, les infections
méningées et post-opératoires. Le CEC a été également associé a quelques épidémies hospitalieres
(Bodey et al. 1991 ; Jarvis & Martone, 1992).

b) Prévalence des différents clusters

La répartition des différents clusters dans la littérature a été peu étudiée a ce jour. La synthese des

différentes études traitant de cette répartition est résumée dans le tableau 4 (Morand et al. 2009 ;

Akbari et al. 2016 ; Garinet et al. 2018).

Tableau 4 Répartition des différents clusters du CEC : revue de la littérature. E. hormaechei regroupe les souches issues des
C-III, C-VI, C-VII, C-VIII (Morand et al. 2009, Akbari ef al. 2016, Garinet et al. 2018)

Etude N Isolats C-III C-VI C-VII C-VIII Complexe . Origine des souches
E. hormaechei

Morand et 42% 33% . . .
al. 2009 52 (22) 15% (8) - (17) 90% (47) Ostéo-articulaires
Akbari et ai
al. 2016 50 18% (9) 50% (25) 2% (1) 12% (6) 82% (41) Urinaires

Urines (34%)
Garinet et 28% 34% Respiratoires (20%)
al. 2018 193 54y~ 14%QD - 66) 6% 04D Blessures (15%)

Hémoculture (9%)

Les différentes études traitant de la répartition des différents clusters montrent que les principaux
clusters mis en évidence chez I’'Homme (C-III, C-VI et C-VIII) appartiennent aux especes E.

hormaechei.
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¢) Enterobacter et bactériémie

Le genre Enterobacter peut étre impliqué dans les bactériémies. Il est en effet la 4° cause de

bactériémies (Al-Hassan et al. 2011). Le CEC est devenu dans les années 2000 la 3° espece

d’Entérobactéries la plus fréquemment retrouvée dans les bactériémies. (Wang et al. 2017 ; Cai et al.

2019).

Le « Enterobacteriaceae Sepsis Outcome Programme Annual Report » du département de la

santé Australien fait état que 6,3% de bactériémies dues aux Entérobactéries sont dues au CEC, soit

la 3° cause toutes Entérobactéries (EB) confondues (Turnidge ef al. 2014). Les données francaises

issues du rapport ONERBA classent le CEC en 4° position des Entérobactéries responsables de

bactériémies (ONERBA 2017, Tableau 5).

Tableau 5 Répartition par especes (%) des bactéries responsables de bactériémies (ONERBA 2017)

Année / e

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Nombre de souches / N of strains 668 715 699 834 1463 1495 1429 1797 1967 1872 1213 1516 2170 2178 1880 2258 2464 2308 3403 2064 1943
E““E:'fiaﬁ't“"‘t:‘egf"f/ 459 464 44,6 49,4 542 57,8 586 599 59,4 636 598 605 594 557 555 60,7 538 573 59,7 607 60,6
Escherichia coli 286 287 299 308 344 336 362 344 322 356 361 349 338 302 312 356 320 317 344 343 343
Proteus mirabilis 37115 |27 |08 |23 |27 |24 |24 |26 |22 (21 (22 (23 |18 |19 |19 |22 |18 |20 |17 |23
Klebsiella pneumanige 3301 32 (1536 | Si6 29| 422 =300 [FAZ A 350038 FA.9 |t 4539 AT A 47| 5|63 |60
Klebsiella oxytoca 0O 15 |11 |16 34 11 145|104 20 (12190 |14 (12015 1,212 (16| 16|14 |17
Enterobacter cloacoe 270 43 |5he |24 |25 25024 |2 LZs 370] Le |20 | 2ei 2126 20 24| 2T 26 |2y | 26
Enterobacter aerogenes 1.2 10 10 04 07 1,1 1,0 16 | 07 | 09 1 0,6 10 10 069 08 04 06 06 08 08
Pseudomonas geruginosa 18| 31 [ 21 | 36| 32| 35|28 | 32 | 44| 30| 38 [ 35 | 42| 471 | 36 |38 | 31| 33| 34 | 32 | 36
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Au CHU de Caen sur la période 2017-2018, le CEC arrive en 2- position des bactériémies a

Entérobactéries représentant 9,5% des hémocultures positives a EB, derriere E. coli. (Tableau 6)

Tableau 6 Répartition des EB responsables de bactériémies au CHU de Caen sur la période 2017-2018, en nombre

d’hémocultures positives

Nombre Pourcentage (%)

EB 2243 100%
Escherichia coli 1227 54.7%
CEC 213 9.5%
Klebsiella pneumoniae 165 7.4%
Serratia marcesens 111 4.9%
Proteus mirabilis 98 4.4%
Klebsiella oxytoca 74 3.3%
Citrobacter spp. 68 3%

Klebsiella aerogenes 51 2.3%

Enfin, de rares cas d’endocardites infectieuses (EI) a CEC ont été retrouvés dans la littérature.

Un cas d’EI a CEC a été décrit dans 1’étude de Morpeth et al., étude recensant 2761 cas d’EI a travers

28 pays et 61 hopitaux (Morpeth et al. 2007). En 2012, une nouvelle publication recense les 43 cas

d’El a Enterobacter spp. décrits (Moon et al. 2012). Parmi eux, 23 cas étaient dus au CEC.

d) Focus sur la virulence du C-IX ou E. bugandensis

Quelques articles sur I’espece E. bugandensis (C-1X) ont été publiés. Elle a été¢ impliquée dans

des épidémies en néonatologie en Tanzanie avec une mortalité élevée d’environ 35% et est considérée

comme |’espece la plus pathogene de la famille des Enterobacter (Pati et al. 2018). Cinq isolats de

cette espece ont également été retrouvés au sein de I'ISS (International Space Station) (Singh et al.

2018). Depuis la découverte de cette espece, deux isolats ont été rapportés en Allemagne. Le premier

isolat a partir d’hémoculture pédiatrique et le second sur un écouvillonnage de gorge d’un patient de

83 ans. C’est la premiere fois que ce cluster a été signalé en dehors de 1’ Afrique (Falgenhauer et al.

2019).
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1.6 Mécanismes de résistance aux antibiotiques
I.6.1 Résistance naturelle aux antibiotiques

I1.6.1.a Résistance aux p-lactamines

Le CEC possede au niveau chromosomique une 3-lactamase de type céphalosporinase codée par

le gene ampC. Elle lui confere une résistance aux aminopénicillines (AMX, AMP), a I’association

amoxicilline plus acide clavulanique (AMC), aux céphalosporines de 1= génération (C1G) et a la

cefoxitine (Figure 4)

Figure 4 Antibiogramme d’une souche de CEC présentant un phénotype sauvage

IPM : imipénéme/ TIC : Ticarcilline/ FEP : céfépime/ AMP : ampicilline/ TEM : Témocilline/ CRO : Ceftriaxone/ AMC :
Amoxicilline+ acide clavulanique/ CAZ : Ceftazidime/ PTZ : Pipéracilline-Tazobactam/ ERT : Ertapénéme/ AZT :

Aztréonam/ TCC : TIC-Ac. clavulanique/ CIP : Ciprofloxacine/ OFL : Ofloxacine/ FOX : Céfoxitine/ AKN : Amikacine
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La céphalosporinase ampC est régulée par différents génes chromosomiques tels que :
- ampR, codant un régulateur transcriptionnel
- ampD, codant une amidase qui hydrolyse les peptides issus de la dégradation
du peptidoglycane.

- ampG, codant une perméase intra-membranaire

Les genes de la famille amp ont été découverts pour la premicre fois en 1967 (Hennesey et
al.1967). La régulation d’ampC est liée au recyclage du peptidoglycane, composant de la paroi
bactérienne. En effet, les produits de dégradation du peptidoglycane [GlcNac-MurNac-peptides] sont
transportés via AmpG du périplasme (espace situé entre les membranes externes et internes) vers le
cytoplasme. NagZ dégrade ce produit en [1,6-anhydro-N-acetylmuropeptides] (muropeptide) et
AmpD transforme ce catabolite en UDP-Mur-Nac-pentapeptide. Ce dernier induit I’activité
répressive d’AmpR sur ampC. En 1’absence d’antibiotiques, les UDP-pentapeptides peuvent étre
réintégrer au peptidoglycane et interagissent également avec AmpR, permettant ainsi une répression

d’ampC.

1.6.1.b Résistance a la colistine

Le CEC est habituellement considéré comme sensible a la colistine. Comme les autres especes
d’entérobactéries, certaines souches peuvent présenter des mutations sur les systémes a 2 composants
que sont phoP/phoQ et pmrA/pmrB conférant une résistance a la colistine (Winfield & Groisman,
2003 ; Olaitan et al. 2014). Quelques auteurs des les années 2007 ont décrit pour la premiere fois des
souches du CEC hétérorésistantes (HR) a colistine (Figure 5) (Lo-Ten-Fo et al. 2007 ; Napier et al.
2014). L’HR se définit comme la capacité d’une partie d’une population bactérienne isogénique, a se
développer en présence d’un antibiotique. Sa pertinence clinique peut étre considérable du fait qu'une
partie de la population bactérienne possede la capacité de se multiplier au cours de 1’antibiothérapie

par colistine.

Figure 5 E-test a la colistine d’une souche de EC péentant une résistance hétérogene a la colistine (D’apres Napier ef al.
2014)
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L’HR a la colistine chez le CEC est cluster dépendant (Guérin et al. 2016). Sur une collection de
souches, les auteurs ont montré que les souches HR a la COS appartenaient aux clusters suivants :
C-1,C-1I, C-1V, C-VII, C-IX, C-X, C-XI, C-XII et C-XIII. La détection de cette HR a la colistine afin
d’éviter un échec thérapeutique nécessite la mise en ceuvre de techniques complémentaires : CMI par

BMD, géloses chromogenes, colistine NP test (Landman et al. 2014 ; Guérin et al. 2016).

I1.6.1.c Résistance a la Fosfomycine.

La plupart des especes (ou toutes ?) du CEC possedent un gene chromosomique de type fosA4
pouvant inactiver partiellement la fosfomycine (FOS). L’identification de cette résistance naturelle a
été effectuée dans une premiere étude a partir d’une souche canadienne de 1I’environnement (Xu et
al.2011). Les auteurs n’ayant pas réussi a la transférer par plasmide en ont alors déduit qu’il s’agissait
d’un geéne localisé au niveau du chromosome sur la souche de CEC étudiée (Xu et al. 2011). D’autres
études (38" RICAI 2018 Guérin et al.) ont mis en évidence une variabilité importante du gene fosA

chez le CEC, conférant des niveaux de sensibilité variables a la FOS.

1.6.2  Résistances acquises du CEC aux antibiotiques

I.62.a Résistance aux f}-lactamines
Les résistances acquises aux [3-lactamines peuvent résulter de plusieurs mécanismes :
e mutation des génes impliqués dans la régulation de la céphalosporinase AmpC ;
e mutation d’ampC conférant un phénotype dit Extended Spectrum AmpC (ESAC) ;
e acquisition d’une [-lactamase (Classe A-D) ;
e mutation des génes codant les porines ompK35/ompK36 ;
e surexpression des pompes d’efflux.
1.6.2.b Mutation des genes impliqués dans la régulation d’AmpC
L’ hyperexpression d’AmpC confere une diminution significative de la susceptibilité aux C3G,
comme observé figure 6. Les principales causes de résistance aux C3G retrouvées chez les souches
cliniques du CEC, résultent de mutations situées sur ampD conduisant a une surexpression d’ AmpC
(Schmidtke & Hanson, 2006). Des mutations qui touchent le géne ampR sont moins fréquentes, mais
peuvent conduire a 1’hyperproduction d’ AmpC. Les principales mutations décrites dans la régulation
d’AmpC sont colligées dans le tableau 7. Un exemple de phénotype retrouvé lors d’une mutation

d’ampC est illustré par la figure 6.
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Figure 6 Antibiogramme d’une souche de CEC présentant un phénotype hCase

Tableau 7 Principales mutations au niveau des genes impliqués dans la régulation d’AmpC.

. . L. Référence(s)
Génes Mutation(s) décrite(s) Effet sur les CMI bibliographique(s)
ampC Insertion de ALA2H-Val212- +caz, taTM: Nukaga et al., 1995

Arg213

Délétion de SKVALA

(position 289--294) 1CAZ, 1FEP: Barnaud et al., 2001
ampR Aspl35Asn, asp135Val 1CAZ, 1CTX:, 1ATM:

Ala94Pro, Asn150Ile,

Leu38phe + Ala60Val,
ampD Phe63Tyr + Glu96GIn, T1CAZ Kaneko et al., 2005

Ile106Val +Arg108Leu +

Alal22Gly

Légende : ' CAZ, ceftazidime ; 2ATM, aztréonam ; 3FEP, céfepime ; *CTX, Céfotaxime (These de sciences F. Guérin 2016)

L’importance de ces deux genes a été confirmée par I’étude de Guérin et al. (Guérin et al. 2015).
D’autres geénes sont impliqués dans 1’hyperexpression d’AmpC. L’étude de Guérin er al. en
s’inspirant du modele de P. aeruginosa, a également montré le role de NagZ et DacB. Les auteurs
ont « revisité » la régulation d’ampC chez le CEC (Figure 7) (Guérin et al. 2015) en construisant des
mutants « knock out » (KO) des différents génes supposés impliqués dans la régulation d’ampC chez
le CEC (ampR, ampD, ampE et ampG) ainsi que pour des homologues a certains genes identifiés
chez P. aeruginosa (dacB, nagZ). Les auteurs ont proposé un schéma de régulation a 2 voies

[-lactamines dépendantes.
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Figure 7 Modéle d'induction transcriptionnelle d’ampC apreés une induction par la céfoxitine (FOX) (a gauche) ou par le

céfotaxime (CTX) (a droite) chez le CEC (Guérin et al. 2015)

1.6.2.c Mutation d’ampC conférant un phénotype ESAC
Certaines mutations au niveau du site catalytique de la céphalosporinase AmpC peuvent conduire
a une affinité +/- importante envers les différentes P-lactamines et a leur hydrolyse. Ces ESAC

possedent un profil de substrat plus large que les céphalosporinases natives. Elles peuvent en plus des
C3G, hydrolyser les C4G comme le FEP et le cefpirome. Certaines ESAC peuvent également

hydrolyser les carbapénemes (Mameri et al. 2007 ; Nordmann et al. 2007)
des changements de conformation au sein de la

Ces ESAC sont principalement liées
boucle-Q, I’hélice 10 et I’hélice 11 de la céphalosporinase (Nordmann et al. 2007). Des modifications

au sein de 1’hélice H-2 ont également été rapportées
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1.6.2.d Acquisition d’une f}-lactamase (classe A-D d’Ambler)
Toutes les classes de B-lactamases peuvent étre retrouvées chez le CEC et sont colligées dans le
tableau 8 : classe A (pénicillinases, BLSE et carbapénémases), classe B (métallo-f3-lactamase

(MBL)), classe C (céphalosporinases) et classe D (oxacillinases) :

Tableau 8 Classification d’ Ambler (Toussaint et al. 2015)

Ambler Molecular

Type Class Characteristics Examples of Enzymes
Narrow-spectrum [3- A Hydrolyze penicillin; produced primarily by Staphylococcal penicillinase,
lactamases'*'®'"? Enterobacteriaceae TEM-1, TEM-2, SHV-I
Extended-spectrum A Hydrolyze narrow and extended-spectrum [3- SHV-2, CTX-M-I5, PER-1, VEB-I
-lactamases™ lactam antibiotics
B
Serine carbapenemases® A Hydrolyze carbapenems KPC-1, IMI-1, SME-1
Metallo-B-lactamases”"** B Hydrolyze carbapenems VIM-1, IMP-1, NDM-1
Cephalosporinases' %% C Hydrolyze cephamycins and some oxyimino f3- AmpC, P99, ACT-1, CMY-2,
lactams; inducible; chromosomally mediated FOX-1, MIR-1
OXA-type enzymes™?% D Hydrolyze oxacillin, oxyimino p-lactams, and OXA enzymes

carbapenems; produced by Pseudomonas
aeruginosa and Acinetobacter baumannii

- Classe A : Enzyme de type Pénicillinase acquise

Les pénicillinases plasmidiques de classe A a spectre étroit (ex. bla.., blas,.) hydrolysent les
aminopénicillines, les carboxypénicillines et les uréidopénicillines. Les céphalosporines ne sont pas
ou tres faiblement hydrolysées par ces enzymes. En revanche, 1’acquisition de 3-lactamases a spectre
étendu (BLSE) de classe A confere en plus de la résistance aux pénicillines, la résistance aux
céphalosporines pouvant aller jusqu’aux C3G et C4G, aux monobactames avec des expressions
variables d’une enzyme a 1’autre (Figure 8). Les enzymes de type CTX-M sont majoritairement
retrouvées chez le CEC (Hoffman er al. 2006 ; Anastay et al. 2013). D’autres [3-lactamases peuvent

hydrolyser jusqu’aux carbapénémes ce qui est le cas pour les KPC ou les GES principalement.

Figure 8 Antibiogrammes de souches de CEC ayant acquis une BLSE (ici bla......a gauche, et bla....a droite)
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- Classe B : Enzymes de type MBL acquise :

Les principales MBL retrouvées chez le CEC sont bla..., bla..et bla... Les génes responsables de
la production de carbapénémases sont encodés principalement par des éléments mobiles comme les
transposons ou les plasmides (Villa et al. 2014). Ces éléments jouent un role tres important dans la
transmission horizontale de la résistance aux carbapénemes. Les MBL retrouvées et déja identifiées

chez le CEC sont reportées dans le tableau 9 :

Tableau 9 Revue de la littérature : MBL identifiées chez le CEC

Type de MBL Référence bibliographique
bla,.. Lee et al. 2017
bla,., Dai et al. 2013
bla,., Pang et al. 2016
bla,.. Aoki et al. 2018
bla,. Sonnevend et al. 2017
bla,., Torrez-Gonzalez et al. 2015

Certaines souches peuvent exprimer 2 MBL comme dans 1’étude publiée par Cai et al. en Chine :
la souche de CEC co-exprimait bla,., et bla.., (Cai et al. 2019). La figure 9 illustre ’acquisition d une

MBL de type NDM.

\.:;xe,.,._*, " i v - 44'5:\
Figure 9 Antibiogramme d’une souche de CEC ayant acquis : bldci.sy bl@un.s blao.., AAC6’-Ib-cr, gnrB
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- Classe C : Enzymes de type céphalosporinase acquise

Les principales AmpC plasmidiques (pAmpC) connues sont : blay., bla,w.c:, blao, bla.., bla... et

bla.., dérivant d’AmpC chromosomique d’Enterobacteriaceae.

- Classe D : Enzyme de type Oxacillinase a activité carbapénémase

La production de bla....est fréquemment rapportée mondialement chez les Entérobactéries
depuis sa premiere indentification chez Klebsiella pneumoniae (KPN) en 2001, notamment chez E.

coli, KPN et le CEC (Messaoudi et al. 2019). Récemment la présence d’une nouvelle oxacillinase a

N St e B i
Figure 10 Antibiogramme d’une souche de CEC ayant acquis: blacws, blaouy blao., blac., AAC6’-Ib-cr, qnrB

a) Altération des porines OmpK35 et OmpK36 ou OmpC et OmpF

Les mutations au niveau des genes codant les porines ompC et ompF ont pour conséquence
phénotypique une augmentation des CMI aux carbapénémes des lors qu’elles sont associées a un
autre mécanisme de résistance aux B-lactamines (BLSE et/ou hCase) (Yigit et al. 2002 ; Doumith et
al. 2009 ; Lee et al. 2016).

La prévalence de I’altération des porines OmpC et OmpF chez le CEC serait de 6,6% des CEC
selon I’étude de Jakulski et al. (Jakulski et al. 2013). De plus Cai et al. ont montré que la majeure
partie des CEC résistants aux carbapénemes avait une diminution de 1’expression de OmpC et OmpF
(le plus souvent associée a un autre mécanisme type BLSE ou hCase) ce qui montre que 1’altération
de ces porines semble jouer un rdle important dans la résistance du CEC aux carbapénemes (Cai et

al.2019).
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b) Pompes d'efflux

Chez les bactéries a Gram négatif, les pompes d’efflux participent également aux mécanismes
de résistance aux antibiotiques. Quatre grands groupes de transporteurs ont été décrits : les RND
(Resistance-Nodulation -Division), MFS (Major Facilitator Superfamily), MATE (Mutlidrug And
Toxic compound Extrusion) et ABC (ATP Binding Cassette). Les pompes issues de la famille RND
jouent un rdle important dans la résistance aux bactéries a Gram négatif. Ce sont des complexes
tripartites constitués d'une protéine interne de la membrane (IMP), d'une protéine de fusion au niveau
de la membrane périplasmique (MFP) et d’une protéine de la membrane externe (OMP). Le systeéme
d’efflux de type RND AcrAB-TolC est la pompe d’efflux la plus impliquée dans la résistance aux
antibiotiques, notamment les fluoroquinolones, les macrolides, 1’acide fusidique... Cependant rien
n’a été montré concernant le réle de cette pompe vis-a-vis des 3-lactamines (Guérin et al. 2015). Un
autre systeme d’efflux retrouvé chez le CEC dans 1’étude de Ferraz-Rosa et al. semble étre associé a
la résistance aux carbapénémes : le systtme AcrART, qui serait responsable d’une résistance a

I’imipéneme et au méropéneéme (Ferraz-Rosa ef al. 2017).

1.6.2.e Résistance aux aminosides

Le CEC peut acquérir une résistance aux aminosides par acquisition d’enzymes. Les 3 principales

enzymes sont :
- APH : Aminoside phospotransférase
- ANT : Aminoside nucléotidyltransférase
- AAC : Aminoside acétyltransférase

La principale enzyme retrouvée avant les années 2015 chez le CEC, impliquée dans la résistance
aux aminosides était une AAC(6’) (Kim er al. 2011). Cette derni¢re confére une résistance a
I’amikacine, la kanamycine, la tobramycine, et la netilmicine.

Le CEC peut également acquérir une AAC(6’)-Ib-cr, conférant une résistance simultanée aux
aminosides et aux fluoroquinolones par acétylation (Kim et al. 2009 ; Kim et al. 2011). Cette enzyme
est actuellement fréquemment retrouvée chez le CEC, souvent en association a certaines BLSE
comme les CTX-M (Piekarska et al. 2019). En effet Piekarska et al. ont notamment retrouvé comme
principale association : gnrBIl+aac(6’)-1b-cr+bla.., +bla... , qui allie la production d’une BLSE, la
résistance aux aminosides et aux fluoroquinolones (Piekarska et al. 2019).

D’autres mécanismes peuvent étre retrouvés mais plus rares, comme I’imperméabilité, 1’efflux,

I’absence de transport actif ou encore la modification de la cible.
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1.6.2.f Résistance aux fluoroquinolones (FQ)
La résistance aux quinolones peut étre médiée par plusieurs mécanismes :
- Mutation de I’ADN gyrase dans la région « quinolone resistance-determining region »
(QRDR)
- Protection de la cible conférée par le géne gnr
- Mécanisme d’efflux
a) Résistance par mutation de la QRDR
Les quinolones agissent au niveau de I’ADN gyrase sur la Topoisomérase de type 2 nécessaire a
la transcription et la réplication de I’ADN. Cette topoisomérase est composée principalement de deux
genes : gyrA et gyrB, lieu d’action des quinolones. Des mutations dans une partie de gyrA au niveau
de la QRDR confere une résistance aux quinolones. Chez E. coli une altération d’une paire de base
au niveau de la QRDR diminue la sensibilité aux FQ. Une double substitution d’acide aminé rend la
souche résistante aux FQ (Weigel et al. 1998).
b) Résistance plasmidique
La résistance plasmidique conférée par le géne gnr aboutit a la production de protéines protégeant
I’ ADN de I’action des quinolones. Trois grandes familles existent (Cattoir et al. 2007)
- Qnr-A like (six variants), principale protéine retrouvée chez les Entérobactéries en Europe
- Qnr B (six variants), identifié pour la premiere fois en Europe par Cattoir et al. (Cattoir et
al.2007)
- Qnr S (deux variants)
¢) Résistance par mécanisme d’efflux
Enfin les bactéries a Gram négatif disposent de systemes actifs d’efflux non spécifiques, dont
certains sont exprimés de facon constitutive, d’autres sont controlés et exprimés par différents
systemes de régulation globale, et enfin, d’autres sont encore inductibles par diverses mutations. Chez
E. coli, la pompe d’efflux AcrAB-TolC, régulée par différents geénes souvent de type TetR, joue un
role majeur dans la résistance aux fluoroquinolones. Les mutations survenant dans le géne acrR
(répresseur de acrAB) augmentent I’activité de la pompe (Wang et al. 2001), et inversement, les

mutations inactivant marR (répresseur de marA) permettent a MarA d’activer acrAB, tolC.
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1.7 Epidémiologie de la résistance du CEC
1.7.1 Epidémiologie des BLSE chez le CEC

Les données issues du rapport ONERBA de 2017 font état de 40% de résistance aux
céphalosporines :
- par production d’'une BLSE dans 1/3 des cas
- par production d’une hCase dans 2/3 des cas
La proportion de BLSE semble augmenter dans le temps, comme nous pouvons le voir sur les
données issues du rapport ONERBA (Figure 11). Ces données corroborent ce qui est observé

localement au CHU de Caen (Tableau 10).
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Figure 11 Evolution de l'incidence des Entérobactéries productrices de BLSE dans les bactériémies dans les hopitaux Francais
(Rapport ONERBA 2017)
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Tableau 10 Caractéristiques des souches de CEC du CHU de Caen sur la période 2012-2018

2012 2013 2014 2015 2017-2018

Nombre d’isolats cliniques dédoublonnés 246 249 292 282 641
dge moyen 59 60 58 59 62
Femme 78 100 109 115 220
Homme 168 148 183 167 421
Sex Ratio 22 1.5 1.7 1.5 1,9
C3GR! 85 94 97 95 227
%C3G R! 34.6 37.8 33.2 33.7 35,4%
BLSE 27.0 34.0 36 47 96
%BLSE 11.0 13.7 12.3 16.7 14,9%
hCase 58.0 60.0 61 48 131
%CASE 23.6 24.1 20.9 17.0 20,4%
BLSE/%C3G R! 31.8 36.2 37.1 49.5 42,3%
hCase/%C3G R! 68.2 63.8 62.9 50.5 57,7%

Avant 2014, 1a proportion de CEC hCase dominait par rapport aux souches productrices de BLSE
(Paterson et al. 2006, ONERBA 2017). Cependant, les derni¢res tendances vont vers une
augmentation de la proportion de BLSE par rapport a I’hCase (TableaulO, Figurell).

Les principales BLSE identifiées actuellement sont les bla...(76%), bla... (28%) et blas., (21%)
respectivement chez les Entérobactéries (Abrar et al. 2019).

Dans I’étude de Wang et al. les BLSE issues de bactériémies a CEC représentent 15% de la
population de I’étude. En comparaison, 10% de CEC BLSE étaient retrouvés dans les bactériémies a
la méme période aux USA et autour de 5% en Europe (Wang et al. 2017). Les BLSE retrouvées au
sein de I’étude de Wang et al. étaient principalement de type bla,.(blag...), €t blacy., (blac.; et
blax...) (Wang et al.2017).

La bla.y...est la BLSE la plus fréquemment retrouvée chez le CEC en Europe et en France
(Haenni et al. 2016). Celle-ci est fréquemment associée a d’autres mécanismes de résistance
(AAC6’(Ib)-Icr, gnrB) conférant une résistance aux fluoroquinolones et a certains aminosides
(Gentamicine...) (Piekarska et al. 2019). Les auteurs ont également mis en évidence la présence
associée de ArmA qui va méthyler les ribosomes conférant une résistance aux aminoglycosides

(Piekarska et al. 2019).
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172  Epidémiologie des CEC producteur de carbapénémases

L’émergence de souches de CEC productrices de carbapénémases est en augmentation ces
dernieres années (Cremet et al. 2012 ; Novak et al. 2014), passant de moins de 1% avant 2007 pour
des taux avoisinant les 8% aujourd’hui en Chine par exemple (Cai et al. 2019).

Le tableau 11 illustre la distribution géographique des MBL de facon plus globale d’apres 1’étude

de Kazmierczak et al. (Kazmierczak et al. 2016).

Tableau 11 Répartition des principales carbapénémases sur le globe

MBL Région du monde
bla,. Europe, Amérique Latine
bla,, Asie-Pacifique
bla, Balkan, Afrique de I’Est

En Europe, le réseau EuSCAPE a permis d’effectuer un état des lieux sur la production de
carbapénémases chez les Entérobactéries. La figure 12 issue du rapport de Albiger et al. (Albiger et
al. 2015) montre en fonction des différentes classes de carbapénémases (A, B et D) la distribution
des EB productrices de carbapénémases (EPC) au sein des pays Européens, sur la période 2014-2015

(Albiger et al. 2015).
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Figure 12 Distribution géographique en Europe des EPC (38 pays) (Albiger et al. 2015)
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Résumé

Le cefepime céphalosporine de 4°™ génération est doté d'un spectre d'activité in vitro étendu
contre les agents pathogénes a Gram négatif et & Gram positif. Cette B-lactamine approuvée
pour le traitement des infections modérées a graves a bactérie a Gram négatif, a fait 1’objet de
nombreuses méta-analyses avec des résultats parfois contradictoires. Dans cet article, nous
proposons une réévaluation critique de la pharmacodynamique, de la pharmacocinétique, de la
gestion clinique et de ’activité in vitro en fonction des principaux mécanismes de résistance.
Dans un contexte mondial ou la prévalence des souches multirésistantes augmente, le céfépime
constitue une alternative intéressante surtout pour la préservation des pénémes. Ceci étant, il
est nécessaire autant que possible de respecter quelques recommandations en termes de
documentation microbiologique et de stratégies d’utilisation en matiére de posologie, de voie
d’administration et de suivi des taux sériques.

Mots-clés : Céfépime, Céphalosporinase, C4G, PK/PD, CMI

Summary

Cefepime 4th generation cephalosporin has a broad spectrum of in vitro activity against Gram-
negative and Gram-positive pathogens. This -lactam, approved for the treatment of moderate
or severe infections with Gram-negative bacteria, is the subject of numerous meta-analyzes with
sometimes contradictory results. In this paper, we propose a critical reassessment of
pharmacodynamics, pharmacokinetics, clinical management, and in vitro activity based on the
main resistance mechanisms. In the global context or the prevalence of multi-resistant strains,
cefepime is an interesting alternative for the preservation of penetrations. For this reason, it is
necessary to comply with certain recommendations in terms of microbiological documentation

and use strategies, routes of administration and monitoring of serum levels.

Keywords: Cefepime, Cephalosporinase, 4GC, PK/PD, MIC
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1. Introduction

De facon bien établie, la résistance aux antibiotiques est en constante augmentation dans
le monde entier (Velez R & Sloand E, 2016). Elle ne concerne pas uniquement les micro-
organismes des hopitaux et autres institutions médicales mais également les espéces
communautaires, sans lien particulier avec les établissements de santé (Kumar A er al., 2005).
Dans ce contexte d’augmentation de la résistance aux antibiotiques, [’adaptation de
I’antibiothérapie aux espéces bactériennes et surtout a leur phénotype de résistance est
indispensable afin de préserver les molécules telles que les pénémes et de limiter I’impact des
molécules a large spectre sur le microbiote. L’adaptation de I’antibiothérapie passe par la bonne
maitrise des molécules antibiotiques en matiére de pharmacocinétique, de pharmacodynamie
(PK/PD), de posologie, de voie d’administration et de valeurs critiques de concentrations
minimums inhibitrices (CMI). Cette maitrise contribue a améliorer la prise en charge
thérapeutique et de prévenir les mutations sur les génes conférant une baisse de sensibilité ou
résistance aux antibiotiques. La connaissance des principaux mécanismes de résistance
contribue également & anticiper 1’apparition de souches cliniques multi-résistantes (MDR) et
ainsi d’éviter les échecs thérapeutiques.

Le céfépime (FEP) par ses caractéristiques de stabilité, de spectre antibactérien, de
valeurs basales de CMI et de mécanisme d’action peut répondre a cette adaptation de
I’antibiothérapie tout en préservant les pénémes et ainsi prévenir I’émergence de souches MDR.
Pour ce faire, il est important de le prescrire dans des situations cliniques infectieuses bien
définies et de le réserver a certains micro-organismes. Les modalités de son utilisation en
pratique courante nécessitent de tenir compte de nombreux paramétres pharmacologiques et
microbiologiques. Dans cette revue, nous proposons une réévaluation critique des différents

paramétres du FEP a maitriser : sa pharmacodynamique, sa pharmacocinétique, sa gestion
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clinique, ses valeurs critiques de CMI et son activité in vitro en fonction des principaux

mécanismes de résistance.

2. Structure chimique, mécanisme d’action et spectre antibactérien et activité

Le FEP est une molécule semi-synthétique (-). Il appartient aux céphalosporines
dites de 4°™ génération (C4G). Le FEP comme les autres B-lactamines a pour cible les protéines
liant la pénicilline (PLP). Ces derniéres par leur activité d’endopeptidase et de carboxypeptidase
interviennent directement dans le métabolisme du peptidoglycane (synthése et recyclage). Du
fait de sa structure zwitterionique, le FEP passe rapidement & travers les membranes
bactériennes, améliorant ainsi I’accés aux cibles enzymatiques (Nikaido H et al., 1990 ;

Endimiani A et al., 2008).

Figure 1 : Structure moléculaire du FEP.

Le spectre du FEP comme les autres C4G (Cefpirome) est trés large et inclue les bactéries
a Gram positif et les bactéries a Gram négatif y compris le Pseudomonas aeruginosa et certains
germes anaérobies. Comparé a la ceftazidime, le FEP présente une meilleure activité in vitro
vis-a-vis des bactéries a Gram positif comme Staphylococcus aureus sensible a la méthicilline

et Streptococcus pneumoniae (TabIEAU). Les CMlgo pour la plupart la grande majorité des
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90 entérobactéries sont inférieures a 0.5 mg/L a I’exception du complexe Enterobacter cloacae (1
91  mg/L). Cette espéce possede une céphalosporinase chromosomique facilement déréprimable en

92  présence de céphalosporine (Kolhmann R ez al., 2018).

93  Tableau 1 : CMIgde différentes espéces bactériennes du FEP comparé a 5 autres B-lactamines (Données extraites
94 de Iarticle Low et al. (Low DE, 1995)

CMlyo (mg/L)
Especes bactériennes Céfépime Ceftazidime Ceftriaxone Imipéneme Pipéracilline Pip/Tazo
Escherichia coli (200) <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 >256 4
Klebsiella pneumoniae (131) <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 16 8
Proteus mirabilis (24) <0.5 <0.5 <0.5 2 >256 <2
e ey 1 64 >64 1 >256 64
Serratia marcescens (101) <0.5 1 4 1 32 32
Morganella morganii (37) <0.5 16 4 4 128 <2
Citrobacter freundii (61) <0.5 16 16 1 256 32
Klebsiella aerogenes (49) <0.5 64 64 1 128 64
Pseudomonas aeruginosa (52) 8 4 >64 1 32 32
Staphylococcus aureus (106) 4 16 4 <0.5 256 4
95 Les valeurs des CMlsp ou CMIgo a elles seules ne permettent pas de séparer les

96 différentes populations de souches de sensibilité diminuée ou résistante au FEP. Ces valeurs
97  peuvent également conduire a des biais d’interprétation du spectre en fonction de la collection
98  étudiée. Ce que I’on peut constater dans le tableau 2 pour 1’espece Klebsiella pneumoniae 0t
99  I’on observe des CMIso ou CMlgp élevées résultant d’un biais de sélection. Pour ce faire,
100 IEUCAST a défini un concept qui est de considérer qu’une population de souches dites
101  sauvages ne peut pas étre artificiellement séparée en deux par des concentrations critiques. Cette
102  distribution définit une valeur de CMI maximale pour les souches d’une espéce donnée
103  dépourvue de mécanisme de résistance acquis. Cette valeur de CMI est dénommée
104  Epidemiological Cut off Values » (ECOFF). Les données des CMlso, CMlg et d’ECOFF du

105  FEP sont colligées dans I€ffableali2 (EUCAST 2019).
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Tableau 2 : CMIsy, CMlg et ECOFF du FEP de différentes especes bactériennes a partir des données de
I'EUCAST 2019

CMI en mg/L
Espéce bactériennes CMlso CMlIyo ECOFF % sensible
Escherichia coli 0.064 0.5 0.125 89.5 %
Klebsiella pneumoniae 0.5 32 0.125 56.9 %
Proteus mirabilis 0.064 4 0.125 85 %
Enterobacter cloacae 0.125 4 0.125 80 %
Serratia marcescens 0.125 128 0.125 79 %
Morganella morganii 0.032 0.125 0.125 96.6 %
Citrobacter freundii 0.064 2 0.125 87.9%
Klebsiella aerogenes 0.125 2 0.125 89 %
Pseudomonas aeruginosa 4 32 8 77.4%
Staphylococcus aureus 2 4 0.125 Absence de cut-off

A partir de ces données bactériologiques (CMIsq, CMIgo et ECOFF), les sociétés savantes
(EUCAST ou CLSI) ont établi et révise régulierement les concentrations critiques ou « cut off »
du FEP qui prennent en compte également 3 autres types de données : PK, PD et efficacité

clinique (TabIGaU'S).

Tableau 3 : CMI critiques du FEP en fonction des « guidelines » utilisés (EUCAST 2019, CLSI 2019)

EUCAST! guidelines CLSI? Guidelines
mg/L mg/L
Sensible Résistant Sensible Résistant

Entérobactéries <1 >4 <2 >8
Pseudomonas aeruginosa <8 >8 <8 >16
Acinetobacter Sp <8 >16 <8 >16
Haemophilus sp. <0.25 >0.25 <2

Neisseiria gonorrhoeae <0.5

Aeromonas Sp. <2 >4 <8 >16
Streptocoque <1 >2 <l >2

Y European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing ; % Clinical & Laboratory Standards Institute

Ces cut off ont évolué au cours des derniéres années comme indiqué dans le tableal’d.
Pourquoi ces cut off ont-ils autant évolué dans le temps ? Souvent, plusieurs raisons sont
intriquées ou interagissent entre elles. (i) Les paramétres pharmacologiques PK/PD (Pic/CMI,
aire sous la courbe (ASC)/CMI, résiduelle/CMI), ne sont prédictifs d’efficacité ou de prévention
de la résistance qu’a la condition qu’ils atteignent des valeurs seuils réévaluées au fil du temps

ou en fonction des connaissances. (ii) Les diminutions de posologie faisant suite a des
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recommandations d’utilisation ont eu comme conséquence une diminution des cut off. (iii) Les
études cliniques ainsi que les nouveaux mécanismes ou régles d’interprétation contribuent

également a 1’¢élaboration de nouveaux cut off ou a leur ajustement.

Tableau 4 : Evolution des cut-off (CASFM/EUCAST et CLSI) du FEP pour les entérobactéries et P. aeruginosa
au fil des années.

CMI (mg/L)

Société savante CLSI CASFM CASFM/ EUCAST
Année 2010 2014 2006 2008 2011 2012

Entérobactérie <8 <2 <4 <1 <1 <1
Sensible

P.aeruginosa <8 <8 <4 <8 <8 <8

Entérobactérie 8-32 4-8 4-32 1-8 1-4 1-4
Intermédiaire

P.aeruginosa 8- 32 8-16 4-32

Entérobactérie >32 >8 >32 >8 >4 >4
Résistant

P.aeruginosa >32 >16 >32 >8 >8 >8

3. Pharmacocinétique / Pharmacodynamique [PK/PD]
Apres administration parentérale, le FEP est largement distribué dans les tissus et les
compartiments liquidiens de 1’organisme. Aprés administration la résorption est compléte et

rapide (Tableau’s)!

Tableau 5 : Concentrations plasmatiques moyennes de FEP (mg/L)

Céfépime dose 0.5h 1,0h 20h 40h 8,0h 120 h
250 mg IV 20,1 10,9 59 2,6 0,5 0,1
500 mg IV 38,2 21,6 11,6 5 1,4 0,2

lglVv 78,7 44,5 24,3 10,5 2,4 0,6
291V 163,1 85,8 44,8 19,2 3,9 11
500 mg IM 8,2 12,5 12 6,9 1,9 0,7
1gIM 14,8 25,9 26,3 16 4,5 1,4
2gIM 36,1 49,9 51,3 31,5 8,7 2,3

La demi-vie d'élimination du FEP est de 2 heures en moyenne avec un volume moyen de
distribution a I'état d'équilibre de 18 litres. La fixation aux protéines plasmatiques est inférieure
a 19 % et est indépendante de la concentration sérique en FEP. Il n'a pas été observé de
phénomeéne d'accumulation chez les sujets recevant des doses de 2 g IV toutes les 8 heures

durant une période de 9 jours cependant la demi-vie d'élimination est prolongée chez

34



142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

I'insuffisant rénal. Le FEP est peu métabolisé en N-méthylpyrrolidine N-oxyde qui est excrété
dans les urines, correspondant a 7 % de la dose administrée. La clairance totale moyenne est de
120 mL/min. La clairance rénale moyenne du FEP est de 110 mL/min, son élimination
s'effectue pratiquement exclusivement par voie rénale, essentiellement par filtration
glomérulaire. Quatre vingt cing pourcent de la dose administrée est retrouvé sous forme
inchangée dans les urines. La cinétique du FEP n'est pas modifiée chez le nourrisson de plus de
2 mois ou I'enfant. De méme, la cinétique du FEP n'est pas modifiée chez le sujet insuffisant
hépatique recevant une dose unique de 1 g. Par conséquent, une adaptation de posologie n'est
pas nécessaire.

Les études menées chez des sujets présentant des degrés variés d'insuffisance rénale ont
démontré un allongement significatif de la durée de demi-vie d'élimination (Low DE, 1995). Il
existe une relation linéaire entre la clairance individuelle et la clairance a la créatinine chez des
sujets présentant une altération de la fonction rénale. La demi-vie moyenne d'élimination chez
les patients dialyses (hémodialyse ou dialyse péritonéale ambulatoire continue) est comprise

entre 13 et 17 heures.

4. Indications et posologies du FEP

Les recommandations d’indications du FEP validées par la haute autorité de santé
(HAS) sont répertoriées dans le fabléali™ (HAS commission de la transparence 2006,
Recommandations de Pratique Clinique Infections ostéo-articulaires sur matériel, 2009). En
plus de son utilisation en antibiothérapie probabiliste dans les infections osteo-articulaires et en
hématologie clinique, le FEP peut étre utilisé en curatif dans les infections documentées a
entérobactéries productrices de céphalosporinase et a P. aeruginosa (Yahav D et al., 2007,

Breilh ,D et al. 2000, Barberan J ez al. 2003, Jauregui L ef al., 1993).
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Tableau 6 Indications de traitement par FEP

Infection documentée

Traitement Probabiliste

Infection & Entérobactérie
du groupe 3 (EB3) sensible

Indications Infection & P. aeruginosa
Validées sensible

Episodes fébriles chez les
patients neutropéniques

Infection associée aux soins avec antécédents d’infection a EB3
ou a P. aeruginosa sensible au FEP

Pneumonie nosocomiale hors réanimation si facteur de risque
d’infection & P. aeruginosa ou ATB (AMC C3G, FQ) dans le
mois précédent ou antécédents d’EB3 résistant aux C3G

Pneumonie nosocomiale en réanimation associée ou non a la

ventilation mécanique si infection précoce avec facteur de risque
d’infection a P. aeruginosa

Pneumonie nosocomiale en réanimation associée ou non a la
ventilation mécanique si infection tardive (> 5 jours) et sans
colonisation a E-BLSE

Infection ostéo-articulaire associée aux soins

Neutropénie fébrile

Les posologies du FEP en fonction de I’indication sont répertoriées dans le fabIEaUT

(HAS commission de la transparence 2006, Recommandations de Pratique Clinique Infections

ostéo-articulaires sur matériel, 2009).

Tableau 7 : Posologies du FEP validées en fonction de I’indication

Dose Indications

Fréquence
d'administration

1g IV Infections respiratoires communautaires

2 fois par jour

Py¢lonéphrites non compliquées

Infections séveres :

- septicémies/bactériémies

- pneumonies

2 fois par jour

- infections urinaires compliquées
- infections intra-abdominales compliquées

2g IV

Infections séveres a P. aeruginosa

Infections ostéo-articulaires

Episode fébrile chez les patients neutropéniques

2 a 3 fois par jour

3 fois par jour

2 a 3 fois par jour

5. Efficacité du FEP

L’objectif des traitements par B-lactamines consiste & obtenir une concentration sérique

ou tissulaire supérieure a la CMI le plus longtemps possible, exprimée de la fagon suivante

T(BL)= fT>CMI (avec T(BL) = temps de contact et « ft » fonction de temps). A partir des
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modeles animaux infectieux in vivo, 1’obtention d’une efficacité maximale pour le FEP est
corrélée avec en une fT> CMI comprise entre 60-70% (concentrations sériques supérieures a la
CMI pour 65% du temps du traitement au moins) (Kohlmann R ez al., 2019). L’équation peut
s’exprimer ainsi : T>CMI > 65%. La probabilité d’atteindre la cible (PTA) a été évaluée par
Roos et al. selon un modéle mathématique stochastique de type Monte-Carlo (Asin-Prieto E ez
al., 2015 ; Trang M et al., 2017 ; Roos JFet al., 2006). Elle permet, en fonction du T>CMI
d’évaluer la probabilité de réussite d’un traitement ici du FEP. R0osS ez al. ont évalué la PTA en
faisant varier le mode d’administration de 1’antibiotique et/ou de sa posologie afin de mieux

évaluer son efficacité en fonction de la CMI critique (T>CMI, temps au-dessus de la CMI)

(Tableau 8) (Roos JF et al., 2006).

Tableau 8 : CMI critiques du FEP pour une probabilité d'atteindre de la cible de 70% et 90% selon les objectifs
PK/PD (T>CMI > 65%) en fonction de la dose et du mode d’administration (Roos JF et al., 2006).

CMI critiques pour un T>CMI supérieur a 65%

IVR IVC Dc =0,5¢g
2g/8h 1g/4h 1g/6h 2g/12h 2g/jour 4g/jour 6g/jour
PTA 70% 8 mg/L 4 mg/L 4 mg/L 2 mg/L 4 mg/L 8 mg/L 16 mg/L
PTA 90% 4 mg/L 2 mg/L 0,5 mg/L 0,25 mg/L 4 mg/L 8 mg/L 8 mg/L

Le faBIGAU'S représente les CMI critiques du FEP obtenues pour une PTA de 70% et 90%.
Pour une PTA a 90%, les CMI critiques observées sont plus élevées pour une administration
continue que pour une administration discontinue. Cela signifie que le mode d’administration
continue remplie mieux les objectifs PK/PD d’un traitement par FEP puisqu’il permet d’obtenir
des concentrations sériques supérieures a la CMI mais avec une valeur stable dans le temps.
Ainsi la probabilité de réussite du traitement est plus élevée et ce méme pour des souches de
sensibilité diminuée. Ceci étant, ces données sont a pondérer par le fait que I’administration
continue ne permet pas d’obtenir des pics sériques contrairement a I’administration discontinue.
L’avantage des pics sériques est qu’ils permettent de limiter un risque d’échappement en
présence de souches de sensibilité diminuée. Pour ces dernieres, les pics sériques garantissent

transitoirement un rapport concentration sérique nettement supérieur a 8 fois la CMI et de
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prévenir ainsi ’apparition de mutants. Afin de pallier a cette problématique de 1’administration
continue, il est souhaitable de prévoir une dose de charge afin de garantir une concentration
sérique résiduelle supérieure a 8 fois la CMI et éventuellement de doser la concentration sérique
en FEP (Chapuis TM et al., 2010).

A partir des données du [TabIeall'8, pour un isolat clinique avec une CMI supérieure ou
égale & 1 mg/L, il semble difficile d’obtenir une bonne efficacité (PTA > 90%) du FEP avec
une administration discontinue et surtout avec un rythme d’administration supérieur a 6 heures.
En revanche, par voie IV continue a posologie maximum (6 g/jour), Les concentrations
critiques atteintes excédant 8 mg/L permettent de répondre a un épisode infectieux par une
souche d’entérobactérie caractérisée par une CMI au FEP inférieure ou égale a8 4 mg/L. La
question de I’efficacité du FEP des souches proches du cur off (1 mg/L) peut se poser suivant
le mode d’administration. Afin de pallier a I’apparition de mutants résistants, la stratégie d’une
bithérapie (FEP + aminoside ou fluoroquinolone) ou ’augmentation de la posologie peut étre
envisagée. Dans ce contexte, la détermination de la CMI au FEP est indispensable et le dosage
sérique du FEP peut également se discuter pour 1’adaptation de la posologie. Une méta-analyse
sur I’évaluation des modes d’administration du FEP continue ou discontinue a été réalisée en
2015 par 1’équipe de Burgess er al. (Burgess SV et al., 2015). Cette méta-analyse montre une
amélioration des parameétres PK/PD avec des perfusions prolongées et continues de FEP.
Cependant, l'impact sur les résultats cliniques n’est pas concluant. Pour finir, les auteurs
suggerent de poursuivre les études pour déterminer les stratégies optimales de posologie et
d'administration (Burgess SV, 2015).

L’efficacité du FEP évaluée par la PTA varie également en fonction de 1’espéce impliquée
(Tableal’9) (Roos JF et al., 2006). Les auteurs nous montrent que, quelques soit le germe,
I’efficacité du traitement dépend plus du mode d’administration que de la dose (voie IV

continue apparaissant comme optimale).
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Tableau 9 : Résultats concernant la PTA évaluée pour des patients de soins intensifs en opposant les modes
d’administration : injections continues versus discontinues (la cible étant une concentration sérique libre > CMI
pour 65% de I’intervalle posologique) (Roos JF et al., 2006).

PTA évaluée
Dose et mode d’administration E.coli K .pneumoniae P.aeruginosa A.baumanii
Administration discontinue
1g/4h soit 95.3% 95.3% 82.6% 57.9%
1g/6h 91.9% 91.9% 69.5% 41.5%
1g/12h 66/1% 66.1% 35.5% 11.6%
Administration continue
2g/jour 95.2% 95.2% 81.3% 56.3%
4g/jour 96.9% 96.9% 91.7% 68.5%
6g/jour 97.9% 97.9% 94.8% 74.6%

En parallele des études in vitro, une étude in vivo sur la pharmacocinétique du FEP,
menée par Chapuis et al (Chapuis TM et al., 2010) montre la grande variabilité interindividuelle
du PK/PD. Les traitements par FEP de 21 patients évalués au cours de cette étude ont permis
de mettre en évidence la variabilité entre les individus avec de franches différences entre les
profils pharmacocinétiques quelques soit le mode d’administration (discontinue ou continue).
D’un patient a 1’autre, les concentrations en FEP variaient de 2 & 3 fois au pic, et jusqu’a 40
fois au niveau basal 12h apreés la prise d’une dose de FEP en bolus (Chapuis TM et al., 2010).
Les résultats empiriques de cette étude montraient les limites des paramétres PK/PD (pour les
agents pathogénes avec une CMI proche du cur off) pour une population de patients adultes
hospitalisés en unité de soins continus. Pour les auteurs, la meilleure efficacité était constatée
pour les doses de FEP de 2 g toutes les 12 heures chez les patients présentant une clearance a
la créatinine (CLC) supérieure ou égale a 50 mL/min.

Deux méta-analyses avant la révision des cut off font état de 1’augmentation de la
mortalité lors d’infections séveres traitées par FEP en monothérapie comparé aux autres f3-
lactamines (Paul M e al., 2006 ; Yahav D et al., 2007). La premiére méta-analyse publiée par
Paul et al. retrouve un risque-ratio (RR) de 1,26 (ICos%= 1,08-1,49) soit une augmentation de

la mortalité de 26% pour un traitement par FEP en monothérapie en comparaison a d’autres -
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lactamines telles que I’association pipéracilline/tazobactam, ceftazidime et les pénémes
(imipéneme/cilastatine, méropéneme) (Paul M et al., 2006). La deuxiéme méta-analyse
retrouve quant a elle un RR & 1,44 (1Cgs%= 1,06-1,94) (Yahav D et al., 2007). Ces méta-analyses
avant la révision des cut off sont confirmées par 1I’étude de Bhat er al. mettant en évidence une
augmentation de la mortalité pour les patients traités par FEP pour une bactériémie a bacille a
Gram négatif avec une CMI > 8mg/L (Bhat SV et al., 2007). Pour répondre a cette question sur
cette surmortalité d’un traitement par FEP en monothérapie en comparaison aux autres [3-
lactamines, I’équipe de Kim er al. a la demande de la Food and Drug Administration (FDA) a
expertisé 88 essais cliniques regroupant 9467 patients traités par FEP versus 8288 patients
traités par une autre B-lactamine (Kim PW et al., 2010). Les taux de mortalité toutes causes
confondues a 30 jours étaient de 6,21% (588/9467) chez les patients traités par FEP versus
6,00% (497/8288) chez les patients du groupe témoin traités par une autre -lactamine. Dans
cette méta-analyse, les auteurs n’ont pas identifié d'augmentation statistiquement significative
de la mortalité chez les patients traités au FEP, par rapport a ceux traités avec d'autres f3-
lactamines (Kim PW et al., 2010). En 2010, Leibovici er al. contestent les critéres d’inclusion
de cette méta-analyse commanditée par la FDA : omission de certaines études avec pour
conséquences des biais ayant une influence sur les résultats (Leibovici L et al., 2010). Pour les
auteurs, le rapport de la FDA n’a pas répondu a la question de savoir si une surmortalité est liée
ou non a l’usage du FEP en comparaison aux autres B-lactamines. Par ailleurs, les auteurs
évoquent pour cette méta-analyse de la FDA d’éventuels conflits d’intéréts favorable a
I’industriel par le fait que certains travaux ont été subventionnés par le laboratoire Bristol-
Myers Squibb (BMS) commercialisant le FEP. Ces méta-analyses ont toutes été réalisées avec
des cut-off du FEP strictement compris entre 8 et 32 mg/L. L interprétation des résultats de ces
travaux avant 2014 est actuellement non réévaluable du fait de la révision des cut-off définis

par le CLSI et ’"EUCAST. Ces travaux ont cependant trés probablement participé a la révision
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en 2014 de ces cur-off (TabIEal4). Ces révisions ont eu un impact important sur les indications
du FEP en lien avec la détermination de sa CMI pour le germe impliqué (Hamada Y ez al.,
2015). Avec les anciens cut off, de nombreuses entérobactéries productrices de B-lactamase a
spectre étendu (BLSE) pouvaient étre interprétées comme sensibles et ainsi valider la possibilité
d’un traitement par FEP. L’objectif de cette révision des cut off par le CLSI a été d’éviter
I’utilisation du FEP pour des CMI supérieures a 8 mg/L et d’inciter les cliniciens a utiliser des
doses de FEP plus élevées pour les micro-organismes avec des CMI comprises entre 2 et 8
mg/L afin d’optimiser son PK/PD.

Depuis la publication des méta-analyses de Paul ez al. en 2006 et Yahav et al. en 2007,
I’équipe d’Andreatos ez al. en 2017 a réévalué I’efficacité et la sécurité du FEP a faible dose
(29 /12H) dans la gestion de la neutropénie fébrile (Andreatos N et al., 2017). Cette derniére
méta-analyse a non seulement confirmé une surmortalité accrue du traitement par le FEP en
monothérapie chez les patients atteints de neutropénie fébrile. Les auteurs pour pallier a ces
résultats ont identifié des pistes d’amélioration de son utilisation. Plus spécifiquement, la
posologie du FEP peut avoir un impact important sur les résultats. La monothérapie par FEP a
faible dose était associée a une toxicité réduite, au détriment d'une mortalité globale accrue.
Cette étude suggere que les résultats pourraient étre optimisés en ajustant les recommandations
posologiques et les indications de traitement par FEP, plutdt qu'en continuant une utilisation
non documentée d’un point de vue bactériologique (Andreatos N ez al., 2017).

L’évaluation de I’efficacité et la sécurité¢ du FEP en pédiatrie a fait I’objet d’une méta-
analyse par 1’équipe de Jan er al. (Jan S et al., 2018). Les résultats de cette méta-analyse ne
mettent pas en évidence de surmortalité chez les enfants traités par FEP par comparaison aux
autres pB-lactamines. Les auteurs retrouvant un RR a 0,88 (ICos%= 0,71-1,08) pour la

surmortalité, et un RR de 0,98 (ICgs%= 0,92-1,05) pour I’échec thérapeutique, ce qui va dans le
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méme sens de la premiére méta-analyse réalisée a ce sujet par Adderson et al. (Adderson EE ez

al., 2010).

6. Toxicité, effets secondaires du FEP

Plusieurs effets secondaires ont été signalés suite a 1’utilisation du FEP :
e manifestations neurologiques : maux de téte, fievre et neurotoxicité ;
e manifestations gastro-intestinales : nausée, vomissement, douleur abdominale,

Iésion hépatique, colite, y compris la colite pseudo-membraneuse, candidose buccale ;

o manifestations au niveau de I’appareil génito-urinaire : vaginite, lésion rénale ;

e manifestations dermatologiques : irritation liée a I’injection sur site, prurit,
urticaire, syndrome de Stevens-Johnson et érythéme ;

e manifestations hématologiques : test de Coombs positif sans hémolyse,
pancytopénie et anémie aplasique.

Comme avec d'autres B-lactamines, de rares cas d'encéphalopathies réversibles (troubles
de la vigilance et de la conscience pouvant aller jusqu'au coma, hallucinations, myoclonies,
crises convulsives) et/ou d'insuffisance rénale aigué ont été rapportés. La plupart des cas sont
apparus chez Il'insuffisant rénal recevant des posologies supérieures aux doses recommandées,
en particulier chez le sujet agé. Généralement, les symptdbmes de neurotoxicité ont été
d'évolution favorable a I'arrét du traitement et/ou aprés hémodialyse (Isitan C ez al., 2017 ; Appa
AA et al., 2017 ; Durand-Maugard C et al., 2012 ; Lamoth F et al., 2010). Selon Boschung-
Pasquier et al., chez les individus présentant des facteurs de risque de neurotoxicité au FEP,
tels que l'insuffisance rénale, la surveillance thérapeutique est fortement recommandée
(Boschung-Pasquier L er al. 2019). Les auteurs n’ont pas observé d’effet secondaire
neurotoxique en dessous d'une concentration minimale de 7,7 mg/L pour des patients recevant

du FEP en discontinu (2g toutes les 8 heures, avec un dosage réalisé 1 heure avant 1’injection
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suivante). En revanche pour des niveaux > 38 mg/L, les auteurs ont toujours observé des effets

secondaires neurologiques (Boschung-Pasquier L et al., 2019).

7. Sensibilité diminuée et résistance au FEP : mécanismes impliqués

L’évaluation de la sensibilité consiste a confronter une souche bactérienne isolée d’un
produit pathologique a un antibiotique dans des conditions techniques standardisées selon les
recommandations des sociétés savantes (CASFM / EUCAST , 2019 ; CLSI, 2019). Cet examen
complexe, dépend d’un paramétre original : la souche bactérienne qui est un organisme vivant
dont la variabilité est difficile @ maitriser, ou méme a connaitre ou a prédire. Cet examen peut
étre réalisé selon différentes méthodes, manuelles ou automatisées, en milieu solide ou en
milieu liquide. Ces méthodes fournissent un résultat qualitatif (Sensible, Sensible a forte
posologie, Résistant) a partir d’une donnée quantifiable (diamétre ou concentration en mg/L).
La détermination de la CMI en milieu liquide par microdilution ou Broth Microdilution (BMD)
est définie comme la méthode de référence. Les méthodes par diffusion en milieu solide a I’aide
de pastilles imprégnées ou de bandelettes avec un gradient de concentration sont plus faciles a
mettre en ceuvre mais manquent souvent de sensibilité pour les souches avec un diamétre ou
des CMI (E-test ou méthodes automatisées) proche des valeurs critiques. Elles nécessitent de
déterminer dans ce cas une vraie CMI en 10 points en milieu liquide par BMD (EUCAST 2019).

La détermination de la CMI dans la zone dite « sensible a forte posologie » est importante
a réaliser pour la prise en charge thérapeutique du patient et aura un impact sur la posologie, le
mode d’administration, le PK/PD et la stratégie adoptée (mono ou bi-thérapie).

Le FEP posséde une bonne activité vis-a-vis des entérobactéries et de P. aeruginosa. Ces
espéces peuvent néanmoins acquérir différents mécanismes impliqués dans la baisse de
sensibilité ou résistance au FEP soit par acquisition ou soit par mutation(s) de gene(s). Les

principaux mécanismes sont colligés dans le fabIEaUS.
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[Fableau'8 : Différents mécanismes pouvant étre impliqués dans la résistance au FEP

'I"ype'de Mutation chromosomique Acquisition
mecanisme
e Mutation des génes impliqués dans la
Enzymatique régulation d’une B-lactamase B-lactamase appartenant a la classification
(B-lactamase) chromosomique d’Ambler (A-D) (Ambler RP, 1980)
e Mutation de la B-lactamase
e Mutation au niveau des pompes limitant
I’entrée du FEP  dans I’espace
Porines périplasmique
e Mutation des génes régulant 1’expression
des porines

e Mutation au niveau des genes codant pour
les pompes

e Mutation des génes régulant 1’expression
des pompes d’efflux

Pompe d’efflux

7.1. B-lactamases et FEP

La résistance bactérienne aux B-lactamines chez les bactéries a Gram négatif est due
principalement a la production d’enzymes (B-lactamases) capables d’hydrolyser I’anneau f3-
lactame commun. La diversité des B-lactamases décrites (plus de 400) leur confere un spectre
d’activité variable allant de la simple pénicillinase a des enzymes telles que les carbapénémases.
Leur diffusion parmi de nombreuses espéces d’entérobactéries et de bacilles non fermentant
comme Pseudomonas spp et Acinetobacter spp., permet a ces différentes espéces de survivre
dans des environnements avec une pression antibiotique. L’acquisition par ces espéces entre
autres de BLSE et/ou de carbapénémases leur conféere de plus une capacité de dissémination en
causant de nombreuses épidémies au niveau local, régional et international, ayant fréquemment
comme foyer d’origine les services de réanimation. Le FEP a dans ce contexte de résistance
une place afin de limiter I’utilisation des pénémes et de limiter I’impact sur les microbiotes

(Grohs P et al., 2014).
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7.1.1. B-lactamases de classe A et FEP

Les B-lactamases chromosomiques ou plasmidiques TEM-1, TEM-2 et SHV-1
identifiées des les années 1980 n’hydrolysent pas ou peu le FEP. Aprés I’introduction en
clinique des C3G, les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) SHV-2 et TEM-3 ont été décrites
conférant une réduction d’activité variable du FEP. Parallelement a la découverte de ces BLSE,
de nouvelles B-lactamases ont été caractérisées et continuées & évoluer du fait d’une utilisation
massive des B-lactamines (Perez F er al., 2007). Ces derniéres années, une dissémination rapide
des isolats d’Entérobactéries productrices de BLSE (E-BLSE) a été rapportée dans de
nombreuses régions du monde et les enzymes de type CTX-M sont devenues les BLSE
majoritairement retrouvées (Bonnet R, 2004 ; Canton R & Coque TM, 2006).

Les E-BLSE peuvent représenter en fonction de I’indication une cause importante des
échecs thérapeutiques du FEP du fait d’une hydrolyse du noyau p-lactame (LaBombardi VJ et
al., 2006, Song W et al., 2005). Des cas d’échec de traitement par FEP par acquisition d’une
BLSE pendant I’antibiothérapie ont notamment été rapportés dans la littérature (Song W et
al.2005). Néanmoins ’impact du FEP sur les E-BLSE n’est pas unanime. Un certain nombre
de papiers font état d’échecs cliniques et microbiologiques aprés traitement par FEP pour des
infections non urinaires a E-BLSE. D’autres études sur la prise en charge d’infection du tractus
urinaire ne montrent pas de différence significative entre des infections a E-BLSE traitées par
FEP et des patients @ E-BLSE traités par d’autres antibiotiques (le plus souvent par
Carbapénémes) (Kim SE er al., 2018). En ce qui concerne la gestion des infections a E-BLSE,
les carbapénémes semblent avoir un avantage potentiel en matiére de mortalité et ce de facon
significative par rapport aux thérapies alternatives, mais ceci est principalement basé sur deux
analyses rétrospectives (Kotapati S, 2005 ; D’Angelo RG, 2016). Pour les infections graves,

I’étude de Lee er al. montre que le taux de mortalité a 30 jours chez des patients infectés a E-
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BLSE est significativement plus bas pour des isolats avec une CMI au FEP < 1 mg/L (0%)
comparé a ceux présentant une CMI comprise entre 2 et 8 mg/L (40%) ou pour les CMI > 16
mg/L (100%) (Lee NY ez al., 2013).

L’activité du FEP est trés variable d’un type de BLSE a I’autre (Nogueira K, ez al., 2011).
Les auteurs de cette étude montrent I’importance de déterminer la CMI du FEP des isolats
producteurs d’une BLSE qui peuvent étre comprises entre 0.06 a plus de 64 mg/L.

Pour les entérobactéries ayant acquis une B-lactamase de classe A de type carbapénémase
telles que KPC, GES et IMI, ces enzymes hydrolysent le FEP et la trés grande majorité des

souches sont catégorisées comme résistantes (Tableal'd)

blaxrc blaxpm blaviv blaoxa-4s
Nombre souches étudiées 33 65 55 282
% souches sensible au céfépime 0 0 0 38
% souches sensible au céfotaxime 0 0 0 25
% souches sensible a I’aztréonam 0 11 58 44
% souches sensible a I’association pipéracilline — 0 0 2 1
tazobactam

Tableau 9 : taux de sensibilité évalué par la méthode des disques en milieu solide (criteres CLSI) de souches
d’entérobactéries productrices de carbapénémase (Huang TR ez al., ESCMID 2017)

Concernant les B-lactamases de classe A de type OXY retrouvée chez Kiebsiella oxytoca,
lorsqu’elle est hyperexprimée suite a des mutations de son régulateur, elle confére des niveaux
de résistance plus élevée au FEP comme pour la ceftriaxone, 1’aztréonam et 1’association
pipéracilline / tazobactam (Corvec S et al., 2009). Les CMI sont comprises entre 2 et plus de
64 mg/L.

7.1.2. B-lactamases de classe B et FEP

Les B-lactamases de classe B hydrolysent la plupart des céphalosporines dont le FEP
(Tableau 9).

7.1.3. B-lactamases de classe C et FEP

Tout d’abord, il est important de rappeler que le FEP est une p-lactamine stable vis & vis
des B-lactamases de type céphalosporinase (AmpC) (Endimiani A ez al., 2008 ; Harris PN &

Ferguson JK, 2012). Une des propriétés de cette molécule est sa faible propension a sélectionner
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des mutants résistants aux C3G. En 2018, dans une premiere étude Kolhmann ez al. ont montré
in virro la forte propension de certaines especes possédant au niveau chromosomique une AmpC
en présence de C3G, a sélectionner des mutants résistants aux céphalosporines (Kolhmann R et
al., 2018). Les espéces étudiées étaient les suivantes : le complexe Enterobacter cloacae,
Citrobacter freundii, Klebsiella aerogenes et Hafnia alvei avec un taux de mutation de 1’ordre
de 10°® contrairement aux espéces Serratia marcescens, Morganella morganii avec un taux de
mutation de ’ordre de 107°. Les sociétés savantes en matiére de prestation de conseil ont intégré
ces données dans leur recommandation et déconseillent 1’utilisation des C3G dans la prise en
charge thérapeutique des souches possédant une AmpC chromosomique afin d’éviter tout
risque de mutation et ainsi d’échec thérapeutique (CASFM/EUCAST 2019v2). Dans une
deuxiéme étude publiée en 2019, I’équipe de Kolhmann ez al. a déterminée la CMI du FEP des
couples phénotypes sauvages (WT)/mutants obtenus en présence de C3G. Les résultats obtenus
montrent une augmentation des CMI du FEP d’un facteur 2 a 4 pouvant faire basculer la souche
de sensible a sensible & forte posologie ou de sensible & forte posologie a résistante (Kolhmann
R et al., 2019). Le FEP comme les autres C3G se caractérise par une propension a sélectionner
des populations de mutants de sensibilité diminuée ou résistants. L’utilisation combinée d’un
aminoside ou d’une fluoroquinolone pourrait étre une solution afin d’obtenir un effet
bactéricide plus important notamment pour les infections a fort inoculum, évitant ainsi une
importante sélection de mutant résistant. Certaines revues font état d’une meilleure efficacité
de traitement lorsque le FEP est combiné a un aminoglycoside (Chaudhary M et al., 2008).
Depuis quelques années, des souches d’entérobactéries caractérisées par des mutations au
niveau chromosomique du géne codant la céphalosporinase AmpC, conférant de hauts niveaux
de résistance aux C3G et C4G, ont été décrites (Rodriguez-Martinez JM ez al., 2012). Ces
AmpC dit de spectre étendu ou Extented Spectrum AmpC Chromosomic (ESAC) se

caractérisent au niveau protéique par des délétions d’acides aminés, des duplications ou encore
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des substitutions au niveau de I’hélice H-10 conférant une meilleure affinité du FEP au sein du
site actif de I’enzyme et ainsi de son hydrolyse. (Patel HB er al., 2019).

Le support de la céphalosporinase peut étre également plasmidique. Six grandes familles
de céphalosporinases plasmidiques peuvent étre retrouvées et conférent en général une
sensibilité diminuée au FEP (Pérez-Pérez FJ er al., 2002). Comme les céphalosporinases
chromosomiques, des mutations du géne ampC au niveau plasmidique peuvent conduire a des
PESAC et conférent ainsi de hauts niveaux de résistance au FEP. Pires et al. ont identifié dans
une souche de E. coli un plasmide pESAC avec une B-lactamase de type CMY-33 dérivant de
CMY-2. Les CMI observées passaient de la souche E. coli blacuy.> d’une valeur inférieure a

0.5 mg/L au FEP a plus de 16 mg/L pour la souche blacumy-33 (Pires J et al. 2015).

7.14. B-lactamases de classe D et FEP

Les B-lactamases de type OXA conférent une résistance a I’ampicilline et aux C1G et sont
caractérisées par une forte activité hydrolytique des pénicillines M (oxacilline, cloxacilline).
Elles sont faiblement inhibées par I’acide clavulanique. La plupart des p-lactamases de type
OXA n'hydrolysent pas de facon significative les C3G/C4G. Ceci étant, la B-lactamase de type
OXA-1 confére une sensibilité réduite ou une résistance au FEP avec des CMI allant de 1 4 16
mg/L (Torres E et al. 2016).

Parmi les oxacillinases, plusieurs ont des propriétés de BLSE bien que celles-ci
appartiennent souvent a la classe A. La plupart des BLSE dérivées de blaoxa-10 conférent une
résistance plus élevée au céfotaxime qu’au FEP. Ceci étant, les activités enzymatiques des
BLSE de type OXA-10 sont trés variables.

Quant a la production d’oxacillinase ayant une activité carbapénemase (blaoxa-48) confere

une résistance variable au FEP (TabIgau').
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7.2. Modification des porines et FEP
Les entérobactéries possédent au niveau chromosomique deux grandes porines (OmpK35
(ou OmpF) et OMpK36 (ou OmpC) impliquées dans la résistance aux antibiotiques et
antiseptiques (Doménech-Sanchez A et al. 1999). La perte ou ’altération d'OmpK36 confere
une résistance a la céfoxitine et a une résistance accrue aux céphalosporines oxyimino et
zwitterioniques tels que le FEP chez les souches productrices de BLSE et aux carbapénémes
chez les souches produisant une p-lactamase de type AmpC (Ardanuy C ez al., 1998 ; Martinez-

Martinez L er al., 1999).

7.3. Pompes d’efflux et FEP
Parmi les pompes d’efflux actif, seule la pompe de type Revision Nodulation Division
(RND) de type AcrABToIC peut étre impliquée dans la diminution de la sensibilité au FEP. La
surexpression de cette pompe peut augmenter d’un facteur 2 a 4 les CMI (Sugawara E &
Nikaido H, 2014). A noter également que la surexpression de marA, un des régulateurs de la

pompe AcrABTolC augmente également les CMI du FEP (Yasufuku T ez al., 2011)

8. Pseudomonas aeruginosa et FEP

P. aeruginosa, bactérie a Gram négatif posséde une céphalosporinase de type AmpC
chromosomique lui conférant une résistance naturelle aux aminopénicillines, aux C1G, C2G et
certaines C3G (entre autres céfixime, céfotaxime, ceftriaxone). Une autre -lactamase de type
OXA-50 de spectre restreint est retrouvée au niveau chromosomique. A cdté de ces f-
lactamases, 2 pompes majeurs d’efflux actif de type Revision Nodulation Division (RND)
pouvant étre impliquées dans I’efflux des B-lactamines sont retrouvées : MexAB-OprM et
MexXY-OprM.

La surproduction de ces pompes d’efflux peut contribuer a accroitre la résistance a de

nombreux antibiotiques entre autres le FEP (Hocquet D et al. 2006; Hocquet D er al. 2007 ;
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Jeannot K er al. 2008). La suproduction du systéme d’efflux actif MexXY-OprM est le
mécanisme de résistance le plus fréquemment impliqué chez les isolats cliniques de P.
aeruginosa résistants au FEP (Hocquet D et al. 2006). La surproduction du systéme
MexXY/OprM entraine une augmentation de la résistance aux céphalosporines zwittérioniques
(FEP), aux aminosides (gentamicine, amikacine) et aux fluoroquinolones. Cela se traduit par
une résistance de « bas niveau » au FEP (CMI comprises entre 8-16 mg/L) (Queenan AM et
al., 2010).

Le deuxieme mécanisme de résistance au FEP le plus fréqguemment retrouvé résulte de
I’hyperexpression d’AmpC (Cabot G er al. 2011). Comme pour les entérobactéries, cette
hyperexpression est consécutive a une altération des genes impliqués dans le remaniement du
peptidoglycane (Balasubramanian D et al. 2012). Les principales mutations sont situées au
niveau des génes ampD et/ou dacB et plus rarement dans le géne ampR (Moya B et al. 2009).

La résistance au FEP de P. aeruginosa peut résulter comme les entérobactéries de
I’acquisition de B-lactamase(s) de type BLSE, oxacillinase et carbapénémase. La prévalence
des BLSE et/ou carbapénémase est faible en France (données CNR 2013-2016 antibiorésistance
Besangon) contrairement a des pays comme 1’Inde (Kaur A et al. 2018). Concernant les
oxacillinases acquises, celles de type OXA-1 (ainsi que ses dérivés) et OXA-31 conférent aux

souches de P. aeruginosa une résistance au FEP (Aubert D ez al. 2001).

9. Perspectives

Afin d’accroitre le spectre du FEP aux E-BLSE, son utilisation en association a un
inhibiteur de B-lactamase (Bicyclic boronate VNRX-5133 ou taniborbactam) est en cours
d’évaluation (Hackel M er al., 2018). Le VNRX-5133 inhibe les sérine-B-lactamases (TEM,
SHV, CTX-M, KPC ...) et certaines métallo-p-lactamase (MBL) d'importance clinique,
notamment les NDM-1 et VIM-1/2. L’étude réalisée par Hackel er al. sur 1120 isolats cliniques

montre que cette association posséde une activité une in vitro largement supérieure au FEP seul,
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a la lévofloxacine, a la combinaison pipéracilline-tazobactam ou encore au méropénéme. Les
CMlso et CMlgo de 1’association FEP/VNRX-5133 (concentration du VNRX-5133 fixée a 4
mg/L) sont respectivement de 0.25 et 2 mg/L pour des souches d’entérobactéries résistantes au
FEP (> 8 mg/L). Par ailleurs, cette association s’avére étre la plus efficace in vitro sur les
souches de P. aeruginosa (incluant les BLSE et les producteurs MBL) (Hackel M, 2018).
Une autre association semble également prometteuse : FEP-Enmetazobactam,
anciennement AAI101. Ce nouvel inhibiteur des BLSE possede une activité vis-a-vis des CTX-
M, TEM, SHYV et autres -lactamases de classe A par le biais d'un mécanisme d'action différent
de celui du tazobactam. L’enmetazobactam est un zwitterion lui conférant une capacité de
pénétrer plus rapidement dans la paroi des cellules @ Gram négatif (Endimiani A et al., 2008).
L’enmetazobactam restaure I'activité du FEP contre les souches de E. coli exprimant des f-

lactamases de classe A (Crandon JL, Nicolau DP , 2015 ; Papp-Wallace KM et al., 2019).

Conclusion

Le FEP par son spectre reste une molécule de choix dans le traitement des infections de
certaines entérobactéries productrices de céphalosporinase et/ou de P. aeruginosa. Son
utilisation documentée et ciblée permet de limiter 1’'usage des pénémes et de réduire la pression
de sélection des pénémes sur le microbiote (Grohs P et al., 2014)..

Ceci étant, les études semblent s’accorder sur la difficulté du monitoring du FEP du fait
d’une grande variabilité du PK/PD interindividuelle surtout lors d’infections graves. Les études
antérieures au remaniement des cut off évoquent une surmortalité du FEP en comparaison aux
autres B-lactamines. Les conclusions établies de ces méta-analyses effectuées avant 2014 se
basaient sur des cur off au FEP élevés. Des études avec des cur off plus bas et des

recommandations d’utilisation permettraient de montrer trés certainement la non infériorité de
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cette molécule. A noter que pour des CMI inférieures a 1 mg/L, la non infériorité de cette

molécule est bien établie.

Les indications du FEP sont actuellement bien établies. Ceci étant pour compléter ces

indications et garantir une efficacité du traitement par FEP, il est indispensable de réévaluer son

utilisation sur documentation microbiologique. Afin de prescrire de fagon justifiée et ciblée le

FEP, nous proposons les recommandations suivantes pour les infections & entérobactéries et P.

aeruginosa .

(i)

(i)

(iii)

(iv)

(v)

pour les entérobactéries : indication préférentielle sur les entérobactéries

productrices d’une céphalosporinase soit chromosomique ou plasmidique ;

en présence d’une sensibilité a forte posologie sur I’antibiogramme réalisé en

premiére intention, déterminer une CMI du FEP ;

e discuter de la bithérapic en fonction de la sévérité de ’infection et /ou si
inoculum élevé pour les CMI < 1 mg/L pour les entérobactéries et < 8 mg/L
pour P. aeruginosa ;

e mettre en place une bithérapie pour les CMI comprises entre 1 et 4 mg/L
pour les entérobactéries sauf si infection du tractus urinaire ;

e proscrire son utilisation pour les CMI strictement supérieures a 4 mg/L,pour
les entérobactéries et 8 mg/L pour P. aeruginosa ;

envisager une bithérapie en présence d’un inoculum élevé et/ou infection sévére,

afin d’éviter I’émergence de mutants résistants ;

discuter la posologie, le mode d’administration (continue ou discontinue), la

dose de charge pour les infections séveres ;

prévoir un dosage sérique du FEP en cas d’insuffisance rénale ou facteurs

influencant le PK/PD,.
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La place du FEP sera peut-étre prochainement revue pour la prise en charge des BLSE et

MBL en I’associant a de nouveaux inhibiteurs prometteurs des p-lactamases.

Déclaration d’intérét : L auteur déclare ne pas avoir de conflits d’intéréts en relation avec cet

article.
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III. Objectifs de I’étude

Le FEP, C4G, constitue un antibiotique majeur dans ’arsenal thérapeutique contemporain,
notamment pour le traitement des infections a Enterobacteriaceae producteurs de B-lactamases de
type céphalosporinase. L’augmentation de la résistance aux ATB est un enjeu écologique majeur a
maitriser. Le FEP, par sa stabilité vis-a-vis des céphalosporinases, permet son utilisation en
thérapeutique anti-infectieuse pour des germes exprimant ou surexprimant celle-ci (selon les
recommandations de ’EUCAST 2019). Dans le cas du CEC (qui possede une AmpC chromosomique
pouvant €tre déréprimée), cela permet d’éviter 1’utilisation de molécules d’intérét que 1’on préférera
réserver en dernier recours comme les carbapénemes. L’objectif étant de limiter I’émergence de

résistance a ces molécules que ce soit par production de carbapénémases ou par mécanisme

d’imperméabilité (altération des porines).

Les modifications des cut-off du FEP au cours des dernieres années a permis de limiter une
grande partie des échecs thérapeutiques passés. Ceci étant, il reste de nombreuses questions sur

I’adaptation des bactéries sous traitement par FEP en matiere d’émergence de mutants résistants.

L’objectif de notre étude sera d’évaluer la sensibilité du FEP de souches cliniques appartenant
au CEC par différentes approches analytiques. Pour ce faire, nous avons dégagé plusieurs axes de
travail, a partir d’une collection de souches cliniques issues de bactériémies :

- Détermination des CMI, et CMI, au FEP de souches cliniques du CEC
- Ftude de I’activité bactéricide du FEP sur une partie des souches de la collection par
réalisation de courbes de survie

- Evaluation de la sélection de mutants-résistants du CEC au FEP
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Partie B : Travaux personnels

| Matériels et Méthodes

I.1 Caractéristiques de la collection de souches cliniques

Cette étude a été réalisée sur une collection de souches cliniques du CEC isolées de bactériémies
chez des patients hospitalisés au CHU de Caen sur la période 2017-2018. Au total, 86 souches ont été
collectées. Les souches ont été préalablement identifiées par spectrométrie de masse (MALDI-
TOF/MS (Brucker)) puis conservées a -80°C en bouillon coeur-cervelle (BHI) additionné de 10% de
glycérol. La souche de référence utilisée dans cette étude est la souche ATCC 13047 appartenant au

C-XI, dont le génome est completement séquencé et annoté (Ren et al. 2010).

I.2 Caractérisation génotypique des souches de CEC
I.21 Identification des clusters

Apres une identification par spectrométrie de masse (MALDI-TOF/MS, Bruker®),le
séquencage partiel du gene hsp60 a permis de classer précisément chaque souche de la collection de
CEC parmi l'un des 14 clusters. Les réactions de « Polymerase Chain Reaction » (PCR) en point final
ont été réalisées avec la Taq polymerase (Master Mix 2X, Thermo Fisher Scientific®) selon les
modalités définies par Hoffman et al. (Hoffmann & Rogenkamp, 2003) Les réactions ont été
effectuées dans un volume total de 25 L en commencant par une dénaturation initiale a 95°C pendant
Smin. Les échantillons sont ensuite soumis a 30 cycles de 30s a 95°C, 30 secondes a la température
d'hybridation 55°C et 30s a 72°C puis a une étape d'élongation finale pendant 7 min a 72°C. Apres
vérification des amplicons en gel d’agarose (1%), les amplicons ont été envoyés a la plateforme de

séquencage Eurofins® et analysées avec le logiciel en ligne Chromas Lite 2.01®.
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Le tableau 12 collige les amorces utilisées pour la classification des souches cliniques de notre

étude.
Tableau 12 Amorces utilisées pour la classification des souches cliniques de notre étude (Hoffmann ez al. 2003)
Gene Primer Séquence (5’2 3°) Taille du produit (pb)
hsp60_F GGTAGAAGAAGGCGTGGTTGGC
hsp 60 341
hsp60_R ATGCATTCGGTGGTGATCATCAG
rpoB_F AACCAGTTCCGCGTTGGCCTGG
rpoB 1088
rpoB_R CCTGAACAACACGCTCGGA

Un arbre phylogénétique a été réalisé (Annexe 1) afin d’identifier a quel cluster du CEC
appartenait chaque souche de notre étude (Hoffmann et Rogenkamp et al. 2003) a partir du logiciel

de phylogénie : http://phylogeny .lirmm.fr/phylo_cgi/index.cgi.

1.3 Evaluation du « fitness » de souches cliniques du CEC

Nous avons évalué le fitness de chaque souche clinique de CEC en triplicate dans le but de
calculer le temps de doublement. Pour ce faire nous avons réalisé des courbes de croissance pour
chaque souche de 1’étude. Nous les avons réalisées a I’aide d’un spectrophotometre TECAN® Infinite
F200 Pro pour suivre 1’évolution de la croissance bactérienne dans le temps afin d’obtenir le temps
de doublement a partir de la pente de croissance bactérienne, obtenue lors de la phase de croissance
exponentielle.

La multiplication bactérienne suit un processus sur plusieurs phases comme décrit dans la figure

13.

Nombre de

Bactéries 1 2 3 4 5
1: Phase de latence

2: Phase de croissance
exponentielle

3: Phase de ralentissement
4: Phase stationnaire

5: Phase de déclin

Temps

Figure 13 Représentation des différentes phases de la croissance bactérienne
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La culture a été effectuée en microplaque dans 200 pL de milieu Mueller-Hinton (MH)
additionné de 10 L de suspension bactérienne ajustée a 0,5 McFarland. Immédiatement apres, la
plaque est incubée dans le spectrophotometre (TECAN) a 35°C (+/-2°C) afin de suivre 1’évolution
de la croissance bactérienne par rapport au temps a partir de T.,.

Le suivi de la croissance bactérienne a été réalisé pendant 24h avec une mesure de densité optique
(DO) (A=595 nm +/-10 nm) a t, puis toutes les 10 minutes. Les points de mesure obtenus sont colligés
dans un graphique de type : [X]=f(t) (avec X= DO).

La courbe obtenue étant sinusoidale, nous avons effectué une transformation logarithmique telle
que : logl10 ([X]) =f(t). Ainsi nous pouvons calculer la pente maximum qui correspond a la pente de
la droite lors de la phase de croissance. (Al. Hassan et al. 1989)

Pour déterminer le temps de génération (TG) des souches, ou temps de doublement, nous avons

utilisé la formule suivante :

TG = In(2)/pmax

Les données ont été prétraitées dans Excel, puis analysées statistiquement a 1’aide du logiciel R*

pour le calcul du temps de génération.

1.4 Analyse de la virulence chez Galleria mellonella

La virulence des souches du CEC est évaluée a I’aide d’un modele d’infection d’une chenille :
Galleria mellonella. A partir d’une suspension bactérienne (DO=0,1) réalisée dans du sérum
physiologique, 10 L ont été injectés a chaque chenille, correspondant a un inoculum d’environ 5.10
UFC/mL. Une fois infectées, les chenilles sont placées a 1’étuve (35+/- 2°C) pendant 72h. Une
numération sur milieu Luria-Bertani (LB) a été effectuée pour chaque souche afin de vérifier que
I’inoculum injecté soit bien standardisé. Dix chenilles par souche ont été infectées. Le taux de

mortalité est calculé apres dénombrement du nombre de chenilles mortes a t+24h, 48h, 72h.
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I.5 Caractérisation phénotypique des souches de CEC
I.5.1  Phénotypes de la population étudiée

La sensibilité aux antibiotiques a été évaluée par la méthode de I’antibiogramme en diffusion sur
milieu Muller Hinton E (MHE, bioMérieux®) (recommandations CA-SFM 2019). Les différents
antibiotiques testés sont : ampicilline (AMP), amoxicilline + acide clavulanique (AMC), Ticarcilline
(TIC), Ticarcilline + Acide Clavulanique (TCC), Pipéracilline-Tazobactam (PTZ), Céfalotine (CXN),
Céfotaxime (CTX), Ceftriaxone (CRO), Céfépime (FEP), Céfoxitine (FOX), Aztréonam (AZT),
Imipénéme (IMI), Témocilline (TEM) Ciprofloxacine (CIP), Ofloxacine (OFL), Gentamicine (GEN),
Amikacine (AKN), Fosfomycine (FOS), I’association Sulfamide-Triméthoprime (SXT).

Pour les souches résistantes aux C3G, la recherche de BLSE a été réalisée par la méthode des
disques combinés sur gélose MHE additionnée de cloxacilline (inhibiteur des céphalosporinases a
une concentration dans la gélose de 250 mg/L). L’augmentation de la zone d’inhibition autour du
disque de plus de 5 mm entre une C3G et une C3G avec inhibiteur caractérisant la présence d’une

BLSE (CA-SFM 2019) (Figure 14).

Figure 14 Image d'une souche de E. coli BLSE + par méthode des disques combinés FEP : Céfépime/ CFE : FEP+acide
clavulanique (AC) / CTX : cefotaxime / CCT : CTX + AC/ CAZ : ceftazidime/ CCA : CAZ + AC
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15.2 Concentrations Minimales Inhibitrices et Bactéricides

Nous avons réalisé pour chacune des souches de notre étude la détermination des CMI par micro
dilution en milieu liquide (BMD). La gamme de concentrations testées s’étend de 0,015 mg/L a 32
mg/L.

Les concentrations minimales bactéricides (CMB) ont également été réalisées a partir des CMI.
La CMB étant la plus faible concentration d’antibiotiques pour laquelle 1’effet bactéricide est de
99,99% de I’inoculum initial apres 18h de culture a 37°C. Ces valeurs caractérisent 1’effet bactéricide

d’une molécule.

153  Evaluation des performances techniques de la méthode des disques

La détermination des CMI nous a permis de vérifier s’il y avait des discordances sur la sensibilité
des souches rendues par la méthode de 1’antibiogramme en diffusion en comparaison aux CMI, et de

les classer selon les criteres définis par le CLSI (Tableau 13).

Tableau 13 Définition des types d'erreurs et hiérarchisation (CLSI M100-S25)

Type de Terme
P Libellé Définition anglo-saxon
discordance
correspondant
Résultat trouvé Sensible (S) alors que la souche est en
DTM Discordance réalité Résistante (R). Ce type d’erreur est dit trés | Very Major Error
Trés Majeure | majeur car exposant le patient & un risque important (VME)
d’échec thérapeutique
Résultat trouvé Résistant (R) alors que la souche est en
réalité Sensible (S). Ce type de résultat correspond a une
DM Discordance perte de chance pour le patient puisque le résultat Major Error (ME)

Majeure conduit a ne pas proposer un traitement efficace dont il
aurait pu bénéficier, mais il n’expose pas le patient a
risque d’échec thérapeutique

Souche résistante ou sensible répondue a tort
Discordance inFel_’médiaire Oou squche intermédi'aire. répondue a tort '
Dm mineure Résistante ou Sensible. Cette catégorie regroupe .des Minor Error (mE)

types de discordances hétérogenes et sont en partie liées
a I’incertitude et variation de la méthode
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L’évaluation des discordances peut ensuite étre réalisée en fonction des criteres définis par la
« U.S Food and Drug Administration » (FDA) ou le « Clinical & Laboratory Standards Institute »
(CLSI) (Tableau 14).

Tableau 14 Critéres d’évaluation conformité définis par la FDA et le CLSI (Jorgensen JH et al. 2009, CLSI M100-S23)

Criteres d’évaluation des discordances

FDA CLSI
DTM < 1,5% DM et DTM < 3%
DM<3% Dm<10%

Concordance catégorielle (S, I ou R) globale > 90%

Le calcul du taux de DTM étant : le nombre de souches rendues « Sensible » au lieu de
« Résistante » divisé par le nombre de souches rendues résistantes.
Le calcul du taux de DM étant : le nombre de souches rendues « Résistante » au lieu de
« Sensible » divisé par le nombre de souches sensibles.
Le calcul du taux de dm étant : le nombre de souches rendues « Intermédiaire » au lieu de
« Sensible » ou « Résistant », ou « Sensible » au lieu de « Intermédiaire », ou « Résistante » au lieu

de « Intermédiaire », divisé par le nombre total de souches.
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154  Recherche des f3-lactamases acquises

A partir des ADN extraits par Instagene® (Biorad), nous avons recherché par PCR en point final,
les principales (-lactamases : bld, blax.,blasy, et les principales ampC plasmidiques pouvant étre
acquises.

Les amorces et références bibliographiques utilisées pour la recherche des AmpC plasmidiques sont

colligées dans le tableau 15 (Perez-Perez et al. 2002).

Tableau 15 Liste des amorces utilisées pour la caractérisation des AmpC plasmidiques (Perez-Perez et al. 2002)

Enzyme Primer Séquence (5’2 3°) Taille amplicon (pb)
MOX-A,MOX-2,CMY-1,  MOXMF GCTGCTCAAGGAGCACAGAT
CMY-8 2 CMY-11 MOXMR CACATTGACATAGGTGTGGTGC 520
LAT-12LAT4,CMY2 a CITMF TGGCCAGAACTGACAGGCAAA
CLY-7, BIL-1 462

CITMR TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
DHA-1, DHA-2 DHAMF AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT

DHAMR CCGTACGCATACTGGCTT

405

ACC ACCMF AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA

ACCMR TTCGCCGCAATCATCCCTAGC 246
MIR-1T ACT-1 EBCMF TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG

EBCMR CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT 0
FOX-1 2 FOX-5b FOXMF AACATGGGGTATCAGGGAGATG

FOXMR CAAAGCGCGTAACCGGATTGG 190

Nous avons caractérisé les BLSE de type CTX-M et TEM, issues de notre collection d’isolats de

CEC par technique de PCR en utilisant les amorces colligées dans le tableau 16 (Maina et al. 2012).

Tableau 16 Amorces utilisées pour la caractérisation des souches bla.....et bla...(Maina et al. 2012)

Taille de I’amplicon

Gene Primer Séquence (5’ >3’) (pb)

» CTX-M-F TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA
G CTX-M-R CGATATCGTTGGTGGTGCCATA

» TEM-F CTTCCTGTTTTTGCTCACCCA 117
G TEM-R TACGATACGGGAGGGCTTAC

La caractérisation des souches bla,,, a été réalisée avec les amorces colligées dans le tableau

17 (Colom et al. 2003).

Tableau 17 Amorces utilisées pour la caractérisation des souches bla,..(Colom ef al. 2003)

Taille de I’amplicon

Gene Primer Séquence (5°>3°) (pb)
bl SHV-F AGGATTGACTGCCTTTTTG 392
G SHV-R ATTTGCTGATTTCGCTCG
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155 Courbes de survie ou « time kill-curve » (TKC)

Nous avons sélectionné quelques souches (1 WT, 4 C3GR), afin de déterminer I’impact de
concentrations croissantes de FEP sur la croissance bactérienne. Vingt L. de suspension bactérienne
d’un MacFarland 0,5 ont été ajoutés a 20 mL de MH afin d’obtenir une numération de départ de 5.10
UFC/mL. Quatre concentrations en FEP ont été étudiées :

- Absence de FEP (0)
- 1xCMI (CMI)
- 4xCMI (CM14)
- 16xCMI (CMI16)
Puis nous avons mesuré a T+0h, T+2h, T+4h, T+6h, T+8h et T+24h le nombre d’UFC pour

chacun des bouillons de bactérie. Chaque TKC a été réalisé en triplicate. Le protocole est défini dans

la figure 15.

2 heures,
T°35°C +/-2°C

H Mac Farland 0,5
-20 mL MH
# l l - FEP = 0/1/4/16 x CMI >
Dilution
1/10e

AN
.

=)

500 pL bouillon  pépot 10 pL par dilution (4 dilutions Lecture a
0/1/4/16x CMI par boites, les 4 plus faibles) 24h

@ - A

Figure 15 Protocole courbes de survie

Les données ont ensuite été analysées a I’aide du logiciel PRISM".
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I1.5.6 Taux de mutants résistants (MR)

La mesure du taux de mutants-résistants a été réalisée pour 14 isolats de notre collection. Nous
avons réalisé ce test en triplicate sur 10 souches WT, 3 souches hCase et une souche BLSE (blas.).

Seize colonies ont été repiquées individuellement sur microplaque de 96 puits contenant 200 uLL
de milieu LB. Apres 24h d’incubation a 35°C (+/-2 °C), 100 L de la suspension bactérienne obtenue
était incorporée a 18 mL de gélose MH en surfusion (< 50°C), additionné de FEP a hauteur de 8xCMI
de la souche étudiée. L’inoculum de départ incorporé aux géloses étant de 5.100 UFC/mL. Le
protocole est résumé par la figure 16.

100 uL dilués 10

Incubation 35°C (+/- 2°C) 0000 NUrvdration
overnight o000 OO
—_—
> 900000
000000
00000600
100 L
FEP = 8xCMI
Incubation 35°C (+/- 2°C)

Figure 16 Protocole d’évaluation du taux de mutants-résistants inspiré des travaux de Kohlmann et al. (Kohlmann et al. 2018)

Une numération des suspensions bactériennes issues de la microplaque a été effectuée pour
contrdler la standardisation de la méthode. Le site internet utilisé pour la détermination du taux de

MR : http://www.lcgb.upmc.fr/bzrates.
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II. Résultats

II.1 Caractéristiques générales de la population

Notre collection est composée de 86 isolats cliniques du CEC non reliés, issus de bactériémies

diagnostiquées au CHU de Caen entre le 01/01/2017 et le 31/12/2018. Les caractéristiques générales

de la collection sont colligées dans le tableau 18.

Tableau 18 Caractéristiques générales de la population d'étude

Caractéristiques Résultats
Nombre isolats cliniques 86
Données démographiques
Sexe
Hommes (N) 58
Femmes (N) 28
Sexe ratio H/F 2,07
Age moyen (ET) 65,9 (+/-14.9)
Répartition des services cliniques
Médecine 61 (71%)
Chirurgie 6 (7%)
Réanimation 19 (22%)
Site de prélevement des HéEmocultures
Voie Centrale 29 (33,7%)
Voie Périphérique 57 (66,3%)

Notre population d’étude est composée principalement d’hommes (67,5%) avec un sexe-ratio de

2,07. L’age moyen de notre population d’étude est supérieur a 65 ans (+/- 14,9). Nos souches sont

majoritairement issues des services de médecine et prélevées a partir d’hémocultures périphériques.
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I1.2 Répartition des clusters de notre population d’étude

La répartition des clusters présents dans notre étude est illustrée par la figure 17.

Figure 17 Répartition des souches en fonction de leur cluster (par ksp60)

Les 3 principaux clusters représentés sont le C-11I (29%), C-VIII (25,5%) et C-VI (22,1%), ces
3 clusters appartenant tous aux especes E. hormaechei. Nous nous focaliserons sur ces 3 clusters pour

la suite de I’étude. Les C-I, C-VII, C-X, C-XIII et C-XIV n’ont pas été retrouvés dans notre

population.

I1.3 Temps de génération des phénotypes et clusters de I’étude

Les TG des souches en fonction de leur cluster et de leur phénotype sont colligés dans le tableau

19 :

Tableau 19 Temps de génération des souches d’étude

N
e

w-=h
o
1

Nombre de souches

Répartition des différents clusters

-

0
\'A\ \\\+

000 :‘.

vUo

.

L} 1
O

# TG (min) ET (min) Range (min)
Phénotypes
WT 36,83 7,27 [10,92-57 24]
hCase 39,75 2 [33,38-76,2]
BLSE 40,07 52 [36,7-48 4]
Clusters
C-1II 38,80 8.4 [33,1-46,18]
C-VI 39,11 1,8 [30,24-47 ,35]
C-VIII 40.10 94 [33,5-76,2]

ET= écart-type ; yTG= moyenne des temps de génération



Les temps de génération obtenus sont relativement proches allant de 37 a 40 minutes, pour un
TG attendu chez les Entérobactéries entre 20 et 40 minutes (Collégiale des enseignants de

bactériologie-virologie-hygiéne 2014).

Trois souches ont un TG en dehors des bornes définies :
- ECL-05, souche WT appartenant au C-II : TG=10,9 minutes
- ECL-96 souche WT appartenant au C-VIII : TG = 57,2 minutes
- ECL-19 souche BLSE appartenant au C-VIII : TG = 76,4 minutes

Il n’a pas été observé de différence significative du temps de doublement entre les différents

groupes (souches classées par clusters ou par phénotype).

11.4 Virulence des souches d’étude

La virulence des souches de CEC de I’étude a été évaluée par ’analyse de la mortalité observée

sur modele animal suite a une infection de G. mellonella par ces souches. Les taux de mortalité

observés sont illustrés par la figure 18.

Taux de mortalité par cluster

100- v
(Y Y
804 eee
e v
604 A

Taux de mortalité (%)

C-lll C-ViI C-Viil Autres
Clusters

Figure 18 Taux de mortalité par clusters

Le C-III est significativement plus virulent les autres clusters. En effet, le taux de mortalité

retrouvé chez G. mellonella est supérieur au C-VI (p<0.001) et au C-VIII (p<0.003).
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IL.5 Caractéristiques phénotypiques des souches de la collection de CEC
II.5.1  Sensibilité aux C3G

Les isolats ont été classés en fonction de leur résistance aux C3G (C3GR) en 3 grands groupes :
- Sensibles au C3G =WT
- C3GR par hCAse = hCase
- C3GR par production de BLSE = BLSE

La figure 19 illustre la répartition des différents phénotypes de notre population d’étude. Les

souches ayant été classées de la fagon suivante.

Répartition des différents phénotypes
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@ @ <
&“\Q c;be 0\?
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\Y\\\
Phénotypes

Figure 19 Répartition des isolats en fonction de leur phénotype de résistance

Nous observons ainsi 2/3 de phénotype sauvage et 1/3 de C3GR. Parmi ces dernieres, 2
phénotypes sont observés : des souches hCase et BLSE. La répartition de ces deux phénotypes de

C3GR est de 44,8% de souches hCase pour 55,2% de souches productrices de BLSE.
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Le tableau 20 illustre les CMI,,.,au FEP des souches de la collection.

Tableau 20 CMI, et CML, des souches de 1'étude

Nombre (%) CMI, CML, Nombre de souches sensibles (%)
Toutes souches 86 (100%) 0,03 8 70 (81.4%)
WT 57 (67%) 0,03 0,06 57 (100%)
hCase 13 (14,8%) 025 1 12 (92.3%)
BLSE 16 (18,2%) 8 64 2 (12.5%)

Les CMI, et CML, sont plus élevées pour le groupe BLSE que pour le groupe hCase (p<0,003)
et WT (p<0,003). Le caractere « SENSIBLE » au FEP est défini pour une CMI <1mg/L, cut-off de
I’EUCAST. Les souches BLSE de notre étude sont significativement moins sensibles au FEP que les

autres phénotypes.

Nous avons également calculé les CMI,, et CMI, au FEP des 3 principaux clusters : C-III, C-VI
et C-VIII (Tableau 21). La répartition des phénotypes de résistance au sein des différents clusters est

également représentée dans le tableau 21.

Tableau 21 Répartition et caractéristiques des différents clusters de 1'étude (phénotype de résistance et CML, et CML, au
FEP)

Clusters N C3GR (%) %BLSE/Hcase 9%Hcase/BLSE CMI;, CMI,,
C-III 3 (12%) 33% 67% 0,03 1
C-VI 14 (67%) 86% 14% 4 16
C-VIII 5 (23%) 60% 40% 0,03 1

Nous observons 12% de souches C3GR appartenant au C-III (pour une majorité d’hCase : 67%),
67% au C-VI (pour une majorité de BLSE : 86%) et 23% au C-VIII (pour une majorité de BLSE :
60%). Les CMI,et CMI,, du C-VI sont de 4 et 16 mg/L, pour 0,03 et Img/L pour les C-III et C-VIII.
Les CMI du C-VI sont significativement supérieures aux C-III et C-VIII (p<0,003). Une souche

hCase n’a pu étre clusterisée.
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Les différentes BLSE observées de notre étude sont colligées dans le tableau 22 :

Tableau 22 Répartition des BLSE retrouvées dans notre population d’étude

Type de BLSE Nombre (%)
blacx. 14 (87.,5%)
bla. 2 (12,5%)

En plus des bla...et bla, colligées dans le tableau 22, une bla.,..compose également notre
population d’étude.

Le tableau 23 collige les co-résistances associées a la C3GR de la collection de souches de

I’étude :
Tableau 23 Répartition des résistances associées aux souches C3GR
C3GR Co-résistance
Co-trimoxazole (B) Aminosides (A) Fluoroquinolones (FQ) A+B+FQ
hCase 2 (154%) 2 (154%) 2 (154%) 1 (7,7%)
BLSE 14 (87,5%) 13 (81,3%) 9 (56,3%) 8 (50%)

100% des souches BLSE bla..,possedent une résistance associée. 57% d’entre elles comportent
une résistance associée a 3 autres classes d’antibiotiques en plus des C3G. L’ensemble des BLSE co-

résistantes FQ et/ou Aminosides sont des bld..

1152  Evaluation des erreurs analytiques de I’étude

Nous avons recensé les différentes discordances (DTM, DM et dm) entre 1’antibiogramme en

diffusion et les BMD dans le tableau 24.

Tableau 24 Recensement des types de discordances selon la classification du CLSI

Type de discordance Nombre Taux de discordance
DTM 0 0%
DM 1 1.4%
dm 4 4.7%

D’apres les criteres de la FDA et du CLSI, la méthode de 1’antibiogramme en diffusion utilisée
dans notre étude est conforme en comparaison aux mesures des CMI. Cependant, toutes les erreurs

ont été réalisées pour des souches ayant des CMI autour de 1 mg/L.
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I1.5.3 Evaluation des courbes de survie

Pour évaluer ’activité de bactéricidie du FEP sur les isolats de 1’étude nous avons effectué des
courbes de survie ou « Time-Kill Curves » (TKC). Cela a été effectué sur 5 souches réparties de la

facon suivante :

- Phénotype sauvage (1) : ECL-04 (CMI(rgp)= 0,06 mg/L)
- Phénotype hCase (2) : ECL-88 (CMI(rgp)= 1 mg/L)

- Phénotype BLSE (3) : ECL-69 (CMI(rgp)= 1mg/L)

Les différents TKC sont présentés par la figure 20 :

(1) ()
ECL-04 ECL-88
101 CMI 0 10™ CMIO
1010 1010
10° CMI 10° CMI
108 108
7 107 z 107
D e g 1
= 10 = 10
10 vom —a  CMI4 10¢ CMI 4
103 103
i CMI 16 362 y CMII6
104 T T 1 10"+ T T )
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Temps (heures)
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(3) ECL-69
CMI 0
CMI

-

E

2

=) CMI 4
CMI 16
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Temps (heures)

Figure 20 Courbes de survie au FEP d’une souche WT (1) : ECL-04 (CML..=0.06 mg/L), hCase (2) : ECL-88 (CML..=1
mg/L) (2) et BLSE (3) : ECL-69 (CMI..=1 mg/L)
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Les TKC obtenus montrent un faible effet de 0 a 4h avec une baisse du taux de croissance
bactérien. A partir de t+6h, nous observons une diminution de 1’inoculum bactérien a 4xCMI et
16xCMI. Les courbes obtenues mettent en avant 1’effet bactéricide du FEP qui est temps dépendant.
Les différentes courbes des différents phénotypes testés sont superposables (1 seule courbe hCase a

de fait été représentée).

1154 Evaluation des taux de mutant résistants sur une sélection de souches

cliniques

Enfin, nous avons effectué des tests de mutants-résistants sur des souches sauvages (n=10), des

souches hCase (n=3) ainsi que sur une souche BLSE (n=1). La figure 21 illustre les résultats obtenus.
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Figure 21 Répartition des taux de mutants-résistants en fonction du phénotype

Nous pouvons observer que les taux de mutants résistants obtenus pour les souches WT sont tous

compris entre 6,3x10 et 8,5x10+. Concernant les souches hCase, les souches ECL-88 et ECL-31

(CMI()=1mg/L) les taux de mutants résistants observés sont de 2,4x10°. La souche ECL-55
(CMI(r)=0,5mg/L) possede elle un taux de mutants résistants de 3x10-.

La souche BLSE quant a elle (ECL-69, CMI(..)= 1mg/L) possede un taux de mutants-résistants

de 2,4x10-.

Les CMI des mutants-résistants obtenus n’ont pas été réalisées et sont en cours.
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III. Discussion

Notre étude rétrospective a été réalisée sur une collection de 86 souches de CEC non reliées
responsables de bactériémies au CHU de Caen entre le 01/01/2017 et le 31/12/2018. Les patients
infectés sont majoritairement agés (#>65 ans) et issus de services de médecine, secteur le plus
pourvoyeur de patients en nombre de lits. Nous notons que les services de réanimation sont bien
représentés (22%), ce qui était attendu (Vincent et al. 2009)

1I1.1 Caractérisation de la collection d’étude

Notre collection de souches est assez fidele a ce qui est retrouvé dans la littérature concernant la
répartition des clusters. En effet, nous avons pu mettre en évidence 3 clusters principaux que sont les
C-III (29%), C-VI (24.4%) et C-VIII (24.4%), appartenant tous aux especes E. hormaechei. Les
travaux de Morand et al. Akbari et al. ou encore Garinet et al. retrouvent les mémes proportions que
ce que nous observons dans notre étude (Tableau 4). La proportion de souches appartenant au
complexe E. hormaechei (C-II1 +C-VI+C-VII+C-VIII) est de 77,8%, ce qui est similaire a ce qui est
rapporté dans la littérature (Tableau 4).

La virulence observée sur ces clusters a partir du modele d’infection animal G. mellonella, est plus
élevée chez le C-III en comparaison aux autres clusters: C-III/C-VI (p<0.001), C-1II/ C-VIII
(p<0.003). Ces résultats corroborent les données de la littérature puisqu’il est notamment retrouvé
par Guerin et al. que le C-III est environ 3 fois plus virulent que les autres clusters (Guerin et al.
ECCMID 2018).

Enfin nous retrouvons €galement 2 souches de E. bugandensis (C-1X), caractérisées par une
virulence particulierement plus importante dans le modele animal G. mellonella. Ces deux souches
de E. bugandensis sont plus virulentes puisque les taux de mortalité observés sur G. mellonella sont
de 30 et 100%. Pour rappel, ce cluster est impliqué dans une épidémie en Tanzanie responsable de
nombreux déces en néonatologie. La mortalité observée lors d’une épidémie étant de 35% (Pati et al.
2018). 11 serait intéressant de comparer les facteurs de virulence de nos souches hypervirulentes a la
souche EB-247 dont les facteurs d’adaptation et de virulence sont déja identifiés (Pati et al. 2018).

Enfin, le fitness des souches de notre étude est homogene. Aucune différence significative n’est

retrouvée, que ce soit en comparant les temps de génération des clusters ou des phénotypes C3GR.
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I11.2 Phénotypes de résistance

Le taux de résistance du CEC aux C3G dans notre étude est similaire a ce que nous pouvons
observer dans la littérature. 40% de C3GR sont rapportés dans le rapport ONERBA, 35-36% au CHU
de Caen depuis 2012 et 34% de C3GR dans notre étude, dont 15% de résistance au FEP. Cependant
nous observons une proportion plus importante de BLSE que d’hCase au sein de nos souches C3GR.

En effet d’apres la littérature, la C3GR du CEC est principalement liée a I’hyperprodction d’une
B-lactamase de type céphalosporinase (2/3) suvi de I’acquisition d’une BLSE (1/3) (Paterson et al.
2006) (ONERBA 2017). Dans notre étude 55% des souches du CEC C3GR sont dues a une
production de BLSE contre 45% d’hCase. Néamoins cela va dans le sens de ce qui est observé
localement au CHU de Caen depuis quelques années. Le tableau 9 montre une augmentation de la
proportion de BLSE chez le CEC en comparaison aux hCase, tout prélevement confondu. En effet la
proportion de CEC BLSE passe de 30% en 2012 a 43% en 2018 (avec un pic a 49% en 2015). Cela
va également dans le sens de ce qui est observé au niveau national puisque les données issues du
rapport ONERBA 2017 relatent une augmentation de la prévalence des BLSE (ONERBA 2017).

Enfin, la majorité des souches C3GR est recensée pour les especes E. hormaechei et
particulierement pour les souches issues du C-VI (67% de C3GR dont 86% de BLSE : 100% bla...,),
ce que nous retrouvons dans la littérature, notamment dans 1’étude de Garinet et al. (Garinet et al.
2018).

Nous retrouvons de nombreuses souches productrices de BLSE qui possedent des résistances
associées aux autres classes d’antibiotiques, notamment aux quinolones et aux aminosides. En effet,
100% des souches productrices de BLSE posseédent au moins 1 résistance associée, et 57% des
souches BLSE sont résistantes a la fois aux FQ et aux aminosides. Nous retrouvons cette tendance
dans la littérature avec la présence notamment de I’AAC(6’)Ib-cr, fréquemment associée aux souches
de CEC bla..et responsable d’une co-résistance FQ/aminosides (Piekarska et al. 2019).

La grande majorité de nos souches BLSE produit une bla... (81.25%) ce qui est conforme a ce
qui est retrouvé dans la littérature pour le CEC, les 2 autres souches étant des souches bla,,, (Hoffman
et al. 2006) (Anastay et al. 2007). Concernant les hCase, nous avons retrouvé une céphalosporinase
plasmidique acquise bla..., comme ont pu le retrouver dans leur étude avant nous Mohd Kari et al.

(Mohd Kari et al. 2016).
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1113 Différentes approches d’évaluation de la sensibilité au FEP

Les CMI des souches WT et hCase ne sont pas significativement différentes lorsque nous
comparons leurs CMI, et CMIL,. Cela s’explique par la bonne stabilit¢ du FEP vis-a-vis des
céphalosporinases. Les CMI des souches BLSE sont quant a elles significativement plus élevées que
pour les souches des autres phénotypes. Les souches bla..,sont systématiquement résistantes ou de
sensibilité diminuée au FEP [2-64 mg/L] dans notre étude, en se référant au cut-off de sensibilité de
I’EUCAST :1 mg/L. Les souches blas, en revanche possedent des CMI plus faibles (0.06 mg/L et 1
mg/L) que les souches bla... ce qui est retrouvé dans la littérature. En effet, les souches bla,,, sont
moins affines pour le FEP et donc plus sensibles a cette C4G (Nogueira ef al. 2011). Cependant, le
peu de souches bla,., retrouvées dans notre étude ne nous permet pas d’avoir une représentation de la

répartition des CMI chez les souches de CEC ayant acquis une bla,,.

II1.3.1 Evaluation de la diffusion par rapport a la vraie CMI

Concernant les erreurs analytiques, il s’agissait exclusivement d’erreurs liées a des souches
C3GR. En effet 100% des erreurs analytiques ont été constatées sur des souches hCase et/ou BLSE.
L’erreur majeure a été constatée sur une souche bla,, rendue « Résistante » alors que sa CMI est de
1 mg/L.

Les conclusions de I’évaluation des discordances montre que la technique de 1’antibiogramme
en diffusion n’est pas discordant par rapport a la détermination des CMI. Cependant, 100% des
erreurs ont été réalisées pour des souches proches du cuz-off de 1 mg/L (d’apres les criteres du CLSI
et de la FDA). Si la méthode des disques semble fiable pour les souches WT, la détermination de la
CMI semble indispensable pour éviter toute erreur analytique en présence de souches de CEC C3GR.

Les profils obtenus par les courbes de survie expriment 1’activité bactéricide du FEP qui dépend
du temps. En effet, une diminution de I’inoculum n’est pas obtenue immédiatement, comme pour les
aminoglycosides par exemple. Nous avons observé une diminution du taux de croissance dans les 4
premicres heures, puis une diminution de I’inoculum bactérien a partir de T., en présence de
concentrations de 4 et 16 fois la CMI du FEP. Les profils obtenus sont similaires quelque soit le
phénotype bactérien testé, avec des courbes superposables. Autrement dit, quelque soit le phénotype
de résistance identifi€ en diffusion, les CMI refletent bien la sensibilité du CEC au FEP.

La mesure de la CMI du FEP pour les souches de CEC semble étre indispensable pour le

management du traitement des infections a CEC notamment pour les souches C3GR.
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Cependant, la détermination des TKC ne permet pas d’apprécier I’impact de la sélection de CEC
MR au FEP. En effet, I’inoculum de départ pour la réalisation des TKC est relativement faible (5.10
UFC/mL), de fait nous ne savons pas avec ces techniques si la propension de sélection de MR est
plus importante pour des souches ayant une valeur de CMI plus élevée. Pour palier cela, nous nous
sommes inspirés des travaux de Kohlmann et al. afin de mesurer le taux de sélection de MR sur des
souches de phénotypes différents, a partir d’un inoculum de départ de 1.10: UFC/mL (Kohlmann et
al.2018).

Dans notre étude, nous retrouvons au sein de nos souches WT, des taux de MR aux C3G
comparables a ce que Kohlmann ez al. ont montré (3x10+) (Kohlmann ez al. 2018). En effet notre taux
moyen de MR sur nos souches de CEC WT est de 2,8x10+. En comparaison aux autres Entérobactéries
productrices de céphalosporinases, le taux de MR du CEC est similaire a ce qui peut étre observé
chez K. aerogenes, le complexe C. freundii et Hafnia alvei. Cependant ce taux de MR est inférieur
chez d’autres especes productrices de céphalosporinases : Serratia liquefaciens (2x10°), Providencia
spp (2x10~), Serratia marcescens et Morganella morganii (5x10)(Kohlmann et al. 2018).

Nous avons également effectué ces tests sur des souches C3GR, chose qui n’avait pas été réalisée
dans les travaux de Kohlmann et al. Les taux de MR observés sont supérieurs pour nos souches C3GR
en comparaison aux souches WT. En effet, pour les souches hCase avec une CMI a 0,5 mg/L et
1 mg/L, le taux de MR observé est de 3x107et 2,4x10- respectivement. En ce qui concerne la souche
BLSE testée (CMI=1 mg/L) le taux de MR était également de 2,4x10-.

Notre étude a été réalisée dans des conditions standardisées, ainsi les souches WT et C3GR ont
été mises en présence d’'une méme proportion de FEP (8xCMI). Cependant, les taux de MR observés
sont différents. Nous possédons un trop petit effectif pour effectuer des tests statisitques, néanmoins,
nous observons une augmentation du taux de MR qui semble étre proportionnel aux CMI des souches.

Dans leurs travaux, Kohlmann et al. ont démontré que les souches MR au FEP avaient la faculté
d’augmenter leurs CMI de une a deux dilutions (Kohlmann ez al. 2019). Nous ne 1’avons pas réalisé
dans notre étude par manque de temps, mais nous pouvons supposer que la méme chose serait

observée sur les souches de CEC C3GR.

Si nous regardons le PK/PD du FEP, la concentration efficace la plus élevée qui peut-étre atteinte
dans I’organisme (pour une C>CMI pour 60/70% du temps) est de 8 mg/L (Roos et al. 2006) (voir
Partie II). Ainsi, lors d’infections graves, nous pouvons supposer que le traitement par FEP en
monothérapie sélectionnerait une quantité importante de bactéries MR pour des souches de CMI=0,5

mg/L et 1 mg/L. Ces MR pourraient avoir une CMI comprise entre 1 et 4 mg/L si nous extrapolons
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les données de Kohlmann et al. Ainsi un contingent important de bactéries serait sélectionné et traité

inefficacement, ceci pouvant expliquer les échecs thérapeutiques rapportés dans la littérature.

Finalement, ce qui est connu sur les C3G est retrouvé avec le FEP : il existe un forte propension
de sélection de mutants-résistants. Et celle-ci est accrue avec I’augmentation de la CMI et de
I’inoculum. De fait, le traitement des infections a CEC nécessite de nouvelles recommandations sur
I’utilisation du FEP en fonction des différentes situations cliniques rencontrées. Ceci permettrait
d’améliorer la maitrise du FEP en limitant le risque d’échec thérapeutique.

Au regard de nos résultats et des données de la littérature, nous proposons un tableau des critéres

a respecter pour 1’utilisation du FEP illustré par la figure 22 (page 83).
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Figure 22 Proposition d'algorithme pour 1'utilisation du FEP dans le traitement des infections a CEC
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CONCLUSION

Le CEC, microorganisme du groupe ESKAPE, est un pathogeéne opportuniste en particulier dans
les infections nosocomiales. Avec I’émergence des EPC, la mise en place d’une antibiothérapie

préservant les pénémes est un enjeu important dans la prise en charge des patients infectés.

Les résultats obtenus confirment la bonne activité in vitro du FEP sur les souches du CEC WT.
Par contre, la probabilité de sélectionner des mutants résistants au FEP est plus élevée chez les isolats
hCase et BLSE avec des CMI proches de 1 mg/L. Cette capacité d’adaptation résulte tres
probablement de mutations au niveau des genes impliqués dans la régulation de I’expression d’ampC
et/ou ceux codant pour les porines Omp35 et/ou Omp36. Ceci souligne le risque potentiel d’échec
thérapeutique in vivo en monothérapie et donc la recommandation d’une bi-antibiothérapie pour le

traitement des infections séveres a CEC hCase.

La détermination du phénotype des souches de CEC est importante dans la prise en charge des
patients infectés. Les méthodes de premieres lignes comme I’antibiogramme par diffusion permettent
facilement de catégoriser la souche comme WT. Cependant, pour les souches C3GR, il est important
de déterminer les CMI exactes, notamment pour les souches hCase, et se référer a 1’algorithme

proposé par la figure 22.

Il faudrait cependant poursuivre cette étude et augmenter la puissance de nos tests afin de réaliser
une mesure des CMI de nos MR. La relation de proportionnalité entre CMI et sélection de MR
pourrait ainsi étre déterminée, et I'utilisation de 1’« Epidemiological cut-off value » (ECOFF) comme

principal cut-off de I’arbre décisionnel du traitement du CEC par FEP pourrait étre objectivée.
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Annexes

Annexe 1 : Arbre phylogénétique réalisé a partir du séquengage d’hsp60 de notre collection d’étude
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Annexe 2 :

Activité du céfépime sur les souches d’hémocultures du complexe Enterobacter cloacae et risque
Hugo Langris’, Frangois Gravey?, Vincent Cattoir®4, Frangois Guérin'?

1. CHU de Caen, Service de Microbiologie, Caen, France

2. Université de Caen, GRAM 2.0, EA2656, Caen, France

3. Université de Rennes 1, Inserm U1230, Rennes, France

4. CHU de Rennes, Service de Bactériologie-Hygiéne Hospitaliére, Rennes, France

Objectif - Introduction : Le céfépime (FEP), céphalosporine de 4™ génération, est une molécule de choix
dans le traitement des infections sévéres dues a entérobactéries naturellement productrices de
céphalosporinases (Case) dont les souches du complexe Enterobacter cloacae (CEC). Une des propriétés de
cet antibiotique est sa faible propension a sélectionner des mutants résistants aux céphalosporines de 3%™®
génération (C3G) par hyperproduction de Case (hCase). Par contre, aucune donnée n’est disponible sur le
risque de sélectionner des mutants résistants au FEP parmi les souches de CEC hCase.

Le but de ce travail a été de déterminer I'activité bactériostatique et bactéricide du FEP et d’évaluer in vitro le
taux de sélection de mutants résistants au FEP sur une collection de souches du CEC isolées d’hémocultures.
Matériels et méthodes : Une collection de 86 souches cliniques uniques issues d’hémocultures entre 2017
et 2018 (identifiées par séquencage partiel du géne hsp60) a été étudiée. La sensibilité aux antibiotiques (avec
la détection de BLSE) a été évaluée par la technique de diffusion et la CMI du FEP a été déterminée par la
méthode de microdilution. Les courbes de bactéricide (a 0, 1, 4 et 16 x CMI) et 'analyse du taux de sélection
de mutants résistants au FEP (a 8 x CMI) ont été réalisées avec 3 souches sauvages (WT) et 3 souches
hCase (CMI FEP = 0,5-1 mg/L).

Résultats obtenus : Les CMIso et CMlgo du FEP étaient de 0,03 et 8 mg/L, respectivement. A noter que 34%
des souches étaient résistantes aux C3G dont 55% par production BLSE et 45% par hCase. Les profils des
courbes de bactéricidie étaient similaires entre les souches WT et hCase, qu’elle que soit la concentration de
FEP testée. En revanche, les taux de sélection de mutants résistants au FEP étaient significativement
différents entre les souches WT (2,8 x 10®) et hCase (5 x 107) (p <0.01).

Conclusion : Ces résultats confirment la bonne activité in vitro du FEP sur les souches du CEC WT. Par
contre, la probabilité de sélectionner des mutants résistants au FEP est plus élevée chez les isolats hCase.
Ceci souligne le risque potentiel d’échec in vivo en monothérapie et donc la recommandation d’'une bi-

antibiothérapie pour le traitement des infections sévéres a CEC hCase.

Mots-clés : Complexe Enterobacter cloacae, hémocultures, céfépime

92



UNIVERSITE ,
CAEN U.F.R. Santé

NORMANDIE , . o
Faculté des Sciences Pharmaceutiques

VU, LE PRESIDENT DU JURY

CAEN, LE

VU, LE DIRECTEUR DE LA FACULTE
DES SCIENCES PHARMACEUTIQUES

CAEN, LE

L'université n’entend donner aucune approbation ni improbation aux opinions émises dans les
théses et mémoires. Ces opinions doivent étre considérées comme propres a leurs auteurs

93



Résumé

Le céfépime (FEP), céphalosporine de 4éme génération, est une molécule de choix dans le traitement des
infections sévéres a Entérobactéries naturellement productrices de céphalosporinases (Case) comme le
complexe Enterobacter cloacae (CEC). Une des propriétés de cet antibiotique est sa faible propension a
sélectionner des mutants résistants aux céphalosporines de 3éme génération (C3G) par hyperproduction de
Case (hCase) chez les souches WT. Le but de notre étude a été d'évaluer la sensibilité au FEP du CEC et
d’estimer in vitro le taux de sélection de mutants résistants au FEP. Pour ce faire, une collection de 86 souches
cliniques uniques issues d’hémocultures au CHU de Caen entre 2017 et 2018 ont été étudiées. La sensibilité
aux antibiotiques (avec la détection de BLSE) a été évaluée par la technique de diffusion en milieu solide et la
CMI du FEP a été déterminée par la méthode de microdilution. Les courbes de bactéricidie et I’analyse du taux
de sélection de mutants résistants au FEP (a 8 x CMI) ont été réalisés sur souches WT, hCAse et BLSE. Les
profils des courbes de bactéricidie étaient similaires entre les souches WT, hCase et BLSE quelle que soit la
concentration de FEP testée. En revanche, les taux de sélection de mutants résistants au FEP étaient différents
entre les souches WT, hCase et BLSE. Ces résultats confirment la bonne activité in vitro du FEP sur les souches
du CEC WT et mettent en avant la probabilité plus élevée de sélection de mutants résistants au FEP chez les
isolats hCase. Ceci souligne le risque potentiel d’échec in vivo en monothérapie et donc la recommandation
d’une bi-antibiothérapie pour le traitement des infections séveres a CEC hCase.

Mots-clefs : Enterbacter cloacae ; céfépime ; résistance aux antibiotiques ; mutants-résistants ;

bactériémie

Abstract

Cefepime, 4th generation cephalosporins, is amongst the best choices for the treatment of heavy infections
caused by cephaslosporinase producing Enterobacteriaceae (hCase), including Enterobacter cloacae
complex. One of the property of this antibiotic is its low inclination to select 3rd generation cephalosprins
mutant-resistant by overproducing the Case (Case) in WT strains. This study will determine the CEC FEP
susceptibility and mutant-selection rate. To do so, 86 single clinical strains from bloodcultures in CHU of
CAEN between 2017-2018 has been studied. The antibiotic susceptibility (with ESBL detection) has been
evaluated by the disk diffusion method and the MIC of the FEP has been determined by broth microdilution
method. The bactericidial curves and the FEP mutant-resistant rates (8xMIC) were performed with wild-type
strain (WT), ESBL strain and hCase strains. The bactericidials curves were similary between the WT strains
and hCase, whatever the FEP concentration tested. On the other hand, the FEP mutants-selection rates were
different between the WT strains, hCase and BLSE. The results confirms the good in vitro FEP activity against
the CEC WT strains. But the FEP mutants-selection probability seems to be higher in the hCase isolates and
ESBL isolates. It highlights the in vivo potential risk in monotherapy and recommends the bitherapy for the
heavy infections caused by CEC hCase.

Keywords: Enterobacter cloacae; cefepime; antibiotics susceptibility; mutant-resistant; bloodstream

infections



