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INTRODUCTION

A. GENERALITES

Les bactéries dites anaérobies ont été découvertes par Louis Pasteur lors de ses
travaux sur la fermentation a la fin du XIXéme siécle (1-3). Elles constituent un groupe
fonctionnel bactérien capable de survivre et de se multiplier en milieu anaérobie, c’est-
a-dire dans une atmosphere a taux réduit en oxygéne (O>). Elles tirent leur énergie de
la fermentation des sucres et de la photosynthése. Cette caractéristique fait d’elles des
bactéries relativement difficiles a isoler avec les méthodes de culture bactérienne
classiques, certaines étant méme non-cultivables. Ces espéces bactériennes sont des
composantes importantes des microbiotes humains, mais sont également

responsables d’infections profondes, notamment le genre Bacteroides.

La taxonomie des bactéries a subi de nombreux remaniements depuis le début
des années 2000 avec I'analyse du gene codant pour 'ARN ribosomal 16S et I'accés
massif au séquencage complet du génome (WGS) des bactéries et du microbiote
humain (4). Les anaérobies n'ont pas fait exception : des reclassifications et des
changements de nomenclature ont été réalisés. Des phylums et genres ont été crées
et réorganisés. Propionibacterium acnes est devenu Cutibacterium acnes et
Clostridium difficile, Clostridioides difficile. Les bactéries dites anaérobies sont
présentes dans de nombreux phylums: le phylum des Bacteroidetes avec les
Bacteroides, Prevotella ou encore Porphyromonas, le phylum Actinetobacteria
regroupe les genres Cutibacterium et Actinomyces, les Veillonella, Clostridium et
Clostridioides appartiennent au phylum des Firmicutes. Certaines classifications, plus
simples, restent tout de méme invariables comme la classification selon leurs degrés
de tolérance a I'oxygéne, la classification morphologique selon la coloration de Gram
et la production de spores.

Toutes les bactéries se développant dans une atmosphére anaérobie n’ont pas les
mémes capacités de tolérance a 'oxygene et aux composeés ou dérivés chimiques
oxygenes. L'oxygéne et les dérivés oxygénés sont toxiques pour elles car elles ne
possedent pas ou en quantité insuffisante les mécanismes de détoxification
nécessaires tels les catalases, les peroxydases ou les superoxydes dismutases (5,6).
En cas de contact avec une atmosphére oxygénée, il y aura donc une accumulation

de composés oxygenes, hautement nocif. Pour les espéces les plus sensibles, cette
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concentration de composés toxiques va conduire a la mort bactérienne. Tandis que

celles ayant un niveau de tolérance plus élevé, grace a la présence de mécanisme

rudimentaire d’élimination des éléments oxygénés, seront en capacité de survivre mais

ne pourront plus se multiplier. Ci-dessous, est présentée la premiére classification, en

fonction de leurs niveaux de sensibilité a 'oxygéne (6-8) :

Les anaérobies extrémes ne tolérent pas une exposition de plus de quelques
secondes a I'oxygéne, comme Peptostreptococcus anaerobius.

Les anaérobies stricts ne tolerent pas une exposition a 'oxygene de plus d’'une
heure et se multiplient avec un taux d’oxygene inférieur a 0,5 %, comme
Fusobacterium nucleatum.

Les anaérobies modérés ont une tolérance a des expositions allant de 2 a 8h
en I'air ambiant et se multiplient dans une atmosphére contenant entre 2 et 8
% d’oxygéne, comme le genre Bacteroides.

Les anaérobies aéro-tolérants tolérent des expositions prolongées a 'oxygéne.
lls sont capables de se multiplier en atmosphére aérobie de fagcon plus lente et
possédent des mécanismes de détoxification aux espéces réactives
oxygeneées, toutefois, ils n'utilisent pas I'oxygéne pour produire de I'énergie.
Leur croissance est plus rapide a des taux inférieurs a 8 % d'oxygéne, a
'exemple de Clostridium perfringens qui tolere une exposition de 72h a
'oxygéne.

Les anaérobies facultatifs sont des bactéries ayant le matériel enzymatique
pour une respiration aérobie et anaérobie, ils toléerent les deux types
d’atmosphéres et peuvent s’y multiplier, comme les Streptococcus spp., en
utilisant la respiration aérobie ou la fermentation pour produire de I'énergie en
fonction de leur milieu.

Les microaérophiles tolérent et utilisent de faibles concentrations en oxygéne
(0,1 a 0,3 mg/L). A trop forte ou trop faible concentration, leur survie n’est pas

assurée.

En ce qui concerne la morphologie, plusieurs structures sont présentes dans ce

groupe : des bacilles et des cocci prenant la coloration de Gram mais également des

spirochetes (de l'ordre des Spirochetales, classe des Spirochaetae, phylum des

Spirochaetes) dont le genre majeur est le genre Treponema. Ces bactéries sont de

forme hélicoidale, mobiles, non colorables au Gram, non cultivables et s’observent au

microscope a fond noir (9,10).
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La classification des principaux genres bactériens anaérobies selon leurs
caractéristiques morphologiques observables a la coloration de Gram ou au
microscope a fond noir est présentée dans le Tableau 1. Les genres listés sont ceux

que I'on retrouve le plus fréquemment en médecine humaine (11,12).

Tableau 1 : Classification des principaux phylum et genres bactériens anaérobies
présentant un intérét médical

ACTINOBACTERIA

BACILLE Coccl

Gram négatif Gram positif Gram négatif Gram positif

Alloscardovia Non sporulé
Actinomyces
Bifidobacterium
Cutibacterium
Mobiluncus
Trueperella

BACTEROIDETES

BACILLE Coccl
Gram négatif Gram positif Gram négatif Gram positif
Bacteroides ) } )
Parabacteroides
Capnocytophaga
Porphyromonas
Prevotella
FIRMICUTE
BACILLE Coccl
Gram négatif Gram positif Gram négatif Gram positif
- Sporulé Megasphaera Anaerococcus
Clostridioides Veillonella Finegoldia
Clostridium Micromonas
Non sporulé Parvinonas
Lactobacillus Peptostreptococcus
Eubacterium Peptoniphilus
FUSOBACTERIA
BACILLE Coccl
Gram négatif Gram positif Gram négatif Gram positif
Fusobacterium i i i
Leptotrichia
PROTEOBACTERIA
BACILLE Coccl
Gram négatif Gram positif Gram négatif Gram positif
Bilophila ) } )
Campylobacter

SPIROCHAETES

Treponema
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B. HABITAT NATUREL ET MODE DE VIE DES BACTERIES ANAEROBIES

Les bactéries dont le métabolisme ne nécessite pas d’'oxygéne sont retrouvées
dans I'environnement : des niches comme les sédiments marins, le fond des océans
ou le sol. Elles sont également présentes dans les flores commensales des animaux
et de 'Homme, principalement la muqueuse oro-pharyngée, digestive et vaginale
(2,7). Les microbiotes de I'Homme se définissent par I'ensemble des micro-
organismes vivant sur ses surfaces externes et internes, incluant bactéries, virus,
champignons et parasites. lls ont fait 'objet de nombreuses études visant a les
cartographier. Les travaux visant a analyser les microbiotes bactériens dérivent
principalement du séquengage de banques d’amplicons du géne codant pour 'ARN
ribosomal 16S. Les microorganismes et leur proportion varient selon les flores et les
sites. La distribution des espéces dépend notamment de leurs tolérances a 'oxygeéne ;
aussi, la flore cutanée sera plus susceptible de contenir des bactéries anaérobies
modérées comme les Cutibacterium spp., les flores naso-pharyngées ou digestives
contiendront des espéces moins tolérantes a I'oxygéne comme les Fusobacterium
spp. ou les Porphyromonas spp. (13,14). La Figure 1 représente les principaux genres
bactériens présents dans les microbiotes humains.

Le microbiote digestif est riche en espéces bactériennes avec plus de 35 000
espéces recensees. Les germes anaérobies y sont majoritaires avec principalement
des espéces appartenant au phylum des Firmicutes et Bacteroidetes ou ils jouent un
réle majeur dans la digestion des sucres et protéines. Les anaérobies nichés dans le
tractus intestinal varient avec I'age, I'alimentation mais aussi selon les différents
étages digestifs. Aussi, leur répartition n'est pas homogene tout au long du tube
digestif : la biomasse bactérienne augmente tout au long du tube digestif et les
espéces changent. Des Lactobacillus spp., seront retrouvés au niveau de I'estomac
tandis que des Bacteroides spp. et Bifidobacterium spp. seront les espéces principales
du colon (15).

La flore naso-pharyngée contient, elle aussi, des germes anaérobies. lls sont
présents sur la muqueuse buccale et participent a la formation de la plaque dentaire.
Les genres les plus présents sont les Porphyromonas, les spirochétes, les
Actinomyces et les Fusobacterium (16).

Au niveau cutané, les Cutibacterium spp. sont les anaérobies les plus fréquents.
Leurs proportions varient selon le site : Cutibacterium acnes est présent dans les
zones grasses du corps, c’est-a-dire au niveau de la téte, du cou et du dos. En seconde

place des anaérobies les plus fréquents de la peau se trouve les bactéries du phylum
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des Bacteroidetes et ordre des Bacteroidales. Celles-ci se trouvent au niveau des
grands plis comme l'aine, les aisselles, les plis des coudes ou les plis interdigitaux. Il
est toutefois a noter que les bactéries du phylum des Bacteroidetes sont en proportions
inférieures aux autres genres bactériens présents dans ces sites (17).

Les bactéries anaérobies sont également naturellement présentes dans les flores
génitales féminines. La composition de cette flore varie en fonction de 'dge, des taux
d’hormones, du cycle menstruel. Les Lactobacillus spp. et Bifidobacterium spp. sont
les especes majoritaires chez la femme pré-ménopausée (18,19).

FLORE NASO-PHARYNGEE

FLORE CUTANEE

Bacilles a Gram Positif
Cutibacterium

Bacilles & Gram Positif
Actinomyces
Bifidobacterium
Eubacterium
Lactobacillus
Cutibacterium

Cocci a Gram Positif
Peptostreptococcus
Streptococcus

Spirochétes
Treponema

Bacilles & Gram Négatif
Bacteroides
Bilophila
Campylobacter
Fusobacterium
Leptotrichia
Porphyromonas
Prevotella

Cocci Gram Négatif
Veillonella

FLORE DIGESTIVE

FLORE GENITALE Bacilles a Gram Positif Bacilles a Gram Néqatif
X N o . N P Actinomyces Bacteroides
Bamllqestg Gram Positif BaculeBs atGra‘r; Négatif Bifidobacterium Parabacteroides
ctinomyces acteroides - P
Bifidobacterium Bilophila | cﬂfﬁéﬁfm FUSE‘;’L‘Z’C’;’E’ZW
Clostridium Fusobacterium \ | | J Eubacterium Leptotrichia
Cutlbacter/um Porphyromonas } I I | Lactobacillus Porphyromonas
Eubacter{um Prevotella | \ Prevotella
Lactobacillus { I Cocci & Gram Positif
Cocci & Gram Positif Cocci & Gram Négatif Vo Peptostreptococous Cocdi Gram Négatif
Peptoniphillus Veillonella \ ()] Mig‘,?ﬂsofz":l'/‘;’ a
Peptostreptococcus YA

Figure 1 : Principaux genres bactériens présents dans les microbiotes de I'Homme.

Elles peuvent étre responsables d’infections profondes et contribuer a la formation
d’abceés. Les principaux genres isolés en pathologies infectieuses humaines sont ceux
retrouvés dans les flores commensales. Leur pathogénicité résulte principalement de
lésions ou de ruptures de la barriére cutanéomuqueuse provoquant un passage de
bactéries des diverses flores vers des secteurs normalement stériles. La prévalence
des germes anaérobies dans les infections courantes est rapportée dans le Tableau
2 (20). Il s’agit principalement d’infections polymicrobiennes pouvant étre subaigues
ou chroniques.
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Tableau 2 : Prévalence des germes anaérobies dans des infections courantes (20)

Infections Prévalence
Sinusites et otites moyennes chroniques >50 %
Infections dentaires et orales 90-100 %
Suppurations pleuro-pulmonaires >75%
Infections intra-abdominales 50-90 %
Infections gynécologiques 50-75 %
Abcés mammaires non-puerpéraux 50-80 %
Pied diabétique 85-95 %

C. PATHOGENICITE

Les germes anaérobies sont considérés comme des pathogénes opportunistes qui
nécessitent la rupture de barriéres naturelles de I'héte pour provoquer un sepsis.
L’origine des infections est généralement endogene avec un passage au travers des
muqueuses a partir des sites riches en bactéries anaérobies. Les morsures ou les
blessures sont également la cause d’infections a germes anaérobies. Dans ces
situations, des germes anaérobies exogénes, atypiques, peuvent étre retrouvés. lls
appartiennent a la flore buccale d’animaux ou bien de I'environnement (13,21).

Certaines espéces anaérobies sont particuliéres car leur pathogénicité est liée
uniquement ou principalement a la production de toxines. Nous citerons ici quelques

exemples (5) :

C. difficile, responsable de diarrhées post antibiotiques et de colites
pseudomembraneuses

- C. tetani, agent du tétanos, maladie mortelle en I'absence de traitement

C. botulinum, responsable du botulisme et de toxi-infections alimentaires

- C. perfringens, a l'origine de gangrénes gazeuses

Hormis ces quelques exceptions, la majorité des espéces responsables
d’infections sont présentes dans les flores commensales de 'Homme et deviennent
pathogeénes a la faveur d’une condition favorable et peuvent étre responsables d’un
large panel d’infections (13,20,22).

Bactériémies : Les bactériémies a anaérobies représentent 5 a 15 % de

'ensemble des bactériémies. Dans 50 a 75 % des cas, des Bacteroides du groupe
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fragilis sont isolés. Le taux de mortalité est extrémement élevé dans ces infections, ou
un taux de 50 % est rapporté.

Infections intra-abdominales : || s’agit d’infections poly-microbiennes prenant
leur source dans la flore digestive. Le déroulement de l'infection se fait en deux
phases, en synergie avec germes aérobies et anaérobies : d’abord une péritonite a
germes aérobies (Escherichia coli le plus souvent) créant un environnement
hypoxique, favorisant la formation d’un abcés a germes anaérobies (Bacteroides est
le genre le plus fréquent).

Infections ostéo-articulaires : Elles peuvent étre d’origine hématogéne ou bien
liées a un traumatisme, une blessure ou une morsure contigué a l'articulation ou I'os
ou encore post-chirurgicale. Dans tous les cas, les signes de l'infection sont tardifs et
surviennent a distance de I'élément déclencheur. Ses infections sont souvent
chroniques et nécessitent une prise en charge chirurgicale associée a une
antibiothérapie adaptée. Le genre Bacteroides est le plus souvent retrouvé dans les
infections articulaires des pieds et mains (23).

Infections du tractus génital féminin : La flore vaginale est dominée par les
Lactobacillus spp. et Bifidobacterium spp. Toutefois, ces genres sont
exceptionnellement associés a des infections gynécologiques. Les infections de types
vaginoses et endométrites sont rencontrées lors de dysbioses de la flore génitale au
cours desquels des germes anaérobies du microbiote digestif viennent déséquilibrer
la flore locale. Ces dysbioses sont aussi rapportées comme vecteurs d’anomalies de
la grossesse (naissance prématurée, retard structuro-pondéral). Dans le cas des
Bacteroides, ceux-ci sont le plus souvent retrouvés dans les infections associées a un
abceés geénital.

Infections de la peau et des tissus mous : abces, des ulcéres ou encore de la
cellulite ou de la fasciite nécrosante (dermohypodermites nécrosantes), sont le plus
souvent consécutives a des morsures ou des blessures. Les germes anaérobies isolés
dans ces plaies sont originaires de la flore buccale, cutanée ou de I'environnement.
Les infections de type pied diabétiques peuvent également étre citées dans ce
paragraphe. Dans ces différents cas, les infections sont polymicrobiennes et les
bactéries présentes au niveau des Iésions constituent un microbiote a part entiére ou
les germes anaérobies jouent un rble clef dans I'entretien de la plaie.

Infections pleuro-pulmonaires : Les anaérobies sont impliqués dans des abces,
empyemes ou encore nécroses pulmonaires, infections ou surinfections de lésions
préexistantes dans lesquelles un microenvironnement anaérobie a pu se créer. Les

germes anaérobies qui y prédominent sont ceux de la flore oropharyngée. Dans les
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pneumopathies d’inhalation, les Bacteroides spp. sont les plus fréquemment isolées,
suivies des anaérobies de la flore buccale ou digestive. Nous pourrons citer une
pathologie particuliére, I'actinomycose, qui associe des actinomyceétes (classiquement
Actinomyces israelii) a d’autres bactéries pathogénes de la flore oropharyngée.

Meéningite et abcés cérébraux (ou empyéme cérébral) : ces infections sont
rares et souvent secondaires a une autre infection. Les bactéries anaérobies sont
retrouvées dans 50 % des abcés d’origine bactérienne et B. fragilis représente 30 %
de ces infections.

Maladies inflammatoires chroniques associées a des germes anaérobies :
Parmi les maladies inflammatoires dues a une prolifération de germes anaérobies,
'acné, la maladie de Verneuil ou hidrosadénite suppurée et la périodontite chronique
sont les diagnostics les plus fréequemment évoqués. L'acné prédomine au niveau des
zones grasses du corps ou prédomine Cutibacterium acnes. |l a été montré que
certains complexes clonaux pro-inflammatoires sont associés a la maladie. La maladie
de Verneuil prédomine par contre au niveau des grands plis du corps. Elle se
caractérise par une inflammation de la peau et la formation chronique d’abcés au
niveau des follicules pilo-sébacés qui évoluent de maniere chronique. La
physiopathologie est mal connue mais plusieurs études ont montré que les genres
Prevotella, Porphyromonas et Fusobacterium sont associés aux lésions (24,25). La
périodontite chronique est une pathologie sévére du sillon gingivo-dentaire. Elle

associe les mémes agents pathogénes au niveau du genre.

Il est important de souligner que les infections a germes anaérobies sont souvent
polymicrobiennes, associant des germes anaérobies et anaérobies facultatifs. Dans
'exemple des infections digestives comme par exemple les péritonites, les germes
anaérobies seront retrouvés avec des entérobactéries dans la majorité des cas. |l en
est de méme pour les infections ostéo-articulaires, 50 % des infections a anaérobies
sont polymicrobiennes (26). L’antibiothérapie devra donc couvrir plusieurs types de

germes.
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Tableau 3 : Sites d'infections fréquents et genres anaérobies associés (20,23)

Les genres en gras sont les genres prédominant dans les infections citées

Localisation

Infections

Principaux genres

Téte et cou

Abcés cérébraux

Actinomyces
Bacteroides
Fusobacterium
Prevotella

Infection dentaire

Capnocytophaga
Fusobacterium
Porphyromonas
Prevotella

Abceés téte et cou

Bacteroides
Fusobacterium
Prevotella

Bactériémie

Bacteroides
Clostridium

Pulmonaire

Suppuration pleurale
Abces pulmonaire

Bacteroides
Fusobacterium
Peptostreptococcus
Prevotella

Digestive

Intra-abdominale
Appendicite

Bacteroides
Fusobacterium

Génitale

Vaginose
Endométriose

Bacteroides
Clostridium

Gardnerella
Prevotella

Peau et tissu mou

Lésion cutanée :
Morsure, blessure

Bacteroides
Cutibacterium
Clostridium
Fusobacterium
Prevotella

Pied diabétique

Bacteroides
Porphyromonas
Prevotella

Ostéo-articulaire

Arthrite septique
Ostéomyélite

Bacteroides
Clostridium
Cutibacterium
Fusobaterium
Peptosteptococcus

Arthrite septique sur
prothése

Bacteroides
Cutibacterium

D. LE GENRE BACTEROIDES

Découvert par Veillon et Zuber en 1898, le premier représentant du genre des

Bacteroides est Bacteroides fragilis. |l s’agit de bacilles a Gram négatif appartenant au
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groupe des bactéries anaérobies. Présent dans la flore digestive, il s’agit du genre le
plus fréquemment isolé dans les infections a anaérobie chez I'Homme. C’est

également le plus étudié car relativement facile a cultiver.

1. Taxonomie

PHYLUM Bacteroidetes
CLASSE Bacteroidia Flavobacteriia
ORDRE Bacteroidales Flavobacteriales
FAMILLE Porphyromonaceae Prevotellaceae Bacteroidaceae Tannerellaceae Flavobacteriaceae
\ \ \ \
\ \ \ \
\ \ \ \
GENRE Porphyromonas Prevotella Bacteroides Parabacteoides Capnocytophaga

Figure 2 : Taxonomie bactérienne non-exhaustive des Bacteroidetes

Le genre Bacteroides appartient au phylum des Bacteroidetes, classe des
Bacteroidia, ordre des Bacteroidales, famille des Bacteroidaceae (Figure 2). Aprés de
nombreux remaniements de taxonomie, le groupe Bacteroides fragilis représente
aujourd’hui l'intégralité des Bacteroides connus et comptabilise plus d’'une quarantaine
d’espéces. Récemment, le genre Parabacteroides a été séparé des Bacteroides grace
a 'analyse de ’'ADN codant pour I’ARN ribosomal 16S : les espéces B. distasonis, B.
merdae et B. goldsteinii ont été reclassées en Parabacteroides distasonis, P. merdae
et P. goldsteinii, appartenant a I'ordre des Bacteroidales (27). Une liste non-exhaustive
des espéces de Bacteroides et Parabacteroides est présentée dans le Tableau 4.

Les Bacteroides prédominent dans la flore digestive. Les principales espéces
retrouvées sont: B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. vulgatus, B. uniformis, B.
salyersae, B. ovatus (13,28). Il est a noter également que B. fragilis, B.
thetaiotaomicron et B. ovatus sont les especes anaérobies les plus fréquentes en

infectiologie humaine.
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Tableau 4 : Liste des espéces de Bacteroides et Parabacteroides

Bacteroides Parabacteroides
B. acidifaciens ; B. caccae P. distasonis
B. coprocola ; B. coprosuis P. goldsteinii
B. dorei ; B. eggerthii P. merdae

B. finegoldii ; B. fragilis
B. helcogenes ; B. intestinalis
B. johnsonii ; B. massiliensis
B. nordii ; B. ovatus
B. plebeius ; B. uniformis
B. salyersai ; B. stercoris
B. thetaiotaomicron ; B. pyogenes

B. vulgatus

Les techniques utilisées pour la classification bactérienne sont nombreuses et sont
en perpétuelle évolution, remettant continuellement en cause la nomenclature et la
taxonomie. Basée initialement sur les caractéres biochimiques, le profil de résistance
a certains antibiotiques (vancomycine, kanamycine) et la morphologie des bactéries,
la classification est devenue de plus en plus fine grace a des approches moléculaires
qui permettent d’analyser et comparer des panels de génes précis comme le
Multilocus sequence analysis (MLSA) des Bacteroides spp. reposant sur la
comparaison de cinq genes de ménage (dnad, gyrB, hsp60, recA, rpoB) et 'ARN r16S.
La taxonomie actuelle fait appel au séquengage du génome entier des Bacteroides
avec un calcul direct des taux de GC% de plus de cing millions de paires de bases et
par comparaison des ARN r16S et du MLSA (27,29).

2. Culture et identification

a. Caractéristiques biochimiques et morphologiques

Le groupe B. fragilis se compose de bacille a Gram négatif anaérobies modérés
pouvant se développer dans une atmosphere constituée de 2 a 8 % d’oxygéne (1).
Ces bacilles aux extrémités arrondies sont non-sporulés, non-mobiles, non-pigmentés
et possédent des propriétés glucidolytiques. lIs se différencient des autres anaérobies
par certaines caractéristiques biochimiques : ils sont résistants a la bile, a la
vancomycine, a la kanamycine et a la colistine. Ces caractéristiques morphologiques
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et biochimiques permettent de les différencier des autres bacilles a Gram négatif
anaérobie, comme les Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium ou encore
Leptotrichia (Tableau 5) (11,30).

Tableau 5 : Principales résistances et caractéristiques de bacilles a Gram négatif
anaérobie

Bacteroides
Capnocytophaga
Fusobacterium
Leptotrichia
Prevotella
Porphyromonas

Vancomycine

Kanamycine

Colistine

Bile

Pigmentation noire

Orange : Posséde le caractére — Vert : Ne posséde pas le caractere - V : Variable

Au sein du groupe fragilis, les bacilles présentent des propriétés de dégradation
des sucres, des propriétés biochimiques et des profils de résistance différents. Par
exemple, B. fragilis et B. vulgatus seront indole négatif tandis que B. thetaiotaomicron,
B. ovatus dégradent le tryptophane. Un arbre représentant lidentification des
Bacteroides du groupe fragilis par leurs propriétés glucidolytiques est présenté dans
la Figure 3 (5,31).
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Saccharose Rhamnose
N 0
Tréhalose B. eggerthii * Cellobiose
/\
Salicine B-glucosidase B. fragilis B. massiliensis
+ 0
/\
B. ovatus B. thetaiotaomicron Arabinose
B. coprocola Cellobiose
/\
A
B. nordii a-fucosidase B. plebeius B. vulgatus

T

Salicine B. salyersae

—

B. uniformis B. intestinalis

Figure 3 : Caracteéres d'identification des principaux Bacteroides du groupe fragilis

b. Culture et anaérobiose

La culture des bactéries anaérobies est un travail qui demande une maitrise
parfaite de I'atmosphére dans laquelle les germes pourront se développer. Une
anaérobiose non maitrisée peut aboutir a un retard ou une absence de croissance
bactérienne, voire a une perte définitive de la souche.

Historiquement, ces espéces étaient cultivées en plagant une bougie dans une
jarre ou bien selon la méthode des tubes étanches aux gaz décrite par Hungate et al.
(32). Ces méthodes fastidieuses ont été remplacées par des techniques actuelles plus
simples. Aujourd’hui, I'anaérobiose est assurée par des automates créant des
atmosphéres pauvres en oxygéne (par exemple: Anoxomat®, Bact-R plus®
(Sobioda)) ou bien des sachets a base de charbon actif capable d’absorber I'oxygéne
(Par exemple : Genbag, bioMérieux, France). Des jarres ou des sacs hermétiques
servent alors a enfermer les milieux de culture et maintenir une atmosphére anaérobie.
D’autres systémes plus optimisés existent, il s’agit des chambres d’anaérobiose ou
« boites a gants ». L’'atmosphére est contrélée par un automate injectant un mélange
de gaz dépourvu d’oxygéne. Ces systemes perfectionnés permettent une prise en
charge des échantillons intégralement en anaérobiose et ainsi d'augmenter la chance
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d’isoler les espéces anaeérobies les plus fragiles. L’enceinte de la chambre est
accessible grace a des gants (6,8).

La plupart des germes anaérobies requiérent des milieux de croissance enrichis.
Les Bacteroides sont les germes anaérobies les moins exigeants. Capables de
fermenter des sucres complexes, un milieu contenant des polysaccharides tel de
'amidon, de la pectine ou encore de I'hémicellulose leur conviendra, les sucres
simples ne sont pas nécessaires a leur survie. Une source directe de nitrate et de
sulfure est importante. En effet, les Bacteroides ont une capacité réduite a obtenir les
nitrates a partir des acides aminés et ne peuvent pas réduire les sulfates en sulfures.
Quant a I'hémine, elle n’est pas indispensable a la culture des Bacteroides, mais
accélére trés nettement le temps de croissance. Des milieux de croissance plus
simples peuvent donc suffire a leur croissance. Dans ce cas, le temps de doublement
sera affecté et la croissance bactérienne sera plus lente (33).

Bien que les Bacteroides soient moins exigeants, leur culture est tout de méme
plus longue que celle des germes isolés habituellement au laboratoire. Le temps de
doublement du genre Bacteroides peut étre de 30 a 60 minutes dans un milieu
favorable. Des petites colonies seront formées en 24h et 48h seront requis pour obtenir
des colonies de taille plus conséquente (33,34).

Des milieux enrichis en sang permettent une meilleure croissance des isolats. Les

milieux de cultures sont divisés en deux types : les milieux sélectifs et les non-sélectifs.

Les milieux sélectifs : les infections a germe anaérobies étant polymicrobiennes,
des milieux sélectifs sont utiles pour faciliter leur isolement en primo-culture. Leur
caractére sélectif est obtenu grace a l'incorporation dans les géloses d’antibiotiques
ou des biocides inhibant la pousse des bactéries non désirées (35). Nous pourrons
citer :

- Le milieu Kanamycin-Vancomycin-Lacked Blood (KVLB ou LKV) : sélectif
des bactéries a Gram négatif

- Le milieu Bacteroides Bile Esculin (BBE) : sélectif de Bacteroides fragilis

- Le milieu Tryptone-Soja enrichi en sang et néomycine : limite la croissance
du Staphylococcus aureus et d’'une partie des Enterobacteriaceae

Les milieux non-sélectifs ont pour but de stimuler la croissance des bactéries en
culture pure. L'utilisation de ces géloses nécessite que les souches bactériennes aient
été isolées au préalable. lIs sont utilisés pour déterminer la sensibilité aux antibiotiques
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ou simplement favoriser la croissance bactérienne. Les milieux non-sélectifs les plus
utilisés sont présentés ci-dessous (395) :

- Le milieu Brucella (caséine, peptone, extrait de levure, dextrose, sodium
chloride et bisulfide) enrichi avec 5% de sang de cheval, vitamine K1 et
hémine sous forme de géloses ou bouillon (BBA™ (bioMérieux, France) ou
BBL™ Brucella (BD, Allemagne) sont utilisées pour la croissance des
bactéries anaérobies strictes et autres germes exigeants.

- Le milieu Wilkins-Chalgren (caséine, peptone, extrait de levure, glucose,
gélatine, arginine et pyruvate) enrichi avec 5% de sang de cheval est un
milieu utilisé pour les anaérobies a croissance rapide.

- Les géloses Columbia avec 5% de sang de mouton (COS™, bioMérieux,
France) sont également utilisées pour la croissance des germes exigeants.

Le milieu recommandé actuellement par le Comité de I'Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM) et le Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) pour I'évaluation de la sensibilité aux antibiotiques des bactéries
anaeérobies est un milieu complexe et riche de type Brucella enrichi en sang de cheval,
en vitamine K1 et en hémine (36).

c. ldentification bactérienne

Plusieurs méthodes sont utilisables pour lidentification des bactéries: les
meéthodes phénotypiques conventionnelles, la spectrophotométrie de masse de type
MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time of Flight Mass
spectrometry) et les méthodes moléculaires.

L’aspect a la coloration de Gram, la mobilité ou encore la sporulation, la
morphologie et la pigmentation des colonies, permettent d’orienter l'identification
bactérienne. Les méthodes d’identification conventionnelles sont basées sur la
détermination des caractéeres biochimiques ainsi que le profil de résistance aux
antibiotiques. Les caractéres biochimiques et la sensibilité a certains antibiotiques
clefs peuvent étre déterminés par des galeries d’identification spécifiques aux
anaérobies (Exemple : Galerie APl Rapid 32A, bioMérieux). Elles permettent une
identification allant jusqu’a I'espéce pour le genre Bacteroides (31).

Les méthodes de spectrométrie de masse de type MALDI-TOF MS permettent une
identification rapide et robuste de la majorité des espéces bactériennes anaérobies.

L’identification se fait grace a la comparaison de spectres protéiques extraits des
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isolats bactériens a une bibliothéque de spectres rattachés a des espéces connues. Il
est indispensable de veiller a la qualité de la librairie d’identification (changement
régulier de nomenclature, augmentation du nombre de spectres) afin d’assurer un
résultat le plus fiable possible (37,38).

Enfin les méthodes dites moléculaires consistent a identifier les especes en
analysant certains génes. Deux techniques sont applicables aux Bacteroides :
I'analyse de ’'ADN codant pour ’'ARN ribosomal 16S ou la technique MLSA spécifiques
aux Bacteroides. Ces techniques sont plus longues et colteuses que les deux
précédentes. Elles sont principalement utilisées lorsque les techniques de routine sont
mises en défaut ou bien a des fins de recherche (39).

Aujourd’hui, la méthode la plus utilisée en routine est la spectrométrie de masse
de type MALDI-TOF MS. Les caractéristiques morphologiques et biochimiques ont
toutefois encore leur place pour I'orientation dans l'identification des bactéries.

3. Facteurs de virulence

B. fragilis est le plus commun des germes anaérobies isolés dans les infections a
germes anaérobies chez 'Homme (13). Bien gu’ils soient physiologiquement présents
dans les microbiotes humains et participent a leur bon fonctionnement, comme
digestion des sucres du bol alimentaire, les Bacteroides du groupe fragilis possédent
de nombreux facteurs de virulence qui expliquent leur pathogénicité. Premierement,
ces bactéries possedent des structures leurs permettant d’adhérer aux tissus
epithéliaux (pili, fimbriae, agglutinines, capsule) ; deuxiéemement, elles sont capables
de se protéger et contourner le systéme immunitaire de I'héte grace a leur capsule et
leurs lipopolysaccharides (LPS); troisiemement, elles produisent des enzymes
cytotoxiques pouvant amener a la destruction des tissus les entourant (collagénase,
hyaluronidase) (13,20,40). Certaines souches produisent des entérotoxines qui
détruisent les jonctions serrées de la barriere épithéliale digestive et provoquent des
diarrhées (41).
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4. Résistances naturelles et acquises aux antibiotiques

a. Sensibilité des germes anaérobies aux antibiotiques

Les germes anaérobies sont habituellement sensibles a un grand nombre de
classes d’antibiotiques : incluant les plactamines sauf |'aztréonam et les
céphalosporines de 4°m et 5%me génération, la clindamycine, la rifampicine, le
chloramphénicol. Seules les fluoroquinolones de derniére génération (moxifloxacine,
délafloxacine) sont actives sur les germes anaérobies.

Contrairement a ces molécules, les antibiotiques de la famille des nitroimidazolés
(métronidazole, ornidazole) sont uniquement actifs sur les germes anaérobies, les
seules espéces naturellement résistantes étant les bacilles a Gram positif
aérotolérants (Cutibacterium, Propionibacterium, Actinomyces spp). lls sont donc

rarement utilisés en monothérapie.

b. Sensibilité et molécules antibiotiques de référence dans
les infections a Bacteroides spp.

Les classes d’antibiotiques efficaces sur les Bacteroides du groupe fragilis et
pouvant étre initiées en cas de suspicion d’infection anaérobie sont définies par les
guidelines du CLSI et CA-SFM/EUCAST. La liste principale contient quatre classes
antibiotiques :

- Nitroimidazolés : métronidazole

- PBlactamines : pénicilline avec inhibiteur de pénicillinases (ticarcilline-acide
clavulanique, pipéracilline-tazobactam) et carbapénéme (méropénéme,
imipénéme)

- Macrolides : clindamycine

- Fluoroquinolones : moxifloxacine

Du fait du profil de résistance naturelle des Bacteroides du groupe fragilis décrite
ci-apres, le traitement probabiliste des infections pouvant impliquer les Bacteroides du
groupe fragilis et germes aérobies-anaérobies facultatifs associés, repose sur
l'utilisation d'une Rlalactamine associée a un inhibiteur de pénicillinases en
monothérapie, ou dune céphalosporine de 3°™ génération associée au

métronidazole.
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c. Résistances naturelles

Les Bacteroides du groupe fragilis sont naturellement résistants a plusieurs
familles antibiotiques.

Résistance aux aminosides : comme toutes les bactéries anaérobies strictes, les
Bacteroides présentent une résistance naturelle aux aminosides du fait de I'absence
de chaine respiratoire membranaire. En effet, la chaine respiratoire est nécessaire
pour permettre le transport actif des aminosides dans les cellules bactériennes, au
travers de la membrane cytoplasmique. Sans elle, les molécules ne peuvent atteindre

leur cible ribosomale.

Résistance naturelle aux Blactamines : spécifique du genre Bacteroides, la
quasi-totalité des souches sont résistantes aux aminopénicillines, aux
céphalosporines de 1%, 2"d (céfamandole et céfuroxime) et 3°™e génération. Ceci est
le fait de la production d’'une B-lactamase, chromosomique codée par cepA. Cette
enzyme est particuliére : il s’agit d’'une céphalosporinase inhibée par les inhibiteurs de
pénicillinases. Cette (3-lactamase cepA appartient aux sérine-p-lactamases de classe
A de la classification d’Ambler et al., mais fait en revanche partie des
céphalosporinases a spectre étendu de type 2E de la classification de Bush et al. Son
activité est similaire a celle des cefuroximases retrouvées chez Proteus vulgaris (42).
Il est a noter que cepA n’est pas systématiquement retrouvé dans le génome des
bactéries du groupe fragilis. |l est présent chez 78,9 % a 90 % des Bacteroides du
groupe fragilis en Europe et son taux d’expression n'est pas corrélé a la CMI
(36,43,44).

Hétérogénéité de la résistance aux antibiotiques au sein du groupe fragilis :
le profil de sensibilité aux antibiotiques n’est pas homogéne au sein des espéces du
groupe Bacteroides fragilis, comme le rapporte le Tableau 6 issu de I'étude de
Snydman et al. (2010) faite sur plus de 1000 isolats de Bacteroides du groupe fragilis.
On constate notamment que les CMIso et CMlgo de I'espece B. fragilis pour
I'association pipéracilline-tazobactam sont plus faibles de deux a quatre dilutions par
rapport a celles des autres espéces. Ce constat est également visible avec les CMlsg
de B. vulgatus pour la moxifloxacine qui se situent deux a quatre dilutions au-dessus
de celles des autres membres du groupe. Ces variations de sensibilités sont
également rapportées dans d’autres études (13,45). Les pourcentages de résistance
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aux antibiotiques en fonction des espéces sont également des indicateurs de
I'hétérogénéité des sensibilités : le pourcentage de résistance a la céfoxitine varie
entre 4,1 % des isolats testés pour B. fragilis a 17,9 % pour B. ovatus. De méme, la
résistance aux carbapénemes semble étre plus élevée chez B. uniformis avec 1,7%
des isolats testés résistants contre une quasi-absence de résistance dans les autres

especes.

Tableau 6 : Sensibilités de 1 218 Bacteroides du groupe fragilis isolés de 2005 a 2007
aux Etats-Unis d'aprés Snydman et al. (2010)

Espéce (Nombre d’isolats) FOX TZP IMP MEM CLI MOX
Bacteroides fragilis (650)
CMI gamme (mg/mL) 2-128 <0,25->128 0,125—>16 <0,125-1 <0,5->128 0,125-64
CMlso (mg/mL) 16 0,5 0,25 0,25 1 1
CMlgo (mg/mL) 32 2 0,5 1 128 16
Résistance, (%) 41 0,6 0,3 1,2 23,9 32,1
Bacteroides ovatus (133)
CMI gamme (mg/mL) 8-128 0,5-32 <0,125-8 <0,125-8 <0,5->128 0,5-128
CMlso (mg/mL) 32 4 0,25 0,25 2 4
CMlgo (mg/mL) 64 8 1 1 >128 32
Résistance, (%) 17,9 0 0 0 45,5 38,8
Bacteroides thetaiotaomicron (290)
CMI gamme (mg/mL) 4->128 0,5->128 <0,125-8 <0,125-8 <0,5->128 0,25-64
CMlso (mg/mL) 32 8 0,25 0,25 4 2
CMlgo (mg/mL) 32 16 1 1 >128 32
Résistance, (%) 6.8 0,6 0 0 39,8 33
Bacteroides uniformis (58)
CMI gamme (mg/mL) 2-64 0,5-16 0,25-16  0,125-32 0,5-128  0,5-128
CMlso (mg/mL) 16 2 0,25 0,25 4 8
CMlgo (mg/mL) 32 8 1 1 >128 32
Résistance, (%) 10,2 0 1,7 1,7 49,2 40,7
Bacteroides vulgatus (87)
CMI gamme (mg/mL) 2-64 0,5->128 <0,125-8 0,125-4 <0,5-128 0,25-128
CMlso (mg/mL) 8 4 0,5 0,5 1 16
CMlgo (mg/mL) 32 16 2 2 >128 64
Résistance, (%) 7,4 1,1 0 0 42,6 56,4

Sensibilités interprétées selon les valeurs critiques du CLSI — FOX : céfoxitine, TZP : pipéracilline-tazobactam,
IMP : imipéneme, MEM : méropéneme, CLI : clindamycine, MOX : moxifloxacine
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d. Résistances acquises aux antibiotiques

Des résistances aux antibiotiques de premiere ligne, tel le métronidazole ou la
clindamycine, ont été observées depuis plusieurs années. |l en est de méme pour les
antibiotiques de seconde intention comme les carbapénémes. Les principaux génes
de résistance aux pénicillines, macrolides, métronidazole, quinolones et tétracyclines

sont colligés dans le Tableau 7.

Résistance aux Blactamines. Les Blactamines actives sur les germes anaérobies
jouent un réle majeur dans la prise en charge de ces infections du fait de leur large
spectre incluant les germes aéro-anaérobies facultatifs associés qui sont résistants au
meétronidazole. Du fait de leur résistance naturelle aux céphalosporines, les pénicillines
avec inhibiteurs de pénicillinases ou les carbapénémes seront les Blactamines
recommandées pour les Bacteroides du groupe fragilis. Ces molécules bactéricides
ont pour cible d’action la paroi bactérienne en inhibant la synthése du peptidoglycane.

En plus du géne cepA, qui est naturellement associé au genre Bacteroides,
d’autres génes de résistance aux Blactamines peuvent étre acquis. Le géne cfxA,
confére une résistance a la céfoxitine et aux aminopénicillines de haut niveau, il était
présent chez 17 % des Bacteroides spp. en Europe en 2006. Le gene cfiA est a
'origine de la résistance aux carbapénémes par production d’'une métalloenzyme,
Blactamase de classe B, échangeable par séquence d’insertion. Il est présent chez 1
a 5 % des B. fragilis en Europe. Ces deux génes conférent des résistances

enzymatiques aux Blactamines (11).

Résistance aux MLS (Macrolides Lincosamides Streptogramines). Les
macrolides sont des molécules bactériostatiques de haut poids moléculaire. lls
inhibent la synthese protéique en se fixant sur la sous-unit¢é 50S du ribosome
bactérien.

Les résistances aux macrolides ont été largement étudiées et de nombreuses
familles de génes de résistance sont connues. Chez les Bacteroides spp., les génes
fréquemment rencontrés dans la résistance aux macrolides sont : ermF, linA, mefA et
la famille msr. Ces génes sont responsables de résistance via divers mécanismes :
l'efflux grace a des pompes (mefA, msr), la modification de cible par méthylation
ribosomale modifiant le site de fixation des macrolides (ermF) ou encore la dégradation
enzymatique des macrolides (/inA) (46). Les génes ermF et linA sont les génes

principalement retrouvés dans le cas des résistances aux macrolides chez Bacteroides
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fragilis. Les macrolides, et notamment la clindamycine, ont été largement utilisés pour
traiter les infections a germes anaérobies dés les années 1950. Les résistances sont
aujourd’hui trés répandues en Europe, ou plus de 30 % des souches de B. fragilis
possedent un mécanisme de résistance a la clindamycine (45). La résistance a la
clindamycine peut étre observable sur I'antibiogramme dans certains cas uniquement
aprés 48h d’incubation. Une lecture précoce risque d’engendrer le rendu d’'une fausse
sensibilité (36).

Résistance au métronidazole. Le métronidazole est I'antibiotique de référence a
activité anti-anaérobies. Il s’agit d’'une prodrogue qui est activée grace a des donneurs
d’électrons intracellulaires présents uniquement chez les bactéries anaérobies et chez
certains protozoaires. Les dérivés actifs du métronidazole ont pour cible I'ADN
bactérien. lls entrainent des ruptures simples et doubles brins qui perturbent sa
réplication, ce qui va conduire a la mort cellulaire bactérienne.

Les résistances au métronidazole sont rares mais semblent en augmentation
depuis le début des années 1980. Elles représentaient 1 a 4 % des souches de
Bacteroides du groupe fragilis en Europe en 2010, en fonction des études (45,47),
contre une quasi absence au début des années 1980 (48). Plusieurs mécanismes sont
connus : pompes d’efflux et nitroréduction. Dans certains cas, aucun mécanisme n’a
encore été identifié. De maniére générale, la résistance via les génes nim A-I, est la
plus fréequente. Cette famille de génes est a l'origine de la synthése d’une enzyme
nitro-imidazole réductase, capable de réduire les groupes nitrés et ainsi de les rendre
non toxiques (49). Ces genes peuvent étre chromosomiques ou plasmidiques, et donc
échangeable de Bacteroides a Bacteroides. lls sont proches les uns des autres avec
plus de 70 % d’homologie. |l est également a noter, que plusieurs études ont mis en
évidence que la présence de gene nim dans le génome des Bacteroides spp. n’était

pas systématiquement synonyme d’augmentation des CMI au métronidazole (50).

Résistance aux fluoroquinolones. Les quinolones ont pour cible d’action 'ADN
gyrase et la topoisiomérase IV. Leur mécanisme d’action est l'inhibition de ces
enzymes, ce qui entraine des erreurs de réplication et un fort taux de mutation sur
’ADN. Seul la moxifloxacine a une activité importante sur les germes anaérobies. En
2006, les résistances aux quinolones en Europe, notamment a la moxifloxacine
dépassaient les 10 %. Plusieurs mécanismes sont en cause : i) la mutation de cible
(mutation au niveau de gyrA), Il) les pompes d’efflux (par exemple présence de bexA
codant pour une pompe de type MATE (Multidrug And Toxic compound Extrusion)). A
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noter que chez B. thetaiotaomicron, I'hyperexpression de bexA est constitutif et

confere une résistance naturelle bas niveau aux fluoroquinolones (11,13). Le géne

bexA peut également étre retrouvé chez d’autre espéce.

Résistance aux tétracyclines. Les tétracyclines sont des molécules qui ont été

largement utilisées dans les années 1950 a 1970. Leur cible d’action est le ribosome

ou elles empéchent I'élongation de 'ARN. Des génes résistances aux tétracyclines

sont également connus. Dans le groupe fragilis, elles sont principalement dues a tetQ,

qui confere une protection ribosomale empéchant la liaison de la molécule a son site

ribosomal (13).

Tableau 7 : Génes impliqués dans la résistance aux antibiotiques dans le groupe B.

fragilis.
Molécules
Génes principalement Mécanismes Sources
touchées

o Enzymatique
CfxA Ceéfoxitine Céphalosporinase (51)

, . Enzymatique
cfiA Carbapénémes Métalloenzyme (51)

Pénicillines A Enzymatique
cepA Céphalosporines Céphalosporinase (44)

ermB, ermF, Méthylation de la cible

ermG MLS ribosomale (ARN 23s ou 50s) (46)

, Enzymatique
linA MLS O-nucleotidyltransférase (46)
mefA, msrSA MLS Efflux : pompe (46)

. . . Enzymatique
nim Métronidazole 5-nitroimidazole réductase (49)
bexA Quinolones Efflux : pompe MATE (43)

. Modification de cible : Mutation

gyrA Quinolones de GyrA (52)
tetQ Tétracycline Protection ribosomale (13)

MLS : Macrolides Lincosamides Streptogramines
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E. METHODES D’EVALUATION DE LA SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES DES
GERMES ANAEROBIES

1. Définitions

L’antibiogramme est une méthode qualitative, qui permet de déterminer le profil de
sensibilité aux antibiotiques des bactéries isolées en culture pure. Cet outil est
essentiel en médecine anti-infectieuse car il permet d’optimiser les traitements
antibiotiques et de les adapter en cas de résistance.

Quelle que soit la méthode, I'antibiogramme a pour objectif d'évaluer la
Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) d’un ou plusieurs antibiotiques sur un isolat
bactérien. La CMI est définie comme la plus faible concentration d’antibiotique inhibant
la croissance bactérienne dans des conditions d’'inoculum et de culture standardisées.
Si on s’intéresse a une collection de souches, la CMIso est la concentration minimale
inhibitrice médiane et la CMlgo la concentration d’antibiotique qui inhibe la croissance
de 90 % des souches. Les méthodes actuellement utilisées dans les laboratoires pour
évaluer la CMI d’une souche vis a vis d’un antibiotique sont la diffusion en milieu solide
(disques ou bandelettes chargées d’'un gradient d’antibiotique) et la microdilution en
milieu liquide.

Apres mesure de CMI, il est possible de définir si les souches sont sensibles (S),
sensibles a forte posologie (I) ou résistantes (R) en fonction des concentrations
critiques définies par des données PK/PD et d'efficacité clinique. Ces techniques
fournissent donc un résultat qualitatif (S, I, R) a partir de données quantifiables (CMIs
approchées en milieu liquide ou par méthode de E-test, ou diamétre d’inhibition par la
meéthode de diffusion en gélose).

Differentes méthodes existent pour mesurer la sensibilité aux antibiotiques. La
meéthode de référence pour les germes a croissance aérobie est la macrodilution en
milieu liquide. Pour les germes anaérobies, il s’agit de la dilution en milieu gélosé
solide. Ces méthodes de détermination des CMI ne sont pas utilisables en routine du
fait de leur lourdeur, et des alternatives ont été développées. Pour la méthode de
diffusion des disques en gélose, il s’agit des diamétres d’inhibition de croissance. Pour
la microdilution en milieu liquide ou la méthode E-test, il s’agit de CMIs approchées.
Dans tous les cas, comme pour toute méthode de mesure, les méthodes utilisées en

routine sont soumises a des erreurs ou imprécisions qui doivent étre connues.

33



2. Méthode de référence : la dilution en milieu solide

La technique utilisée comme référence pour les germes anaérobies est la dilution
en milieu solide, inventée en 1959 par Edward Steers. Il s’agit d’'une méthode manuelle
de détermination de CMI en dilution en milieu solide. Cette technique est longue,
fastidieuse et ne peut pas étre réalisée en routine. Elle est essentiellement pratiquée
par des centres de référence et a visées de recherche. La technique est la suivante :
des géloses sont additionnées d’antibiotiques a des concentrations croissantes, pour
constituer une gamme d’au moins dix dilutions par molécule a tester. Chaque boite est
ensuite inoculée avec un ensemenceur multiple de type Steers ou 30 a 100 souches
pourront étre évaluées en simultané, en fonction du modéle d’ensemenceur. La lecture
se fait gélose par gélose et la CMI est définie a la premiére gélose ou la croissance
bactérienne disparait (53).

L’inconvénient majeur de cette technique est le temps de réalisation : les géloses
enrichies en antibiotique sont préparées manuellement, extemporanément et une
dizaine de boites de pétri seront nécessaires pour I'évaluation de chaque molécule.
L’avantage réside dans la capacité de tester plusieurs dizaines de souches par gélose

grace a 'ensemenceur multiple.

3. Méthodes corrélées a la méthode de référence

Plusieurs techniques pour déterminer la sensibilité aux antibiotiques sont utilisées
dans les laboratoires de microbiologie en routine. Deux techniques seront
développées dans cette thése: I'antibiogramme par diffusion et les CMI par

microdilution en milieu liquide.

a. Diffusion en milieu gélosé

Cette méthode est simple et manuelle. Elle consiste a déposer des disques
imprégnés d’'une molécule antibiotique sur une gélose préalablement inoculée avec
une suspension bactérienne calibrée. Aprés une incubation a 35+2°C, le profil de
sensibilité aux antibiotiques est ensuite déterminé en mesurant le diameétre d’inhibition
de la croissance bactérienne autour des disques. lls sont interprétés selon des
diametres critiques de référence définis par le CA-SFM/EUCAST (36).

Cette technique a pour avantage d’étre peu colteuse et facilement réalisable en
routine de laboratoire. Sa limite principale est la lecture qui est dépendante du lecteur
et de la qualité de I'inoculum bactérien initial. La diffusion est la technique utilisée en

premiére intention au CHU de Caen pour les germes anaérobies.
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b. Microdilution en milieu liquide

Les techniques de mesure des CMI par microdilution en milieu liquide sont
considérées comme plus précises et sont relativement récentes pour les anaérobies.
Elles peuvent étre manuelle ou semi-automatique si la lecture se fait par
spectrophotométrie ou turbidimétrie. Les antibiotiques sont dilués dans du bouillon de
culture dans des plaques de 96 puits. L’inoculation se fait avec des suspensions
bactériennes calibrées et la lecture est réalisée a 24 ou 48h d’'incubation. La CMI est
définie par le premier puits qui ne présente pas de croissance bactérienne pour la
molécule. Les plaques utilisées pour la pratique courante sont des plaques
commercialisées, permettant de balayer un panel réduit, mais ciblé de molécules
utilisables en médecine. La lecture peut étre simplifiée grace a I'utilisation de lecteur
de plaque.

L’avantage de cette technique est la facilité de lecture des CMI, plus franche que
la lecture de diamétre par la technique de diffusion. Le principal inconvénient est le
colt de cette technique, faisant que seules les souches présentant des résistances ou
un profil inhabituel seront testées avec cette méthode. Les méthodes en microdilution
ne sont a I'heure recommandées que pour tester les Bacteroides du groupe fragilis et
sont considérées comme équivalentes a la méthode de dilution en milieu gélosé par
le CLSI.

c. E-test

La méthode consiste a déposer une bandelette chargée en antibiotique, dont le
gradient de concentration augmente sur sa longueur, sur une gélose préalablement
inoculée comme pour un antibiogramme par diffusion de disques. La CMI est lue a 48
h (CASFM) et correspond au point de contact entre la bandelette et la base de I'ellipse

de croissance du film bactérien.

4. Recommandations actuelles pour la réalisation de

I’'antibiogramme des Bacteroides spp.

Deux référentiels principaux sont utilisés pour définir les bonnes pratiques de
réalisation et d’interprétation des antibiogrammes. En France, jusqu’a 2013, le
référentiel national était celui du CA-SFM (Comité de I'’Antibiogramme de la Société
Francaise de Microbiologie). A partir de 2014, le CA-SFM a adopté le référentiel

européen de 'EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing),
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avec certaines adaptations devenant le CA-SFM-EUCAST (36). Le second référentiel
est le référentiel américain, le CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (54).

Il est a noter que les recommandations d’antibiogramme pour évaluer la
susceptibilité des bactéries anaérobies strictes dispensées par le CA-SFM/EUCAST
ont évolué entre I'année 2013 et 2020. En 2013, la liste standard et complémentaire
de molécules a tester, pour les germes anaérobies, comprenait 21 molécules et a été
réduite a 13 molécules en 2020 (https://resapath.anses.fr/resapath_uploadfiles
[files/Documents/2013_CASFM.pdf). Ainsi, les céphalosporines, les macrolides sauf
la clindamycine, le linézolide et une partie des pénicillines ont disparu. Des
changements dans les charges des disques ont été également faits: pour le
meétronidazole, changement de 16 uyg a 5 ug et pour la pipéracilline-tazobactam,
changement de 75/10 pg a 30/6 pg. Pour le contréle interne de qualité des méthodes
utilisées, une souche de référence B. thetaiotaomicron (ATCC 79741) est
recommandée et des valeurs cibles de sensibilité aux antibiotiques définies. Les
valeurs seuils pour la cefoxitine ont par ailleurs disparu entre les deux versions et
celles de I'imipénéme ont été remaniées avec une réduction de la CMI critique haute
passant de 8 a 4 mg/L.

La liste des molécules présentée dans le Tableau 8 est celle applicable a toutes
les bactéries anaérobies, Gram positif et négatif confondu. Dans le cas des
Bacteroides du groupe fragilis, 'amoxicilline et la vancomycine ne sont pas des
antibiotiques dont le résultat est nécessaire.

Recommandations du CLSI : Le référentiel américain définit deux techniques
d’antibiogramme applicables aux bactéries anaérobies : la dilution en milieu solide et
la microdilution en milieu liquide. Les recommandations sont les suivantes :

- la dilution en milieu gélosé pour tous les anaérobies en utilisant une gélose
Brucella additionnée d’hémine (5 ug/mL), de vitamine K1 (1 ug/mL), et de 5 % de sang
de mouton laqué

- pour le groupe des Bacteroides fragilis uniquement, le CLSI recommande la
microdilution en milieu liquide avec le bouillon Brucella supplémenté d’hémine (5
pug/mL), vitamine K1 (1 pg/mL), et sang de mouton laqué (5 % v/v).

L'inoculum est réalisé avec une suspension bactérienne équivalent a 0,5
McFarland pour obtenir 105 UFC par spot en dilution en gélose et 106 UFC/mL en
microdilution en milieu liquide. La durée d’incubation est de 46 a 48h pour la
microdilution et de 42 a 48h pour la dilution en milieu solide a 36°C + 1°C, en
atmosphére anaérobie.
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Recommandations actuelles du CA-SFM/EUCAST : Les recommandations

milieu liquide et la dilution en milieu solide.

européennes sont les mémes que celles émises par le CLSI pour la microdilution en

Cependant, Le CA-SFM/EUCAST ne précise pas que la microdilution n’est

applicable que sur le groupe Bacteroides fragilis et propose également la méthode par
diffusion en milieu solide. Le milieu utilisé est la gélose Brucella additionnée de
vitamine K1 (1 mg/L), d’hémine (5 mg/L) et de 5 % de sang de mouton. L’inoculum est
de 1 McFarland en bouillon Schaedler ou Brucella. L’incubation se fait en atmosphére
anaeérobie a 35 £ 2°C, 24 a 48 + 4h. Pour la clindamycine, la lecture doit se faire aprés
48h d’incubation.

Les bactéries anaérobies sont des germes difficilement cultivables, nécessitant

Tableau 8: Liste des antibiotiques et charge des disques a tester pour les germes

Aussi I'antibiogramme en sera tout autant complexifié.

anaérobies, a Gram positif et négatif, selon le CA-SFM 2013 et 2020

CASFM 2013 CASFM/EUCAST 2020
Molécules Charge Molécules Charge
(ng) (ng)
Standards
i Amoxicilline 25
.A.WOX'C'”'”e 25 Amoxicilline-clavulanate 20/10
Amoxicilline-clavulanate 20/10 A
L Pipéracilline-tazobactam 30/6
Imipéneme 10 T
o Imipéneme 10
Céfoxitine 30 . .
. ! Métronidazole 5
Métronidazole 16 —_
i . Clindamycine 2
Clindamycine 2 Moxifl .
Vancomycine 30 oxitioxacine v
Vancomycine 30
Complémentaires
Ticarcilline ou Pipéracilline 75
Ticarcilline / clavulanate 75/10
ou
Pipéracilline / tazobactam 75/10
Céfotaxime 30 Ertapéneme 10
Spiramycine 100 apene
A , Tigécycline 15
Pristinamycine 15 A
- . Linézolide 30
Tigécycline 15 . -
=0 Rifampicine 30
Linézolide 30 Chloramphénicol 30
Chloramphénicol 30 P
Colistine 10
Ofloxacine 5
Moxifloxacine 5
Rifampicine 30

des milieux enrichis, une atmosphére contrdlée et un délai de croissance plus long.
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OBJECTIFS

Face a 'augmentation croissante de la résistance aux antibiotiques des bactéries
anaérobies, la caractérisation précise du profil de susceptibilité des isolats in vitro et
la mise en évidence des mécanismes impliqués sont indispensables pour adapter
I'antibiothérapie de fagon optimale et surveiller leurs évolutions.

L’'objectif principal de ce travail était d’évaluer la fiabilité des méthodes
d’antibiogrammes facilement réalisables en routine au laboratoire, sur une collection
d’isolats cliniques européens de Bacteroides du groupe fragilis ayant acquis un ou
plusieurs mécanismes de résistance en comparaison a la méthode de référence, la
dilution en milieu solide de type Steers. Les différentes méthodes évaluées étaient : i)
la diffusion sur milieu solide, ii) la microdilution en milieu liquide, avec I'évaluation de
deux kits commerciaux, le Sensititre™ ANAEROS3 (ThermoFisher Scientific, USA) et
le Micronaut-S™ Anaerobes MIC (Bruker, Allemagne). Les catégories cliniques (S/I/R)
de chaque antibiotique pour chaque souche ont été ensuite comparées aux résultats
obtenus par la méthode de référence en utilisant la méthode des taux de concordance.

Les objectifs secondaires étaient de décrire I'épidémiologie clinique et le niveau de
résistance actuel des Bacteroides du groupe fragilis isolés au CHU de Caen, et
d’évaluer la corrélation génotype-phénotype de la résistance sur la collection de

souche européenne utilisée.
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MATERIEL ET METHODE

A. EPIDEMIOLOGIE CLINIQUE ET RESISTANCE ACTUELLE DES BACTEROIDES
DU GROUPE FRAGILIS AU CHU DE CAEN

Une extraction informatique de tous les Bacteroides du groupe fragilis, isolés au
laboratoire de microbiologie du CHU de Caen sur les années 2018 et 2019, a été faite
via le logiciel TD NexLabs® (TechniData, France). Les especes, les infections
associées et le profil de sensibilité des isolats ont été colligés afin de déterminer
I'épidémiologie globale du CHU. La sensibilité des souches était évaluée en routine
par la méthode de diffusion en milieu solide et interprétée selon les valeurs du CA-
SFM de 2013. Les données de sensibilité pour les associations amoxicilline-acide
clavulanique et pipéracilline-tazobactam ainsi que pour le métronidazole, la

clindamycine et 'imipénéme ont été relevées.

B. COLLECTION DE SOUCHES

Pour évaluer au mieux la fiabilité des méthodes testées, une sélection de souches
cliniques résistantes a été constituée au CHU de Caen. Plusieurs souches ont été
envoyees par les centres hospitaliers universitaires de Toulouse, Strasbourg,
Groningen (Pays-Bas) et Odense (Danemark). Les souches étaient conservées a -
80°C en bouillon glycérolé. Les isolats sélectionnés pour ce travail étaient des
Bacteroides du groupe fragilis, ayant des résistances acquises a au moins une classe
antibiotique (métronidazole, macrolide, pénicilline avec inhibiteur de pénicillinases ou
carbapénéme). Au total, 54 souches cliniques de Bacteroides du groupe fragilis ont
éteé testées pendant cette thése. La collection de souches était ainsi composée de 41
B. fragilis, 7 B. thetaiotaomicron, 3 B. vulgatus, 2 B. ovatus, 1 B. salyersiae et 1 B.
uniformis.

La souche de controle utilisée était TATCC 25285 de Bacteroides fragilis. Cette
souche nous a permis de valider la reproductibilité de nos antibiogrammes. Elle a
également été utilisé comme témoin négatif pour la caractérisation génétique de la
collection. En effet, cette souche posséde uniquement un géne de résistance cepA
produisant une céphalosporinase de faible activité, sans autre gene de résistance
associé (55).

Les souches ont été envoyées par les laboratoires détenteurs dans des milieux de

transport protégeant les germes anaérobies. Les kits utilisés étaient: eSwab™
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Regular (Copan, Italie) ou Sigma Transwab™ (MWE, Royaume-Uni). Tous les envois
ont été réceptionnés dans les 48h. Au laboratoire du CHU de Caen, les écouvillons
de transport étaient déchargés sur des géloses Columbia et incubés 24 a 48h en
atmosphére anaérobie. Aprés confirmation de lidentification, les souches ont été
souchées et conservées en BHI glycérolé a -80°C.

Certaines souches transmises (Laboratoires Danois et Hollandais) étaient déja
caractérisées en matiére de génes de résistance aux antibiotiques (cepA, cfxA, cfiA,
ermF, ermB, mefA, nim). Ces souches nous ont servi de témoins positifs lors des PCR
d’identification des génes de résistances. Les profils génétiques de ces souches sont
présentés dans I’Annexe 1.

C. CULTURE DES SOUCHES DE B. FRAGILIS
1. Milieux de culture

Les souches de Bacteroides ont été systématiquement repiquées a partir des
aliquots congelés sur gélose au sang Columbia. Pour la réalisation des
antibiogrammes, les milieux Brucella, gélose et bouillon et Wilkins-Chalgren en
bouillon ont été utilisés selon les recommandations du CASFM ou des industriels pour

la microdilution en milieu liquide (Sensititre™ et Micronaut-S™).

2. Anaérobiose

La culture en anaérobiose a été réalisée en jarres hermétiques et transparentes
(Mart Microbiology BV, Pays-Bas). Un mélange de gaz est injecté dans les jarres par
I’Anoxomat® Mark Il (modéle AN2CTS, Mart Microbiology BV, Pays-Bas).

Le systéeme Anoxomat® est un systéme simple, rapide et efficace, capable de
créer des atmosphéres a taux réduit en oxygéne. Le principe est le suivant: les
cultures sont introduites dans une jarre hermétique dans un portoir de rangement avec
un catalyseur. Une fois la jarre convenablement fermée, '’Anoxomat® est relié a une
valve présente sur le couvercle de la jarre via un tuyau transportant les gaz. Différents
modeéles de portoirs existent afin de pouvoir contenir des boites rondes, carrées ou
encore des plaques de culture.

Dans un premier temps, 'automate fait le vide dans la jarre afin de réduire le taux
d’oxygéne. Dans un second temps, il injecte un mélange de gaz prédéfini. Le mélange
utilisé est composé de : 0,2 % d’O2, 5 % de CO2, 9,9 % de H2 et 84,9 % de No. Ce

cycle vide-remplissage est répété trois fois afin d’assurer un taux minimal en oxygéne.
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Des tests de qualité d’étanchéité et de catalyse sont effectués par 'automate et des
tests d’anaérobiose sont faits manuellement avec des bandelettes de controle (Anaer
Indicator®, bioMérieux, France). Le catalyseur a pour réle d’éliminer les traces
d’oxygéne et de maintenir le taux d’oxygéne faible. Il s’agit de sachet de granules de
palladium réagissant avec I'oxygéne. Il doit étre régénéré apres chaque utilisation par

chauffage a 100°C pendant une heure.

D. METHODE D’IDENTIFICATION BACTERIENNE

Toutes les identifications ont été confirmées par technologie MALDI-TOF MS
Microflex (Bruker, Allemagne) dés le premier repiquage. Cette technologie permet une
identification rapide et simple des isolats en trois étapes : I'ionisation des protéines
bactériennes par un laser, l'analyse des fragments protéiques ionisés par
spectrophotométrie de masse et enfin 'analyse du spectre obtenu.

Les souches pures de Bacteroides spp. ont été déposées sur les cibles d’'une
plaque d’identification MALDI-TOF MS puis recouverte d’'une solution appelée
“matrice”. La matrice, une fois cristallisée, permet d’assurer l'ionisation des protéines
bactériennes lorsque le laser vient frapper le dépét. Les fragments protéiques ionisés
obtenus sont ensuite analysés par un spectrophotométre de masse qui établit un
spectre protéique en fonction de la masse et la charge des fragments ionisés (m/z).
L’identification est obtenue par comparaison informatique automatisée du spectre
obtenu a ceux d'une bibliothéque de spectre d’espéces bactériennes (56). Le systeme
Bruker fournit alors un score qui permet d’évaluer la fiabilité de [lidentification
bactérienne obtenue.

Cette technique est simple, mais nécessite des souches fraiches en culture pure.
Pour chaque souche, l'identification a été faite jusqu’au rang de I'espéce avec un score
répétable et supérieur a 2.

E. DETECTION DES GENES DE RESISTANCES PAR AMPLIFICATION GENIQUE
(PCR)

La recherche des génes de résistance a différentes familles antibiotiques a été
réalisée par amplification génique ou Polymerase Chain Reaction (PCR) en point final

puis révelation par migration sur gel d’agarose.
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1. Genes recherchés et amorces

Une liste non-exhaustive des genes de résistance connus chez les Bacteroides
spp. a été recherchée. Ces génes correspondent a ceux principalement retrouves
dans ce genre en Europe et dont 'augmentation est observée depuis plusieurs
années. Des amorces spécifiques a chaque géne ont été choisies d’aprés I'étude de
Eitel et al. réalisé en 2013 (43). Au total 11 génes de résistance ont été recherchés,
touchant les Blactamines (cepA, cfxA, cfiA), les macrolides (msrSA, mefA, linA, ermB,
ermF, ermG), le métronidazole (nim) et les quinolones (bexA). Le géne msrSA
appartient a la famille de pompe d'efflux msr notamment retrouvée chez les
Staphylococcus spp. |l présente une forte homologie avec les autres alléles de la
famille msr. La séquence des amorces et les programmes d’amplification sont

présentés dans 'Annexe 2.

Les amorces utilisées étaient spécifiques des génes recherchés a I'exception des
amorces du géne nim ou un unique couple a été utilisé pour détecter ses différents
alléles. Pour vérifier la capacité de ces amorces a s’hybrider avec les génes nim, un
alignement des séquences nucléotidiques des 14 alléles de nim (nim A a J), décrit
dans la base de données Center for Genomic Epidemiology, a été fait contre les
amorces utilisées. Le résultat de I'alignement pour chaque alléle est présenté dans le
Tableau 9 . On constate que le couple d’amorces ne s’hybride pas ou trés peu avec

les alléles nimJ, nimC, nimD ainsi qu’un variant de nimE.
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Tableau 9 : Résultats de I'alignement des différents génes nim avec les amorces

« universelles »

Alignement avec BLAST® de I'amorce en sens forward avec les séquences nucléotidiques des

14 alléles de nim

Géne Référence Mas)gmzm Total Score Couverture  Expert Value Idt(a;)t)lte
nimE AJ244018 48.1 48.1 92% 4,00E-10 100.00
nimE AJ515145 48.1 48.1 92% 4,00E-10 100.00
nimH KX576455 48.1 62.4 100% 4,00E-10 100.00
niml FJ940883 48.1 91.2 92% 4,00E-10 100.00
niml FJ940884 48.1 91.2 92% 4,00E-10 100.00
niml FJ940886 48.1 91.2 92% 4,00E-10 100.00
niml FJ940887 48.1 91.2 92% 4,00E-10 100.00
niml FJ940889 48.1 91.2 92% 4,00E-10 100.00
nimA X71444 40.1 54.5 76% 1,00E-07 100.00
nimE AM042593 38.2 38.2 88% 4,00E-07 95.65

nimB X71443 32.2 46.6 100% 2,00E-05 91.67

nimD X76949 32.2 46.6 92% 2,00E-05 91.67

nimC X76948 20.3 51.0 96% 0.090 100.00
nimJ NZ_JH815495 20.3 53.0 57% 0.090 92.86

Alignement avec BLAST® de I'amorce en sens reverse avec les séquences nucléotidiques des

14 alléles de nim

Géne Référence Mas)gmzm Total Score Couverture  Expert Value Idt(a;)t)ité
nimEe AJ244018 30.2 30.2 100% 8,00E-05 91.30
nimEe AJ515145 30.2 44.6 100% 8,00E-05 91.30
nimH KX576455 30.2 44.6 100% 8,00E-05 91.30
niml FJ940889 30.2 64.9 100% 8,00E-05 91.30
nimA X71444 243 24.3 86% 0.005 90.00
niml FJ940883 223 57.0 100% 0.019 93.33
niml FJ940884 223 57.0 100% 0.019 93.33
niml FJ940886 223 57.0 100% 0.019 93.33
niml FJ940887 223 57.0 100% 0.019 93.33
nimB X71443 20.3 20.3 60% 0.075 92.86
nimJ NZ_JH815495 16.4 30.7 65% 1.2 100.00
nimD X76949 14.4 14.4 30% 4.6 100.00
nimC X76948 - - - - -
nimE AMO042593 - = = = =

Maximum Score : le score d'alignement entre les séquences le plus élevé, calculé en prenant en compte les

concordances entre les nucléotides, les mismatches et les gaps.

Total Score : la somme des scores d'alignement de tous les segments d'une méme séquence de sujets.

Couverture : le pourcentage de la longueur de la séquence nucléotidique qui est incluse dans les segments

alignés.

Expert value : Test statistique de probabilité d’alignement des séquences. La valeur E devrait étre trés proche de

zéro.
Identité : pourcentage d'identité le plus élevé entre segments alignés.
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2. Extraction de ’ADN bactérien

L’ADN bactérien a été extrait avec la solution InstaGene Matrix™ (Bio-Rad, Etats-
Unis). Des colonies, préalablement cultivées 24 h sur gélose Columbia, ont été mises
dans 200 pl de solution InstaGene™ en microtubes DNAfree. Les tubes ont été placés
30 a 45 minutes au bain-marie a 56°C puis 8 minutes a 96°C. Une fois le chauffage
terminé, les aliquots ont été centrifugés 1 minute a 14 000 tours/minute. Les
surnageants ont été conservés a -20°C.

La quantification de la quantité d’ADN et la vérification de la qualité de I'extraction

a été faite avec le Nanodrop One (ThermoFisher, Etats-Unis) pour chaque extrait.

3. PCR

Des PCR en point final ont été réalisées pour déterminer la présence des génes
d’intérét. L’amplification a été faite avec le MasterMix DreamTaq green (ThermoFisher,
Etats-Unis) contenant la DreamTaq ADN polymérase, des désoxyribonucléotides tri-
phosphate (dNTPs), du chlorure de magnésium et un tampon coloré en vert. La
préparation du Mix final est rapportée dans le Tableau 10. Les réactions de PCR se
sont déroulées selon les programmes décrits dans ’Annexe 2 avec le thermocycleur
T100™ de BioRad (Etats-Unis).

Tableau 10 : Mix pour PCR classique

Mix Volume (1 échantillon)
Amorce Forward (20 pmol) 1L
Amorce Reverse (20 pmol) 1L
MasterMix DreamTaq green™ 6,25 uL
Eau DNA free 2,25 uL
Extrait ’ADN 2L
Total 12,5 L

Une migration par électrophorése des produits d’amplification a été ensuite
réalisée sur gel d’'agarose a 2 % tamponné par du TRIS Acétate EDTA (TAE) et
additionné de bromure d’éthidium (BET). La lecture du gel se fait sous lumiere ultra-
violette. Le QuickLoad ® 100bp DNA ladder (BioLabs, Etats-Unis) a été utilisé comme
marqueur de poids moléculaire. Pour neuf des génes recherchés, un témoin positif
était inclus dans les séries de PCR. Pour deux des génes (linA et msrSA), aucun
témoin positif n’était disponible au laboratoire. Les produits d’amplification pour ces
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deux génes, ont été envoyés pour séquengage afin de confirmer leur présence. Les
séquences des amplicons ont été comparées a la base de données « ResFinders »
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) pour confirmer l'identité des génes.

F. METHODES D’ANTIBIOGRAMMES

La sensibilité aux antibiotiques a été déterminée par quatre méthodes au cours de
ce travail de thése. La méthode en diffusion et deux méthodes de microdilution en
milieu liquide ont été comparées a la méthode de référence. La liste des molécules
évaluées varie d’'une méthode a l'autre (Figure 4). Les méthodes industrielles de
microdilution en milieu liquide sont pan-genre, certaines molécules ne présentent donc
pas d’intérét pour le genre Bacteroides. L’ampicilline ou amoxicilline, I'amoxicilline-
acide clavulanique, la pipéracilline-tazobactam, I'imipénéme, la clindamycine et le

meétronidazole sont les seules molécules communes aux quatre méthodes.

Figure 4 : Liste des molécules testées par chacune des méthodes

Diffusion Sensititre™ Micronaut-S™ Steers
(ng) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Antibiotiques

Péniciline G 0,06-8 0,06-8

Amoxiciline ou Ampiciline | 25 | 0253 0,06-8 0,125- 64
Amoxiciline/Acide clavulanique 20/10 0,25/12- 32/16 | 0,5/0,25 - 64/32 | 0,125/0,06 - 64/32
Pipéraciline s | 16-128 | 05-256
Pipéraciline/Tazobactam 750 | 16128 1/4 - 128/4 0,5/4 - 256/4
Ertapéneme 0,125- 16

Meropenéme | 05-64 0,06 - 32
Cefoxitine | 0 | o5-e 0,5 - 256
Clindamycine | 20 | o5-e 0,06-8 0,125- 64
Erythromycine ‘ 1-128

Métronidazole | 1w | o053 0,25 - 32 0,125- 64
Moxifloxacine ‘ 0,12-8 0,06 -8 0,03 - 64
Tétracycline ‘ 2-16

Doxycycline | 0125-16

Chloramphénicol 30 2-16 0,25 - 64

Pour la diffusion, la charge des disques (ug) est indiquée. Pour les autres méthodes, les gammes de
concentration (mg/L) testées au sein des systémes sont indiquées.
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1. Méthode de référence : dilution en milieu solide par Steers

La dilution en milieu solide est la technique de référence pour la détermination de
CMI des germes anaérobies recommandée par la FDA (Food and Drug Administration)
et reprise par le CLSI et la CA-SFM/ EUCAST. Elle est utilisée par les centres de
référence et permet d’évaluer avec fiabilité la sensibilité de plusieurs souches
bactériennes simultanément. La technique est longue, toutes les géloses contenant
des concentrations croissantes de chaque antibiotique sont tout d’abord préparées
manuellement, chacune d’entre elle correspondant a un point de gamme (53).

Cette technique demande [I'utilisation d’'un ensemenceur multiple de type Steers
(Figure 5). L'automate disponible au CHU est le modele Denley Multipoint Inoculator
(Denley, Angleterre). L’appareil est composé d’un bloc de tiges d’'un diamétre de 2 mm
et d’'un moteur électrique commandé par une pédale.

Une impulsion sur la pédale va déclencher un cycle d’ensemencement en deux
étapes. Dans un premier temps, les tiges vont plonger dans les cupules d’'une plaque
a 96 puits contenant chacune une suspension bactérienne différente calibrée a une
densité optique de 0,5 McFarland. Dans un second temps, le bloc de tiges ira se
positionner a la surface de la gélose pour déposer environ 1 ul de suspension
bactérienne. L’'opération est répétée pour chaque gélose a ensemencer. Le bloc de
tiges est stérilisé par bain d’éthanol et est flambé avant utilisation.

Les suspensions bactériennes (une par souche) ont été préparées en sérum
physiologique a une densité optique de 0,5 McFarland, puis déposées dans une
plaque de 96 puits en suivant un plan défini.

Les géloses ont été préparées extemporanément afin de réaliser une gamme de
dilutions de dix points, soit dix géloses par antibiotique a tester. Les antibiotiques testés
étaient I'amoxicilline, I'association amoxicilline-acide clavulanique, la pipéracilline,
I'association pipéracilline-tazobactam, la céfoxitine, I'imipénéme, le méropénéme, la
clindamycine, métronidazole et la moxifloxacine (Figure 4). Les solutions
d’antibiotiques diluées de deux en deux en eau distillée ont été incorporées au 1/10%m®
dans le milieux gélosés Brucella encore en fusion (56°C) pour obtenir les
concentrations finales souhaitées.

Apres refroidissement, les géloses ont été ensemencées par ordre croissant de
concentration en antibiotiques. Entre chaque série de géloses additionnées en
antibiotique, une gélose sans antibiotiques était ensemencée comme contrble positif

de croissance (Figure 6).
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BIDENLEY

MULTIPOINT INOCULATOR

Figure 5 : Photos de I'ensemenceur multiple de type Steers utilisé au CHU de Caen.

A. Automate complet avec commande a pied. B. Bloc de tiges d'ensemencement.

La lecture a été faite aprés 48h d’incubation a 35+2°C en anaérobiose. La CMI
correspondait pour chaque souche a la premiére concentration ou la croissance

bactérienne n’était pas visible.

/

Figure 6 : Photo d'une gélose Brucella ensemencée par I'ensemenceur multiple de
type Steers

Cette technique a donc été utilisée pour déterminer les CMI de référence de ces
souches et pour les classer en catégories cliniques S/I/R. Les valeurs obtenues pour
chaque couple souche/antibiotique ont également été comparées aux valeurs
obtenues par microdilution en milieu liquide et ont servi de référence pour la

comparaison génotype/phénotype de résistance.
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2. Méthode de diffusion de disques en milieu solide

La méthode de diffusion en milieu solide consiste a déposer des disques
imprégnés d’antibiotique (BioRad, France) a la surface d’'une gélose préalablement
ensemenceée avec la souche bactérienne testée. Les molécules contenues dans les
disques diffusent verticalement et horizontalement au sein de la gélose, créant un
gradient de concentration. La sensibilité est évaluée par mesure du diamétre
d’inhibition de croissance bactérienne autour des disques. La liste des antibiotiques et
leur charge sont présentées dans la Figure 4.

L’antibiogramme a été réalisé sur gélose Brucella (BBA, bioMérieux, France) et
incubé 48 h a 35£2°C en atmosphére anaérobie. L’'inoculum bactérien, calibré a 1
McFarland en bouillon Schaedler a été uniformément réparti sur les géloses grace a
un écouvillon. Cing géloses rondes, portant chacune trois disques, ont été utilisées
pour un antibiogramme complet. Une figure de I'antibiogramme est visible en Annexe
3. La lecture des boites a été réalisée a 48 h d’'incubation par le SIRscan (I12A, France)

et vérifiée visuellement.

3. Microdilution en milieu liquide : méthode Sensititre™

Les plaques Sensititre™ ANAERO3 sont standardisées pour déterminer la CMI
des germes anaérobies, Gram positif et négatif, a quatorze antibiotiques dont la liste
est présentée en Figure 4 et le plan de plaque en Annexe 4.

Le kit Sensititre™ se compose de plaques de 96 puits avec 95 puits de
concentrations croissantes en antibiotique et d’un puits contrdle sans antibiotique. Le
milieu de croissance est un bouillon Brucella (11 ml) prét a I'emploi. La préparation a
été faite selon les recommandations du fabricant. Brievement, une suspension
bactérienne calibrée a 0,5 McFarland a été réalisée en sérum physiologique puis
diluée au 1/100%m dans le bouillon Brucella (100 ul dans 11 ml de bouillon Brucella).
Chaque puits a ensuite été ensemenceé par 100 pl de bouillon préalablement inoculé
a l'aide d'un distributeur automatique : AIM™ (ThermoFisher scientific, USA). La
plaque a été couverte par un film de protection perforé. L'incubation a été réalisée en
jarre anaérobie a 35+2°C pendant 48 h. La lecture des puits présentant une croissance
bactérienne a ensuite été faite avec le lecteur de plaque Vizion® (Trek diagnostic
systems, USA).
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4. Microdilution en milieu liquide : Micronaut-S™

Les plaques Micronaut-S™ anaérobies permettent de déterminer la sensibilité a
treize antibiotiques et sont utilisables pour les bactéries anaérobies a Gram positif et
négatif. La liste des molécules testées est présentée en Figure 4 et le plan de plaque
en Annexe 5.

Les kits sont composés de plaques 96 puits et de bouillon Wilkins-Chalgren en
tube de 11,5 ml. La préparation a été faite selon les recommandations du fournisseur.
Aprés obtention d’'une suspension bactérienne calibrée a 0,5 McFarland en sérum
physiologique, 200 pl de cette suspension ont été ajoutés au bouillon Wilkins-
Chalgren. La plaque a été ensemencée avec 100 ul de bouillon par puits et couverte
par un film de protection perforé. La plaque a ensuite été incubée 48 h en atmosphere
anaeérobie. La lecture a été réalisée visuellement a 24 et 48 h, comme recommandé

par le fabricant.

5. Tests complémentaires : mesure des CMI par E-tests

En cas de discordance entre les différentes méthodes, une mesure de la sensibilité
de certaines souches a été déterminée également par bandelette E-test® (bioMérieux,
France).

G. INTERPRETATION ET EVALUATION DES METHODES

Interprétation des valeurs mesurées avec les méthodes antibiogrammes.
Dans un premier temps, les résultats (diameétres d’inhibition ou CMIs mesurées par
microdilution en milieu liquide) ont été interprétés en catégories cliniques sensible (S),
intermédiaire ou sensible a forte posologie (1) et résistante (R) selon les valeurs
critiques du CA-SFM 2013 et du CLSI M100-S27 de 2017 (54). Pour la diffusion des
disques en gélose, l'interprétation en catégorie clinique S/I/R a été réalisée selon les
criteres du CA-SFM/EUCAST qui est le seul a proposer des diamétres critiques pour
les bactéries anaérobies (Tableau 11). L'imipéneme a été interprété avec les valeurs
critiques plus récentes du CA-SFM/EUCAST apparu dans la version 2019, a savoir R
<18 et S = 24 mm pour les diamétres et S < 2 mg/L et R > 4 mg/L pour les CMI.
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Tableau 11 : Diamétres et concentrations critiques proposés le CA-SFM et le CLSI

CA-SFM 2013 CLSI M100 (2017)
Concentrations critiques Diamétres critiques Concentrations critiques
(mgiL) (mm) (mglL)
Antibiotiques <S >R 28 <R <S8 2R
Amoxicilline 0,5* 2 - - 0,5 2
Amoxicilline/ Acide clavulanique 4/2 8/2 21 17 4/2 16/8
Pipéracilline 16 16 18 18 32 128
Pipéracilline / Tazobactam 8/4 16/4 21 19* 32/4 128/4
Imipénéme 2 8* 24 17* 4 16
Méropénéme 2 8 - - 4 16
Cefoxitine >32* - 16 64
Clindamycine 4 4 15 15 2 8
Moxifloxacine 1 2 21 18 2 8
Métronidazole 21* 21* 4 4 8 32
Chloramphénicol 8 8 23 23 8 32
* Valeurs modifiées dans la version actuelle (CA-SFM/EUCAST 2020)
Comparaison des méthodes. Pour évaluer une nouvelle méthode

d’antibiogramme, le QUAMIC (d’aprés les définitions de la FDA), propose de calculer
les taux d’erreurs ou de discordances mineures, majeures ou trés majeures de la
méthode testée en comparaison avec la méthode de référence.

Une erreur mineure (Em) correspond a une souche résistante ou sensible rendue
a tort de sensibilité intermédiaire et inversement (R<->l ou S<->l). Le taux d’Em
correspond au pourcentage de ces souches au sein de la totalité des souches
étudiées. Elle est liée a la variabilité des méthodes et a l'incertitude de mesure.

Une erreur majeure (EM) correspond au rendu d’'une souche résistante alors
gu’elle est en réalité sensible. L’'impact des EM est de ne pas pouvoir proposer a tort
a un patient un traitement approprié, mais ne le confronte pas a un risque d’échec
thérapeutique. Le taux d’EM correspond au pourcentage de souches sensibles
faussement rendues résistantes (nombre de souches S rendues a tort résistantes
divisé par le nombre total de souches sensibles).

Une erreur trés majeure (ETM) correspond au rendu d’une souche sensible alors
qgu’elle est en réalité résistante. En cas de traitement, cette discordance peut avoir un
impact clinique majeur et se solder par un échec thérapeutique. Le taux d'ETM
correspond au pourcentage de souches résistantes faussement rendues sensibles
(nombre de souches R rendues a tort sensibles divisé par le nombre total de souches
résistantes).

Finalement, le taux de concordance global est calculé pour chaque méthode. I
correspond au nombre de discordances totales, divisé par le nombre total de souches
testées.

Une méthode est dite corrélée a la méthode de référence si le taux de concordance
global est supérieur a 90 %, le taux d’EM est inférieur a 3 % et le taux ’'ETM a 1,5 %.
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Le calcul de ces différents taux permet de définir si une méthode est fiable et

appropriée pour un usage en routine.

Ces taux d’erreurs s’appliquent normalement a une population d’isolats recueillis
de fagon prospective et représentatifs du pourcentage de souches résistantes
habituellement observées. Le taux d’erreur dépend de I'existence ou non d’'une zone
« | » et de la distribution des CMI de la population étudiée vis a vis des concentrations
critiques :

- En absence de zone « | », il ne peut y avoir par définition que des erreurs
majeures et trés majeures.

- Lorsque les diamétres ou CMIs mesurées sont proches des valeurs critiques,
le risque d’erreur est plus élevé

L’'objectif de notre étude n’était pas de refaire la validation de méthode des
stratégies d’antibiogramme testées mais d’étudier leur comportement sur une
population de souches résistantes, ce qui donne une meilleure appréciation des
erreurs ou discordances les plus fréquentes sans pouvoir néanmoins en évaluer la
fréquence réelle. De ce fait, nous ne parlerons donc pas d’erreurs mais de
discordances mineures (Dm), majeures (DM) et trés majeures (DTM) dans ce travalil

tout en gardant le méme mode de calcul.
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RESULTATS

A. EPIDEMIOLOGIE CLINIQUE ET RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES DES
BACTEROIDES DU GROUPE FRAGILIS AU CHU DE CAEN

Les Bacteroides du groupe fragilis isolés au laboratoire de microbiologie du CHU
de Caen ont été extraits de la base de données hospitaliére. En 2018, 161 souches
non reliées de Bacteroides du groupe fragilis ont été identifiees chez 140 patients
contre 115 isolats chez 105 patients en 2019. B. fragilis était 'espece la plus
frequemment isolée (59 % des Bacteroides en 2018 et 71,3 % en 2019), suivie par B.
thetaiotaomicron (28,6 % en 2018 et 8,7 % en 2019) et B. vulgatus (14,9 % en 2018
et 18,3 % en 2019). B. uniformis et B. ovatus étaient plus rarement isolés avec moins
d’'une dizaine de souches isolées par an (Tableau 12). D’autres espéces du groupe
ont éteé isolées de fagon sporadique : 2 B. pyogenes en 2018 et 1 B. stercoris en 2019.

Les Bacteroides spp. étaient principalement associés aux infections digestives et
aux bactériémies, suivies par les infections gynécologiques, les infections de la peau
et des tissus mous et les infections ostéo-articulaires (Tableau 13). Les infections du
tractus urinaire, de la téte et du cou et les infections pulmonaires représentaient moins
de 10 % des isolats de Bacteroides du groupe fragilis sur les deux années.

Concernant I'épidémiologie des résistances, la résistance a la clindamycine était
la plus fréquente avec 37,7 % de résistance en 2018 et 50 % en 2019. Cette résistance
concernait toutes les espéces de Bacteroides groupe fragilis. Les fréquences
respectives des résistances aux pénicillines associées a un inhibiteur de
pénicillinases, au métronidazole et a limipenéme étaient inférieures a 5 % des

souches sur les deux années (Tableau 12).
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Tableau 12 : Souches cliniques du groupe fragilis et résistances associées sur I'année
2018 et 2019 au laboratoire de microbiologie du CHU de Caen (CA-SFM 2013)

2018

Espéces Nombre de souches R R R R R

n (%) AMC TZP IMP MTZ CLI
B. fragilis 95 (59) 1 0 1 3 19
B. thetaiotaomicron 26 (28,6) 0 0 0 0 8
B. vulgatus 24 (14,9) 0 0 0 0 7
B. ovatus 11 (6,8) 0 0 0 0 5
B. uniformis 5(3,1) 0 0 0 0 1
Total (%) 101100 on  © ©n en e
Nombre de souches testées - 141 141 142 141 106

2019

Espéces Nombre de souches R R R R R

n (%) AMC TZP IMP MTZ cui
B. fragilis 82 (71,3) 1 2 1 1 37
B. thetaiotaomicron 10 (8,7) 1 1 0 0 8
B. vulgatus 21 (18,3) 0 0 0 1 3
B. ovatus 1(0,9) 0 1 0 0 1
B. uniformis 1(0,9) 1 0 0 0 1
Total 115 (100) (g) (j) (]) é) (gg)
Nombre de souches testées - 100 100 100 100 100

R : résistant, AMC : amoxicilline/acide clavulanique, TZP : pipéracilline/tazobactam, IMP : imipénéme,
MTZ : métronidazole, CLI : clindamycine

Tableau 13 : Répartition des préléevements a visée diagnostique dans lesquels un
isolat de Bacteroides du groupe fragilis a été isolé au CHU de Caen en 2018 et 2019

Site, n (%) 2018 2019
Digestif 55 (34,2) 47 (40,9)
Bactériémie 50 (31,1) 30 (26,1)
Gynécologique 27 (16,8) 13 (11,3)
Peau et tissus mou 15 (9,3) 7(6,1)
Ostéo-articulaire 7 (4,3) 9 (7,8)
Urinaire 3(1,9) 6 (5,2)
Téte et cou 2(1,2) 1(0,9)
Pulmonaire 2(1,2) 2(1,7)
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B. CARACTERISATION DE LA COLLECTION DE SOUCHES ETUDIEES
1. Identification des isolats

L’identification des 54 souches a été confirmée par la technique MALDI-TOF MS
au laboratoire. Les scores obtenus étaient supérieurs a 1,8 et répétables. La collection
utilisée était composée de 54 souches cliniques sélectionnées spécifiqguement avec
des résistances acquises et de la souche ATCC 25285 de B. fragilis. Six espéces
étaient représentées dans la collection, la majorité des souches étaient des B. fragilis
(41/55), B. thetaiotaomicron comptait sept représentants et les quatre autres espéces,
B. vulgatus, B. ovatus, B. salyersiae et B. uniformis, comptaient un a trois

représentants chacune.

2. Sensibilité selon la méthode de référence (Steers)

Les répartitions en catégories cliniques S/I/R par antibiotique toutes espéces
confondues et par espece sont présentées dans le Tableau 14 et le Tableau 15,

respectivement.

Analyses globales (Tableau 14). Toutes les souches étaient de sensibilité
diminuée ou résistantes a I'ampicilline (résistance naturelle). Selon les critéres du CA-
SFM, la collection de souches était caractérisée par une fréquence élevée de souches
résistantes et de sensibilité diminuées (l) aux Blactamines autres que I'ampicilline (27-
60%) et a la clindamycine (47%). La résistance vraie (R) aux Blactamines concernait
principalement I'association amoxicilline-acide clavulanique (42%) et la pipéracilline
(60%) mais aussi I'association pipéracilline-tazobactam (R : 29%, | : 13%). Vingt-deux
pour cent des souches étaient résistantes a I'imipéneéme et 24% résistantes a la
céfoxitine. La fréquence de résistance au métronidazole (R et |) était de 9% et au
chloramphénicol de 4%.

Des résultats semblables étaient retrouvés en utilisant les criteres du CLSI, sauf
lorsque les critéres d’interprétation sont trop éloignés de ceux du CASFM, ce qui est
notamment le cas de I'association pipéracilline-tazobactam : 11% de souches R contre
29% selon le CASFM. Finalement, 54% des souches étaient résistantes ou de
sensibilité diminuée (1) a la céfoxitine selon le CLSI.
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Tableau 14 : Profil de sensibilité des 55 Bacteroides du groupe fragilis avec la
méthode de référence (Steers) incluant la souche de référence ATCC

Nombre d’isolats Pourcentage de
Molécules Référentiel souche non S
S I R (%)

CA-SFM NA NA NA NA
AMP

CLSI 0 1 54 100

CA-SFM 27 5 23 51
AMC

CLSI 27 5 23 51

CA-SFM 22 0 33 60
PIP

CLSI 27 3 25 51

CA-SFM 32 7 16 42
TZP

CLSI 49 0 6 11

CA-SFM 42 - 13 24
FOX

CLSI 26 16 13 54

CA-SFM 40 3 12 27
IMP

CLSI 43 1 1 22

CA-SFM 50 -
MTZ

CLSI 50 1

CA-SFM 29 - 26 47
CLlI

CLSI 24 5 26 56

CA-SFM 53 - 2 4
CHL

CLSI 53 1 1 4

CA-SFM 32 10 13 42
MOX

CLSI 42 5 8 24

AMP : ampicilline, AMC : amoxicilline/acide clavulanique, PIP : pipéracilline, TZP :
pipéracilline-tazobactam, IMP : imipeneme, FOX : céfoxitine, MTZ : métronidazole, CLI :
clindamycine, CHL : chloramphénicol, MOX : moxifloxacine
S : sensible, | : intermédiaire, R : résistant, NA : Non Applicable

Analyse de la résistance par espéce (Tableau 15). Compte-tenu du nombre
d’isolats il est délicat de comparer la fréquence de la résistance selon I'espéce.
Cependant, sur cette collection de souches, on peut observer que les résistances a
limipénéme et au meétronidazole n’étaient retrouvées que chez B. fragilis et B.

vulgatus.

Co-résistances et multi-résistance. La majorité des souches sélectionnées ne
présentaient de résistance que pour une classe antibiotique (73 %). Mais certaines
étaient résistantes a plus d’'une classe d’antibiotiques :

- Neuf souches résistantes aux plactamines (pénicillines et/ou carbapénéme) et a

la clindamycine (16,4%)
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- Trois souches résistantes aux Blactamines (pénicillines et/ou carbapénéme) et
au meétronidazole (3,5%)

- Trois souches résistantes a la clindamycine et au métronidazole (3,5%)

Aucune des souches évaluées ne présentait de résistance aux trois classes
antibiotiques simultanément. Il est a noter que la seule souche identifiee B. salyaersiae

était multirésistante, sensible uniquement au métronidazole.

Tableau 15 : Répartition des souches résistantes en fonction des espéces de
Bacteroides en Steers

Nombre d’isolats (%)

Molécules Ref. B. , , .
B. fragilis . . B. vulgatus B. ovatus B. uniformis B. salyersiae
(n = 41) thetal(t:‘tio;r)wcron (n=3) (n=2) (n=1) (n=1)
AMP CA-SFM 40 (97,5) 7 (100) 3 (100) 2 (100) 1 (100) 1 (100)
CLsSI 40 (97,5) 7 (100) 3 (100) 2 (100) 1 (100) 1 (100)
AMC CA-SFM 14 (34,1) 3(43,9) 2 (66,7) 2 (100) 1 (100) 1 (100)
CLsSI 14 (34,1) 3(43,9) 2 (66,7) 2 (100) 1 (100) 1 (100)
PIP CA-SFM 19 (46,3) 7 (100) 3 (100) 2 (100) 1 (100) 1 (100)
CLsSI 16 (39) 2 (28,6) 3 (100) 2 (100) 1 (100) 1 (100)
T7P CA-SFM 8 (19,5) 4 (57,1) 1(33,3) 1 (50) 1 (100) 1 (100)
CLsSI 4 (9,8) 0(0) 1(33,3) 0(0) 0(0) 1 (100)
IMP CA-SFM 10 (24,4) 0(0) 1(33,3) 0(0) 0(0) 1 (100)
CLsSI 9 (22) 0(0) 1(33,3) 0(0) 0(0) 1 (100)
FOX CA-SFM NA NA NA NA NA NA
CLsSI 10 (24,4) 2 (28,6) 0(0) 0(0) 0(0) 1 (100)
MTZ CA-SFM 4 (9,8) 0(0) 1(33,3) 0(0) 0(0) 0 (0)
CLsSI 3(7,3) 0(0) 1(33,3) 0(0) 0(0) 0 (0)
oLl CA-SFM 18 (43,9) 3(43,9) 3 (100) 1 (50) 0(0) 1 (100)
CLsSI 18 (43,9) 3(43,9) 3 (100) 1 (50) 0(0) 1 (100)
MOX CA-SFM 9 (22) 1(14,3) 2 (66,7) 0(0) 0(0) 1 (100)
CLsSI 4 (9,8) 1(14,3) 2 (66,7) 0(0) 0(0) 1 (100)

Ref : Référentiel, AMP : ampicilline, AMC : amoxicilline/acide clavulanique, PIP : pipéracilline, TZP : pipéracilline-tazobactam, IMP :
imipénéme, FOX : céfoxitine, MTZ : métronidazole, CLI : clindamycine, MOX : moxifloxacine, NA : Non Applicable

3. Caracteérisation génétique de la résistance

Des PCR ont été faites afin de qualifier les mécanismes de résistance les plus

fréequemment observés au sein de notre collection de 54 isolats cliniques. Onze génes
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de résistance aux antibiotiques ont été recherchés par PCR en point final. Les produits
de PCR obtenus étaient des fragments de 100 a 250 paires de bases (pb) sauf pour
'amplicon du géne cepA mesurant environ 650 pb. Un exemple de gel est présenté
dans la Figure 7.

Les controles positifs utilisés pour ces manipulations étaient des souches de
Bacteroides (souches danoises et hollandaises) dont I'analyse avait précédemment
révelé la présence des génes d’intérét. Lors de ces séries de PCR, la souche ATCC
25285 de B. fragilis s’est réveélée positive uniquement a cepA comme attendu.

Figure 7 : PCR en point final, gel a 2 % d'agarose, lecture UV, géne mefA

Résistances aux Blactamines. Les trois principaux génes recherchés pour la
résistance aux pPlactamines étaient le géne cepA codant pour la céphalosporinase
chromosomique de classe A de B. fragilis, le géne cfxA codant une céphalosporinase
hydrolysant la céfoxitine, et le géne cfiA codant pour une métallo-enzyme de classe B
hydrolysant les carbapénémes.

La PCR pour le géne cepA s’est révélée positive pour 26/55 (47,3 %) des
Bacteroides du groupe fragilis. Toutes les souches positives a cepA étaient de 'espéce
B. fragilis soit 31/41 (75,6 %) dans cette espéce. Toutes les souches préalablement
caractérisées positives a cepA sont sorties positives en PCR sauf une souche de B.
thetaiotaomicron. La question de la spécificité des amorces pour le gene cepA se pose
au vu des résultats, méme si le nombre d’isolats non B. fragilis au sein de notre
collection est faible.

Pour le gene cfxA, conférant une résistance spécifique a la céfoxitine, 16/55 (29,1
%) souches ont été trouvées positives. Toutes les espéces du groupe fragilis étaient

concernées. L’une des quatre souches connues positives pour le géne cfxA n’est pas
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sortie en PCR, I'hypothése d’'une perte du géne ou d’'une non-expression en I'absence
de stimulation est a évoquer.

Le gene cfiA a été retrouvé chez 16/55 souches soit 29,1% des isolats, uniquement
chez B. fragilis. Toutes les souches déja caractérisées positives par les laboratoires
partenaires ont été confirmées en PCR.

Résistances aux MLS. Six génes de résistance aux MLS ont été recherchés :
deux génes codant pour des systemes d’efflux (mefA et msrSA), un géne codant pour
une nucleotidyltransférase (linA) et trois genes de la famille erm (B, F et G) codant
pour des méthylases.

Le gene mefA a été retrouvé chez 6/55 souches de Bacteroides et était
systématiquement présent avec le géne ermG ou ermF.

Le gene msrSA a été retrouvé chez 5/55 isolats. Dans quatre cas, ce géne était
associé avec ermF et une seule fois retrouvé seul.

Le géne linA était présent chez 14/55 souches. Dans huit de ces souches, /inA a
éte retrouve seul. Dans les six autres souches, /inA était associé a ermF.

Enfin, pour la famille erm, le géne ermB était présent dans 1/55 isolat, le géne
ermG chez 6/55 isolats et le géne ermF chez 20/55 souches de notre collection.

Au total, 35 souches de la collection présentaient au moins un géne de résistance
aux MLS et toutes les espéeces du groupe fragilis étaient concernées. Pour les trois
genes erm et mefA, les témoins positifs sont sortis correctement en PCR sauf une
souche de B. fragilis ou ermF n’a pas été retrouvé. Pour les génes linA et msrSA,
aucun témoin positif n’a été utilisé lors des PCR. Les amplicons obtenus pour ces deux
genes ont été séquences et les résultats comparés a la base de données « Resfinder »
pour confirmer leur identité. Il est a noter que ces deux génes ne sont pas compris
dans la base de données « Resfinder », mais que des génes proches y sont présents.
Les amplicons de /inA ont montré une forte similarité avec le géne InuA et msrSA avec
le géne msrD. Les genes InuA et msrD sont connus pour étre des génes de résistance
aux macrolides également. Ce résultat nous a conforté dans la présence de ces génes

de résistance linA et msrSA dans nos souches.

Résistances au métronidazole. Les genes de la famille nim, principaux
meédiateurs identifiés de la résistance au métronidazole, ont été recherchés en utilisant
des amorces ciblant la majorité des variants de nim mais pas les génes nimC, nimD

et nimJ comme indiqué dans les matériels et méthodes.
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Au total, la PCR a été positive pour 6/55 souches. Une souche connue nimJ

positive n’est pas sortie positive en PCR, comme attendu.

Résistances aux quinolones. Seul le gene bexA, codant pour un systéme
d’efflux, a été recherché pour la résistance aux quinolones dans cette collection. Il a
été retrouvé chez 7/55 isolats de la collection, uniquement chez B. thetaiotaomicron.

Ce résultat est cohérent avec le fait que ce géne soit caractéristique de cette espeéce.

C. EVALUATION DES METHODES ANTIBIOGRAMMES :
1. Méthode par diffusion de disques en milieu solide

Les diamétres d’inhibition des 55 souches de B. fragilis sont présentés en Annexe
6 ainsi que les valeurs des CMIs mesurées par dilution en milieu solide (méthode de
référence - Steers). Ces résultats ont été interprétés sensibles (S), sensibles a forte
posologie () ou résistants (R) selon les valeurs critiques du CA-SFM et du CLSI.

Le Tableau 16 collige les discordances mineures (Dm), majeures (DM) et trés
majeures (DTM) ainsi que le taux de concordance global entre la technique en diffusion
et la méthode de référence. Les discordances ont été évaluées pour la collection totale
incluant la souche de référence puis pour les B. fragilis d’'une part et les non-fragilis
d’autre part. Sur sept antibiotiques testés, seulement cinq possédaient des diametres
critiques dans le CA-SFM. La Figure 8 représente la corrélation entre les diamétres

mesures et les CMIs obtenues par dilution en gélose pour chacun des antibiotiques.

59



Tableau 16 : Evaluation de la diffusion de disques en milieu solide

Nombre d'isolats (%)

. Espéces CA-SFM Taux de
Molécules (n) concordance
Dm DM DTM
Tout (55) 11 (20) 0 (0) 10 (43,5) 61,8 %
AMC B. fragilis (41) 7(17,1) 0(0) 6 (42,9) 68,3 %
Autres (14) 4 (28,6) 0(0) 4 (44,4) 42,9 %
Tout (55) 5(9,1) 0 (0) 3(18,8) 85,5 %
TZP B. fragilis (41) 3(7,3) 0 (0) 1 (12,5) 90,2 %
Autres (14) 2 (14,3) 0(0) 2 (25) 71,4 %
Tout (55) 5(9,1) 0 (0) 4 (33,3) 83,6 %
IMP B. fragilis (41) 4(9,8) 0 (0) 4 (40) 80,5 %
Autres (14) 1(7,1) 0 (0) 0 (0) 92,8 %
Tout (55) 0 (0) 0(0) 1 (20) 98,2 %
MTZ B. fragilis (41) 0 (0) 0 (0) 1 (25) 97,6 %
Autres (14) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 100 %
Tout (55) 0 (0) 17 (58,6) 0 (0) 69,0 %
CLI B. fragilis (41) 0(0) 14 (60,9) 0 (0) 65,9 %
Autres (14) 0 (0) 3 (50) 0 (0) 78,6 %

AMP : ampicilline, AMC : amoxicilline/acide clavulanique, PIP : pipéracilline, TZP : pipéracilline/tazobactam,
IMP : imipénéme, MTZ : métronidazole, CLI : clindamycine
Dm : discordance mineure, DM : Discordance Majeure, DTM : Discordance Trés Majeure
La gamme de couleur indique le niveau de concordance : Vert = 90%, jaune : =2 70% et < 90%, orangé : < 70%

Le taux de concordance global de la méthode de diffusion variait selon les familles
d’antibiotiques (Tableau 16). Pour les Blactamines, la moins bonne concordance, de
'ordre de 60%, était observée pour I'association amoxicilline-acide clavulanique et
était expliquée dans 50% des cas par des souches faussement rendues sensibles
(DTM), le reste correspondant a des discordances mineures (Dm, souches R rendues
). Le taux de concordance était de 80-90% pour I'association pipéracilline-tazobactam
et pour 'imipénéme et s’expliquait par le méme type de discordances.

L’analyse de la distribution des diameétres d’inhibition selon la CMI (Figure 8)
montre que pour la majorité des résultats discordants, les diamétres mesurés étaient
réduits (< 35 mm). Une augmentation des diamétres critiques pour les trois molécules
permettrait d’améliorer significativement le taux de concordance de la diffusion en
gélose pour les Blactamines.

Pour I'imipénéme, nous pouvons noter que quatre DTM ont été retrouvées avec
les B. fragilis tandis qu’aucune n’a pas mis en évidence pour les autres espéces de
Bacteroides du groupe fragilis. Cette dissociation entre les deux groupes peut étre liee
a plusieurs facteurs : soit les B. fragilis choisis pour cette thése présentaient plus
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fréequemment des résistances aux carbapénémes que les autres espéces, soit les
résistances aux carbapénémes en diffusion seraient plus difficiles a mettre en
évidence pour les B. fragilis que pour les autres especes.

Pour la clindamycine, les résultats étaient médiocres et résultaient principalement
de fausses résistances (DM, 17 souches), ce qui aurait pour conséquence pratique de
limiter I'utilisation de la molécule. Cette discordance a été explorée par la suite grace
a la comparaison des sensibilités phénotypiques et du profil génétique de résistance
des souches. Nous verrons plus loin que ces souches présentent pour la plupart des
mécanismes moléculaires de résistance de bas niveau (enzymatique), qui semblent
donc mal détectés par la méthode de référence. Finalement, le taux de concordance
est bon pour le métronidazole, la seule souche discordante ayant un diamétre proche
des seuils limites. Un diamétre aussi réduit, méme si supérieur aux diamétres critiques,
devrait alerter le biologiste vers un recontréle de I'antibiogramme et la réalisation de
CMI par E-test® ou par technique microdilution en milieu liquide. Une autre possibilité

serait de modifier le diamétre critique a 25 mm.

En conclusion pour la méthode de diffusion en gélose, les discordances étaient
retrouvées dans les deux groupes d'especes, fragilis et non-fragilis, et se
répartissaient de facon relativement homogéne sauf pour les pénicillines avec
inhibiteur de pénicillinases, ou I'espéce B. fragilis présentait des taux de concordance
plus forts que les espéces non-fragilis. Une attention particuliére devrait étre portée
pour le rendu de ces résultats.
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Figure 8 : Répartition des diamétres mesurés en fonction des CMI définies par la
méthode de référence

La taille des points visibles sur le graphique est proportionnelle au nombre d’isolats. Les lignes en
pointillés précisent les valeurs limites du CA-SFM/EUCAST, horizontalement pour la diffusion
(diameétres critiques) et verticalement pour la technique de référence (concentrations critiques).
L’ampicilline est présentée sur le graphique dans le but d’illustrer la répartition des diamétres par
rapport aux CMI de référence, mais aucune interprétation des diamétres ne sera faite car aucun
diameétre critique n’est donné par le CA-SFM 2019.

AMP : ampicilline, AMC : amoxicilline-acide clavulanique, TZP : pipéracilline-tazobactam, IMP :
imipénéme, MTZ : métronidazole, CLI : clindamycine, DM : Discordance Majeure, DTM : Discordance
Trés Majeure
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2. Evaluation de la méthode de microdilution en milieu liquide

a. Distribution des CMIs observées

Les CMIso et CMlgo obtenues par chacune des deux méthodes de microdilution et
par la méthode de référence sont présentées dans le Tableau 17. Une différence d’au
moins deux dilutions était considérée comme significative

Pour la méthode Sensititre™, des différences de CMI observées étaient visibles
sur trois molécules. Pour 'amoxicilline-acide clavulanique et I'imipénéme, les CMIso/90
observées étaient plus faibles avec la méthode en microdilution. Pour le
meétronidazole, la CMlg était nettement supérieure en microdilution.

Avec la méthode Micronaut-S™, les mémes différences ont été observées pour
I'amoxicilline-acide clavulanique et 'imipénéme. Deux autres molécules ont révélé des
CMI différentes de la technique de référence. Pour I'ampicilline, les CMlsp90 étaient
toutes deux retrouvées a 8 mg/L, résultats plus faibles que ceux de la méthode de
référence mais sans conséquence sur la catégorisation (résistance naturelle). Pour la
clindamycine, la CMIlgo obtenue était de 8 mg/L, résultat également plus faible que celui
de la méthode de référence. Pour ces deux derniéres molécules, les différences de
CMIso et CMlgo étaient liées aux gammes de concentrations d’antibiotiques proposées
dans la plaque Micronaut-S™, plafonnées a 8mg/L. Toutefois, ces gammes de
concentrations réduites couvraient parfaitement les concentrations critiques et

permettaient l'interprétation de la sensibilité des souches.

Tableau 17 : CMis, et CMlg pour 55 Bacteroides du groupe fragilis selon la dilution en
milieu solide (référence) et les deux méthodes de microdilution.

CMiso / CMilso
Méthodes AMP AMC PIP TZP IMP MTR CLI
Dil. en milieu solide (mg/L) 64/64 8/64 64/256 8/128 2/32 05/4 4/64
Sensititre™ (mg/L) 32/32 2/16 32/128 16/128 0,5/32 1/32 2/64
Micronaut-S™ (mg/L) 8/8 2/16 - 1/128 05/16 05/8 4/ 8

AMP : ampicilline, AMC : amoxicilline-acide clavulanique, PIP : pipéracilline, TZP : pipéracilline-tazobactam,
IMP : imipénéme, MTZ : métronidazole, CLI : clindamycine
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b. Evaluation du systéme Sensititre™

Les taux de discordances du systeme Sensititre™ sont présentés dans le Tableau

18.

Tableau 18 : Systéme Sensititre™ : évaluation des discordances mineures, majeures
et trés majeures en fonction de l'interprétation du CA-SFM et du CLSI

Nombre d'isolats (%) Taux de
Molécules Espéces CA-SFM | CLSI Concordance
Dm DM DTM CA-SFM  CLSI
Tout (55) 0(0)0(0) 0(0)[0(0) 0(0)[0(0) 100% 100 %
ANP B. fragilis (41) 0(0)0(0) 0(0)[0(0) 0(0)[0(0) 100% 100 %
Autres (14) 0(0)0(0) 0(0)[0(0) 0(0)[0(0) 100% 100 %
Tout (55) 12(21,8)[12(21,8)  0(0)]0(0) 3(13)13(13)  727% 7127%
AMC B. fragilis (41)  9(22)]9 (22) 0(0)[0(0) 1(710)11(71) | 756% 756%
Autres (14)  3(21,4)| 3 (21,4) 0(0)[0(0) 2(22,2)|2(22,2) [[643%  643%
Tout (55) 40 (72,7)| 0 (0) 0(0)]2(4,1) 0(0)0(0) NA 96,4 %
TZP B. fragilis (41) 32 (78)10 (0) 0(0)|2(5,4) 0(0)[0(0) NA 95,1 %
Autres (14) 8(57,1) 0 (0) 0(0)[0(0) 0(0)[0(0) NA 100 %
Tout (55) 5(9,1)13 (5,5) 0(0)[0(0) 2(16,7)|2(18,2) 87,3% | 90,1%
IMP B. fragilis (41) 4 (9,8) |2 (4,9) 0(0)[0(0) 2(20)|2(222) 854% = 902%
Autres (14) 1(7,1)11(7,1) 0(0)[0(0) 0(0)|0(0) 929%  929%
Tout (55) 0(0)]2(3,6) 5(10) | 1(2) 0(0)[0(0) 90,9%  945%
MTZ B. fragilis (41) 0(0)|2 (4,9) 3(8,1)10(0) 0(0)[0(0) 927%  951%
Autres (14) 0(0)0(0) 2(154) | 1(7,7) 0(0)[0(0) 857%  928%
Tout (55) 0(0)|6(10,9) 0(0)[0(0) 27,7 1138 [1963% " 87,3%
cLI B. fragilis (41)  0(0)| 4 (9,8) 0(0)[0(0) 2(11,1)|1(56) | 951% 87,8%
Autres (14) 0(0)]2(14,3) 0(0)]0(0) 0(0)|0(0) 100% 857 %

AMP : ampicilline, AMC : amoxicilline/acide clavulanique, TZP : pipéracilline-tazobactam, IMP : imipénéme,
MTZ : métronidazole, CLI : clindamycine, NA : Non Applicable

Dm : discordance mineure, DM : Discordance Majeure, DTM : Discordance Trés Majeure.

La gamme de couleur indique le niveau de concordance : Vert = 90%, jaune : = 70% et < 90%, orangé : < 70%

La plus mauvaise concordance était

retrouvée pour

I’'amoxicilline-acide

clavulanique (CA-SFM: R > 8 mg/L et CLSI: R = 16 mg/L), avec trois souches

résistantes classées faussement sensibles, quelque-soit le référentiel, résultant d’'une

sous-estimation importante de la CMI (0,5 & 4 mg/L contre 16 mg/L attendues).

La gamme de concentration de pipéracilline-tazobactam de la plague Sensititre™

s’étend de 16/4 a 128/4 mg/L, ne permettant pas de catégoriser ces souches en
« sensibles » selon le CA-SFM (CMI critiques S < 8/4 mg/L et R > 16/4 mg/L). Nous
pouvons tout de méme noter 'absence de DTM avec ce référentiel. La gamme de

concentration est en fait adaptée aux concentrations critiques élevées du CLSI (R 2
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128/4 mg/L), ce qui explique également 'absence de DTM. On remarque que deux
souches ont été classées faussement résistantes (DM, CMI de 128/4 mg/L contre 32/4
mg/L attendues).

Pour l'imipénéme, des DTM ont été observées avec les deux référentiels avec
deux souches rendues a tort sensibles (CMI de 2 mg/L contre 8 et 32 mg/L attendues).
Le nombre de Dm était plus important avec le CA-SFM en raison de concentrations
critiques différentes (CA-SFM : R >4 mg/L et CLSI : = 16 mg/L).

La performance de la microplaque était correcte pour le métronidazole et pour la
clindamycine avec des taux de concordance > 90%.

Pour le métronidazole, la méthode était bien corrélée a la méthode de référence
selon les critéres du CLSI alors que cing souches étaient classées en DM avec le CA-
SFM (CMI de 8 a 32 mg/L pour des valeurs attendues de 1 a 4 mg/L), amenant a 10
% le taux de souches rendues résistantes a tort. Ceci est d0 a des concentrations
critiques différentes (CA-SFM R > 4mg/L, CLSI : =2 32 mg/L).

Pour la clindamycine, deux souches ont été catégorisées a tort sensibles selon le
CA-SFM (S <4 mg/L et R > 4 mg/L, CMI de 1 et 4 mg/L pour des valeurs attendues
de 32 et 64 mg/L) et une avec le CLSI (S <4 mg/L et R =28 mg/L, CMI de 4 mg/L pour
une valeur attendue de 32 mg/L).

En conclusion pour la méthode de microdilution Sensititre™, les discordances
étaient retrouvées dans les deux groupes d’espéces, fragilis et non-fragilis, et se
répartissaient de fagon relativement homogéne. Pour I'association pipéracilline-
tazobactam, le systéme Sensititre™ n’était pas adapté au référentiel CA-
SFM/EUCAST mais I'était pour celui du CLSI.

c. Evaluation du systéme Micronaut-S™

Le résultat de I'évaluation des discordances est présenté dans le Tableau 19.
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Tableau 19 : Systéme Micronaut-S™ : évaluation des discordances mineures,
majeures et trés majeures en fonction de l'interprétation du CA-SFM et du CLSI

Nombre diisolats (%) Taux de concordance

Molécules Espéces CA-SFM | CLSI
Dm DM CA-SFM  CLSI
Tout (55) 1(1,8)11(1,8) 0(0)]0(0) 0(0)]0(0)
AMP B. fragilis (41)  1(2.4) | 1(2.4) 0(0)]0(0) 0(0)]0(0)
Autres (14) 0(0)10(0) 0(0)]0(0) 0(0)]0(0)
Tout (55) 9(164)|9(164)  0(0)|0(0) 5(21,7)|5(1,7) = 745%  745%
AMC B. fragilis (41) 7 (17,1)|7 (17,1)  0(0)|0(0) 1(71)]1(71)  80,5%  80,5%
Autres (14)  2(14,3)[2(143)  0(0)|0(0)  4(44,4)|4(44,4) [ 571% 57,1% |
Tout (55) 7(127)[1(1,8)  0(0)|2(41) 7(43,8)|0(0) | 745%
TZP B. fragilis (41)  3(7,3)|1(24)  0(0)[2(54)  1(12,5)|0(0)
Autres (14)  4(28,6)| 0 (0) 0(0)]0(0) 6 (75)] 0 (0)
Tout (55) 4(7,3)]2(3.6) 0(0)]0(0) 2(16,7)|2(18,2) | 89,1%
IMP B. fragilis (41) 4 (9,8) | 1 (2.4) 0(0)]0(0) 2(20)|2(22,2) 854%
Autres (14) 0(0)[1(7.1) 0(0)]0(0) 0(0)]0(0)
Tout (55) 0(0)]1(1,8) 1(2)10(0) 0(0)]0(0)
MTZ B. fragilis (41)  0(0)|1(24)  1(27)]0(0) 0(0)]0(0)
Autres (14) 0(0)0(0) 0(0)]0(0) 0(0)]0(0)
Tout (55) 0(0)]6(10,9) 0(0)]0(0) 1(3,8)[1(3,8) 87,3%
cLl B. fragilis (41) 0 (0) | 4 (9.8) 0(0)]0(0) 1(5,6)| 1(5.,6) 87,8 %
Autres (14) 0(0)] 2 (14,3) 0(0)[0(0) 0(0)]0(0) 85,7 %
Tout (55) 6(109)|4(73)  0(0)]0(0) 0(0)]0(0) 89,1 %
MOX B. fragilis (41) 4 (9,8)|4(28)  0(0)]0(0) 0(0)]0(0)
Autres (14)  2(14,3)|0 (0) 0(0)]0(0) 0(0)]0(0) 85,7 %

AMP : ampicilline, AMC : amoxicilline/acide clavulanique, PIP : pipéracilline, TZP : pipéracilline-tazobactam, IMP
: imipénéme, MTZ : métronidazole, CLI : clindamycine, MOX : moxifloxacine
Dm : discordance mineure, DM : Discordance Majeure, DTM : Discordance Tres Majeure. La gamme de
couleur indique le niveau de concordance : Vert 2 90%, jaune : =2 70% et < 90%, orangé : < 70%

La performance de la microplaque Micronaut-S™ était trés satisfaisante pour le
métronidazole avec des taux de concordance supérieurs a 95% pour les deux
référentiels et aucune DTM observée (Tableau 19). Une seule souche a été
catégorisée a tort résistante par le CA-SFM, la CMI mesurée étant de 8 mg/L contre
une CMI par la méthode de référence a 4 mg/L (R > 4 mg/L).

Pour les associations peénicilline et inhibiteur de pénicillinases, le taux de
concordance n’était que de 75% pour les associations amoxicilline-acide clavulanique
et pipéracilline-tazobactam, avec respectivement 5 et 7 DTM selon l'interprétation du
CA-SFM. Ces discordances étaient liées a une sous-estimation importante des CMls,
principalement chez les Bacteroides non-fragilis (CMIls mesurées pour 'amoxicilline-

acide clavulanique : 0,5/0,25 a 4/2 mg/L pour des valeurs attendues de 16/8 a 64/32
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mg/L, CMI mesurées pour pipéracilline-tazobactam : 1/4 a 4/4 mg/L pour des valeurs
attendues de 32/4 a 256/4 mg/L). Une attention toute particuliere devrait donc étre
apportée pour les especes de Bacteroides non-fragilis lors du rendu de résultats avec
la microplaque Micronaut-S™. Pour I'association pipéracilline-tazobactam le taux de
concordance globale était de 95% selon le CLSI en raison de concentrations critiques
plus élevées que celles du CA-SFM.

Finalement, le taux global de concordance pour la clindamycine était correct, avec
une seule DTM quelque-soit le référentiel. La souche présentant cette discordance
avait une CMI mesurée de 1 mg/L en Micronaut-S™ pour une CMI de 32 mg/L par
dilution en gélose. La concordance était également bonne pour la moxifloxacine.
Aucune DM ni DTM n’ont été observées avec les microplaques Micronaut™ sur la

collection de 55 isolats, uniquement des discordances mineures ont été retrouvées.

d. Synthése

Diffusion en gélose. Les données obtenues montrent que la diffusion en gélose
serait une méthode fiable pour les plactamines comme pour le métronidazole si les
diameétres critiques historiques du CASFM étaient optimisés pour mieux séparer les
populations sensibles et résistantes. Pour la clindamycine, un fort taux de DM
(souches sensibles rendues a tort résistantes) a été observé. Cette discordance
pourrait s’expliquer par une incapacité de la méthode de référence a identifier certains
mécanismes de résistance qui conférent un bas niveau de résistance.

Microdilution. Les résultats obtenus par les deux méthodes d’antibiogramme sont
satisfaisants pour I'ampicilline et le métronidazole. Pour les associations pénicilline et
inhibiteur de pénicillinases, les taux de concordance étaient inférieurs a 80% pour
I'amoxicilline-acide clavulanique en raison d’'une sous-estimation des CMlIs. Celui de
I'association pipéracilline-tazobactam variait nettement selon le référentiel utilisé, étant
plus faible avec le CA-SFM/EUCAST qu’avec celui du CLSI. La conséquence était le
rendu de souches catégorisées sensibles a tort. Ce fait était plus marqué chez les
Bacteroides non-fragilis. Pour les Blactamines, a I'exception de I'imipénéme, les taux
de concordance étaient donc moins bons que pour les autres molécules testées. Ce
probléme pourrait probablement étre minimisé en adaptant les valeurs critiques
historiques du CA-SFM. En revanche pour la clindamycine, le taux de concordance
était correct pour les techniques de microdilution. Les valeurs et interprétations

obtenues pour le métronidazole n’ont pas été problématiques sur ce travail.
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D. COMPARAISON GENOTYPE-PHENOTYPE DE LA RESISTANCE

Nous avons finalement tenté de définir si les différentes méthodes de
détermination des sensibilités aux antibiotiques étaient aptes a suspecter la présence
de genes de résistance acquis.

1. Fréquence de mise en évidence des genes de résistance

Au total, 11 génes de résistance ont été recherchés dans la collection de 55
Bacteroides (Tableau 20). Pour les Blactamines, le géne cepA était le plus fréquent,
avec 47 % des souches de la collection positive, suivi de cfiA (29 %) et de cfxA (29
%). Le géne cfxA était retrouvé quelque-soit I'espéce. Pour les MLS, les génes de
résistance les plus fréquents étaient ermF (36 %) et linA (25 %) dans la collection. Les
autres génes de résistance aux MLS étaient retrouvés chez 2 a 11 % des souches. Le
géne bexA, conférant une résistance de bas niveau aux fluoroquinolones a été
retrouvé chez I'ensemble des B. thetaiotaomicron de la collection. Enfin, 11 % des
souches étaient positives a nim, fréquence probablement sous-estimée en raison du

manque de spécificité des amorces utilisées en PCR pour certains alléles de la famille
nim.

Tableau 20 : Fréquences observées des génes de résistance en fonction de I’espéce
au sein de la collection de 55 Bacteroides

()]
sl s || (s |gle|ly |e]|s
Fg|s |2 (S |S|2|S|E|E|E|5 |%
g 2 o © ° g g ~ () ) ) Q
2
Bacteroides fragilis 41 26 10 16 4 5 12 1 13 4 0 5
Bacteroides ovatus 2 0 2 0 0 0 1 0 1 0 0
Bacteroides vulgatus 3 0 2 0 0 0 1 0 2 1 0 1
Bacteroides thetaiotaomicron 7 0 1 0 1 1 0 0 3 1 7 0
Bacteroides salyersiae 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Toutes espéeces 55 26 16 16 5 6 14 1 20 6 7 6
Bacteroides fragilis 41 24% 10% | 12% | 29% | 2% 10% | 0% | 12%
Bacteroides thetaiotaomicron 7 0% | 14% | 0% | 14% | 14% | 0% | 0% 14% 0%
Bacteroides vulgatus 3 0% 0% | 0% | 0% | 33% | 0% 33% | 0% | 33%
Bacteroides ovatus 2 0% 0% | 0% | 0% 0% 0% 0% 0%
Bacteroides salyersiae 1 0% 0% 0% | 0% | 0% | 0% | 0% 0% 0% 0%
0% 0% 0% 0% 0% | 0% 0% 0% 0%
Toutes espéces 55 29% | 29% | 9% | 11% | 25% | 2% 11% | 13% | 11%
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2. Corrélation phénotype-génotype avec la méthode de référence

a. plactamines

Les trois génes recherchés étaient cepA, géne codant pour une céphalosporinase
de type céfuroximase naturelle, et deux génes codant pour une résistance acquise,
cfxA, codant pour une céphalosporinase active sur la céfoxitine, et cfiA, codant pour
une carbapénémase de type métalloprotéase.

Geéne cepA. Le phénotype de résistance naturelle associé a cepA comporte une
résistance aux aminopénicillines et une résistance aux céphalosporines sauf a la
céfoxitine. L'acide clavulanique inhibe cette céphalosporinase. Toutes nos souches, y
compris celles ou les génes cfxa et cfia n’étaient pas identifiés, étaient résistantes ou
intermédiaires a 'ampicilline. Cependant, ce géne n’a été mis en évidence que dans
chez 63 % des B. fragilis et jamais pour les autres especes. Les CMI observées a
I'ampicilline étaient les mémes pour les souches avec ou sans le géne cepA (Tableau
21).

Geéne cfxA. Les CMIso et CMIgo de la céfoxitine étaient deux fois plus élevées pour
le groupe des isolats cfxA positif (32 a 128 mg/L) que pour les isolats cfxA négatif (1 a
64 mg/L) (Tableau 21).

L’interprétation des CMI a la céfoxitine ne peut se faire qu'avec le CLSI de 2020,
les valeurs critiques ayant été supprimeées de la version actuelle du CA-SFM/EUCAST.
Les résultats de sensibilité que nous avons obtenus ne sont pas corrélés
systématiquement a la présence du géne cfxA. Sur les 16 souches possédant cfxA,
10 ont été interprétées comme résistantes ou de sensibilité intermédiaire a la céfoxitine
par dilution en gélose et cing en Sensititre™. Ces données corrélent avec le fait que
la présence du géne cfxA ne confére pas systématiquement une augmentation des
CMI a la céfoxitine (43,57).

Pour 19/39 des souches ne portant pas le géne cfxA, les CMI de la céfoxitine
correspondaient a des souches résistantes ou de sensibilité intermédiaire. Cette
résistance pourrait étre liée a la présence du gene cfiA (12/19, résistance croisée) ou
a d’autres mécanismes de résistance non recherchés au cours de cette thése (pompe

d’efflux, plactamases d’autre classe).
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Tableau 21 : CMI (mg/L) des plactamines mesurées par dilution en milieu solide et
génes de résistance.

A. Souches cepA+ B. Souches cepA-

. . Q [ N x = = Y < <
A. N |Souche Espéce Origine g ! o & [ = Ilsl § E g
1 ATCC 25285 |Bacteroides fragilis Caen 64 2 4 2 8 0,25 0,25 + - -
6 |bf 11 Bacteroides fragilis Caen 8 64 4 8 1 0,25 + - -
7 bf 15 Bacteroides fragilis Caen 64 2 4 2 8 0,5 0,125 £ - -
8 bf 16 Bacteroides fragilis Caen 32 1 2 2 8 0,25 0,125 + - -
11 bf nl1 Bacteroides fragilis Pays-Bas 2 8 2 16 0,25 0,125 + - -
14 bf ni31 Bacteroides fragilis Pays-Bas 1 2 1 8 0,25 0,125 + - -
15 bf ni34 Bacteroides fragilis Pays-Bas 1 4 2 8 0,25 0,125 + - -
16 bf nI36 Bacteroides fragilis Pays-Bas 1 4 2 16 0,25 0,125 b - -
17 [bf _nl47 Bacteroides fragilis Pays-Bas 1 4 2 16 0,25 0,125 o - -
18 [bf ni48 Bacteroides fragilis Pays-Bas 2 8 2 16 0,25 0,125 + - -
19 |bf nI50 Bacteroides fragilis Pays-Bas 1 4 2 8 0,25 0,125 o - -
23 |bf s10 Bacteroides fragilis Strasbou 2 8 2 8 0,25 0,125 + - -
29 [bf s3 Bacteroides fragilis Strasbourg 64 |DNSSelN 32 32 4 + | - -
34 bf t10 Bacteroides fragilis Toulouse 64 2 4 2 8 0,5 0,125 T - -
35 bf t11 Bacteroides fragilis Toulouse 32 1 4 2 8 0,25 0,125 + - -
46 |bf u19 Bacteroides fragilis Danemark 64 2 16 2 8 1 0,125 + - -
47 bf u21 Bacteroides fragilis Danemark 64 2 8 2 16 0,25 0,125 + - -
52 bf u42 Bacteroides fragilis Danemark 4 64 8 16 0,5 0,125 + - -
55 bf u76 Bacteroides fragilis Danemark 2 4 2 16 0,25 0,125 + - -
2 |bf 03 Bacteroides fragilis Caen 8 8 64 2 0,5 + + -
3 bf 04 Bacteroides fragilis Caen 32 8 8 2 0,25 + + -
4 bf_06 Bacteroides fragilis Caen 8 8 64 2 0,25 + + -
5 bf 08 Bacteroides fragilis Caen 16 8 32 4 0,5 + + -
10 bf 25 Bacteroides fragilis Caen 2 4 16 0,5 0,25 + + -
32 bf t01 Bacteroides fragilis Toulouse 64 16 16 2 0,5 + + -
54  |bf u67 Bacteroides fragilis Danemark 64 16 32 4 8 + + +
. o x = = < < <
N°  |Souche Espéce Origine é s = E [ = g § E g
12 |bf nl10 Bacteroides fragilis Pays-Bas 4 2 2 32 2 4 - - +
20 |bf ni8 Bacteroides fragilis Pays-Bas 64 2 2 2 32 1 8 - - +
21 [bf nI9 Bacteroides fragilis Pays-Bas 4 2 2 32 2 4 - - +
49 bf u32 Bacteroides fragilis Danemark 2 1 2 2 16 0,5 2 - +
50  |bf u35 Bacteroides fragilis Danemark 8 8 2 4 32 4 16 - - +
13 |bf nl11 Bacteroides fragilis Pays-Bas 4 16 8 32 8 8 - - i
45 |bf u18 Bacteroides fragilis Danemark 64 32 32 32 - - i1
38 |bf t14 Bacteroides fragilis Toulouse 64 64 - - i
39 |bf t15 Bacteroides fragilis Toulouse 64 64 - - i
40 |bf t16 Bacteroides fragilis Toulouse 64 16 64 32 - - +
44 |bf u17 Bacteroides fragilis Danemark 64 64 64 - - +
53 |bf u57 Bacteroides fragilis Danemark 16 4 32 2 4 - - s
37 |bf t13 Bacteroides fragilis Toulouse 64 32 32 - + +
9 |[bf 23 Bacteroides fragilis Caen 64 64 - + +
56 |bf u85 Bacteroides fragilis Danemark 64 32 16 32 - =z i
24 |bf s11 Bacteroides ovatus Strasbou 64 16 16 2 16 - + -
30 |bf s4 Bacteroides ovatus Strasbou 64 32 32 2 2 - + -
41 |bf t17 Bacteroides salyersiae Toulouse 64 64 32 1 - - -
25 |bf s12 Bacteroides thetaiotaomicron Strasbou 2 32 16 32 1 0,125 - - -
26 |bf s13 Bacteroides thetaiotaomicron Strasbou 2 32 16 64 05 0,25 - - -
28 |bf s19 Bacteroides thetaiotaomicron Strasbou 2 32 16 32 1 0,25 - - -
42 |bf t18 Bacteroides thetaiotaomicron Toulouse 64 2 32 32 32 1 0,25 - - -
22 |bf s1 Bacteroides thetaiotaomicron Strasbou 16 64 32 32 2 0,25 - - -
48 |bf u23 Bacteroides thetaiotaomicron Danemark 32 32 64 2 1 - - -
31  |bf s8 Bacteroides thetaiotaomicron Strasbou 16 32 32 2 0,5 - + -
36 [bf t12 Toulouse 64 32 12 2 0,25 - + -
43 |bf t19 Bacteroides vulgatus Toulouse 64 8 64 H - - -
33 |bf t02 Bacteroides vulgatus Toulouse 16 8 4 0,5 0,125 - X -
51 [bf u36 Bacteroides vulgatus Danemark 8 8 | 32 2 | 025 [ - + -

AMX : amoxicilline, AMC : amoxicilline-acide clavulanique, PIP : pipéracilline, PTZ : pipéracilline-tazobactam,
FOX : céfoxitine, IMI : imipéneme, MEM : méropéneme
Les souches (lignes horizontales) sont classées par espéce et par présence / absence de géne de résistance.
Gradient de couleurs des CMI : jaune pale (CMI basse), rouge (CMI élevée).

Geéne cfiA et carbapénémes. Parmi les 16 isolats de B. fragilis possédant le géne
cfiA, 11/16 étaient catégorisés R ou | a 'imipénéme selon le CA-SFM (R < 4 mg/L) et
9/16 selon le CLSI (R < 8 mg/L) par la méthode de référence. Aucune résistance
phénotypique n’était donc observée avec la technique de référence pour 5/16 souches
selon le CA-SFM et 7/16 souches selon le CLSI. |l en était de méme avec les méthodes
de microdilution évaluées (6 a 7 souches/16 rendues R selon les référentiels).
(Tableau 22).
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Tableau 22 : CMI (mg/L) aux carbapénémes (dilution en milieu solide) et génes de
résistance aux plactamines

N |Souche Espéce Origine g s E E § H] § §- % %
14 [bf nI31 Bacteroides fragilis Pays-Bas 1 2 1 8 0,25 0,125 + - -
8 bf_16 Bacteroides fragilis Caen 32 1 2 2 8 0,25 0,125 @ - -
15  [bf nI34 Bacteroides fragilis Pays-Bas 1 4 2 8 0,25 0,125 + - -
19 [bf _nI50 Bacteroides fragilis Pays-Bas 1 4 2 8 0,25 0,125 5 - -
23 |bf _s10 Bacteroides fragilis Strasbourg 2 8 2 8 0,25 0,125 @ - -
35 bf t11 Bacteroides fragilis Toulouse 32 1 4 2 8 0,25 0,125 + - -
11 [bf nl1 Bacteroides fragilis Pays-Bas 2 8 2 16 0,25 0,125 + - -
16 [bf nI36 Bacteroides fragilis Pays-Bas 1 4 2 16 0,25 0,125 + - -
17  |bf nl47 Bacteroides fragilis Pays-Bas 1 4 2 16 0,25 0,125 o - -
18  |bf nM48 Bacteroides fragilis Pays-Bas 2 8 2 16 0,25 0,125 @ - -
47 |bf_u21 Bacteroides fragilis Danemark 64 2 8 2 16 0,25 0,125 + - -
55 bf u76 Bacteroides fragilis Danemark 2 4 2 16 0,25 0,125 + - -
33 bf_t02 Bacteroides vulgatus Toulouse 16 _ 8 4 0,5 0,125 - + -
7 bf_15 Bacteroides fragilis Caen 64 2 4 2 8 0,5 0,125 + - -
34 |bf _t10 Bacteroides fragilis Toulouse 64 2 4 2 8 0,5 0,125 @ - -
52 bf u42 Bacteroides fragilis Danemark 4 64 8 16 0,5 0,125 + - -
46 |bf u19 Bacteroides fragilis Danemark 64 2 16 2 8 1 0,125 + - -
25  [bf s12 B: ides thetaic i Strasbourg 2 32 16 32 1 0,125 - - -
1 ATCC 25285 |Bacteroides fragilis Caen 64 2 4 2 8 0,25 0,25 + - -
10  |bf 25 Bacteroides fragilis Caen 2 32 4 16 0,5 0,25 + + -
26 [bf s13 B: ides thetaic i Strasbourg 2 32 16 64 0,5 0,25 - -
6 bf_11 Bacteroides fragilis Caen 8 64 4 8 1 0,25 i - -
28  |bf s19 B: ides th i i Strasbourg 2 32 16 32 1 0,25 - - -
42 |bf t18 B: ides thetaic i Toulouse 64 2 32 32 32 1 0,25 - - -
3 bf 04 Bacteroides fragilis Caen 32 8 8 2 0,25 o o -
36 bf_t12 Toulouse 64 32 12 2 0,25 - i -
22 [bf s1 B: ides thetaic i Strasbourg 16 64 32 32 2 0,25 - - -
51 bf u36 Bacteroides vulgatus Danemark 8 8 32 2 0,25 - + -
4 bf 06 Bacteroides fragilis Caen 8 8 64 2 0,25 & i -
32 |bf_to1 Bacteroides fragilis Toulouse 64 16 16 2 0,5 @ i -
31 bf s8 B: ides thetai i Strasbourg 16 32 32 2 0,5 - + -
2 bf_03 Bacteroides fragilis Caen 8 8 64 2 0,5 + = -
5 bf_08 Bacteroides fragilis Caen 16 8 32 4 0,5 + + -
48  |bf u23 B ides thetaic I Danemark 32 32 64 2 1 - -
41 |bf 117 Bacteroides salyersiae Toulouse 64 64 32 1 - -
49  |bf_u32 Bacteroides fragilis Danemark 2 1 2 2 16 0,5 2 - -
30 |bf s4 Bacteroides ovatus Strasbourg 64 32 32 2 2 - i -
12 [bf nl10 Bacteroides fragilis Pays-Bas 4 2 2 32 2 4 - +
21 |bf _nI9 Bacteroides fragilis Pays-Bas 4 2 2 32 2 4 - - i
53  |bf u57 Bacteroides fragilis Danemark 16 4 32 2 4 - - i
29 |bf s3 Bacteroides fragilis Strasbourg 64 32 - 32 4 + - -
20 |bf nI8 Bacteroides fragilis Pays-Bas 64 2 2 2 32 1 8 - - +
54 |bf u67 Bacteroides fragilis Danemark 64 16 32 4 8 + ° +
13 [bf_nl11 Bacteroides fragilis Pays-Bas 4 16 8 32 8 8 - +
24 |bf _s11 Bacteroides ovatus Strasbourg 64 16 16 2 16 - i -
50 bf _u35 Bacteroides fragilis Danemark 8 8 2 4 32 4 16 - - +
56  |bf u85 Bacteroides fragilis Danemark 64 32 16 32 - + +
45 |bf u18 Bacteroides fragilis Danemark 64 32 32 32 - +
40 |bf t16 Bacteroides fragilis Toulouse 64 16 64 32 - - i
37 |bf t13 Bacteroides fragilis Toulouse 64 32 32 - = =
43 |bf t19 Bacteroides vulgatus Toulouse 64 8 64 - - -
44 |bf u17 Bacteroides fragilis Danemark 64 64 64 - - i
9 [bf 23 Bacteroides fragilis Caen 64 64 - + +
39  |bf t15 Bacteroides fragilis Toulouse 64 64 - - i
38  |bf t14 Bacteroides fragilis Toulouse 64 64 - - i

AMX : amoxicilline, AMC : amoxicilline-acide clavulanique, PIP : pipéracilline, PTZ : pipéracilline-tazobactam,
FOX : céfoxitine, IMI : imipéneme, MEM : méropéneme.
Les souches (lignes horizontales) sont classées par CMI croissantes de méropéneme. Gradient de couleurs des
CMI : jaune pale (CMI basse), rouge (CMI élevée).

Cette discordance entre la résistance phénotypique a I'imipénéme et la présence
du géne de résistance aux carbapénemes a été explorée. Pour ce faire, il a été décidé
de réaliser les CMIs du méropénéme sur toutes les souches et de réaliser des E-test®
imipénéme et méropénéme sur les souches discordantes. Les CMI aux deux
carbapénémes ont été déterminées avec deux techniques : microdilution en plaque
Micronaut™ et en E-test®. Les résultats des CMI mesurées et leurs interprétations
selon le CA-SFM sont présentés dans le Tableau 23. Au total, neuf souches ont été
testées, toutes de I'espéce B. fragilis. La souche bf_u85 a servi de contréle positif (cfiA
positif et CMI a 'imipénéme élevée).
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Tableau 23 : Comparaison et interprétation selon le CA-SFM des CMI méropénéme et
imipénéme chez neuf souches cfiA positives

Souches CMI (mg/L) _

E-test® Sensititre™ Micronaut-S™ Steers

MEM IMP MEM IMP MEM IMP

bf_u85 32 8 - 4 I 32 4 I
bf_u32 1 0,047 - 0,5 1 0,5 2 I
bf_u35 12 0,25 - 2 16 1 16 4 I
bf_u57 6 | 0125 - 05 4 1 05 4 1 2 |8
bf_u67 3 |1 0,38 - 2 4 I 1 8 I 4 I
bf_nl10 4 I 0,125 - 1 8 | 1 4 | 2
bf_nl11 8 | 038 - 2 16 R 2 8 I 8
bf_nI8 3 I 0,125 - 1 8 | 1 8 | 1
bf_nl9 2 . 0,19 - 1 4 | 1 4 | 2

MEM : méropénéme, IMP : imipénéme, S : sensible, | : sensible a forte posologie, R : résistant
MEM : S <2 mg/L, R > 8 mg/L (CA-SFM), IMP: S <2 mg/L, R > 4 mg/L (CA-SFM)

Les CMIs ont donc été réalisées pour le méropéneme sur toutes les souches par
méthode de dilution en milieu solide afin de compléter I'analyse. La Figure 9
représente la répartition des CMI mesurées pour les deux antibiotiques en fonction de
la présence du géne cfiA. Les lignes en pointillés représentent les valeurs critiques du
CA-SFM et la zone grise correspond a l'intervalle ou les souches sont classées « | ».
Avec I'imipénéme, cingq souches possédant le géne cfiA sont catégorisées sensibles
contre une seule avec le méropéneme. Le méropénéme a donc une capacité
supérieure a mettre en évidence le géne cfiA et donc les diminutions de sensibilités

aux carbapénémes.

IMP MEM
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0.1250.25 05 1 2 S< 4 R> 8 16 32 64 0125025 05 1 2 S< 4 8 R> 16 32 >32
CMI (mg/L) CMI (mg/L)

Figure 9 : Répartition des CMI obtenues par dilution en milieu solide de I'imipénéme et du
méropénéme en fonction de la présense du géne cfiA

Les lignes en pointillés représentent les valeurs critiques du CA-SFM. IMP : Imipénéme, MEM : méropénéme
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Les CMI en E-test® ont permis de détecter une diminution de sensibilités pour sept
souches sur neuf avec le méropénéme contre une sur neuf avec I'imipénéme. Pour le
Micronaut™, huit souches sur neuf sont rendues | ou R au méropénéme contre
seulement une avec I'imipénéme. Les résistances aux carbapénémes sont donc mieux
détectées avec le méropéneéme. Sur ’Annexe 7 sont visible deux bandelettes E-test®,
meéropénéme et imipénéme sur gélose BBA pour souche de B. fragilis cfiA positif.
L’ellipse au niveau de la bandelette méropénéme est beaucoup plus resserrée que
celle autour de I'imipénéme. Cette image a été observée pour toutes les souches cfiA
positive.

b. Clindamycine

Le résultat des PCR réalisées pour mettre en évidence six génes de résistance
aux macrolides a été confronté aux résultats des difféerentes méthodes
antibiogrammes (Tableau 24). Quelque-soit le référentiel utilisé (CA-SFM 4 mg/L et
par le CLSI de 8 mg/L avec une zone intermédiaire de 2 a 8 mg/L), les souches
résistantes a haut niveau (CMI = 32 mg/L) a la clindamycine présentaient pour la
plupart le géne ermF, souvent associé a d’autres génes de résistance.

Comme cité précédemment, 17 isolats ont été catégorisés résistants par la
meéthode de diffusion (CA-SFM) et sensibles avec la méthode de référence (CMI< 4
mg/L) les classant en discordances majeures. Pour 10 de ces souches, des génes de
résistance aux macrolides ont été retrouvés, principalement /inA, et plus rarement

ermF, ermG, ermB, msrSA, mefA.
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Tableau 24 : CMI, diamétres d'inhibition et génes de résistance a la clindamycine (CLI)

g3
N° | Nom souche Espéces Origine g éé % "é 2 E % E
36

1 |ATCC 25285 |Bacteroides fragilis Caen 36 0,5 0,5 1 - - - -
5 [bf_08 Bacteroides fragilis Caen 31 1 0,06 - - - - - -
24 [bf_s11 Bacteroides ovatus Strasbourg 20 0,5 0,5 1 - - - - - -
19 |bf_nI50 Bacteroides fragilis Pays-Bas 15 0,5 0,5 1 - - - - - -
35 |bf_t11 Bacteroides fragilis Toulouse 15 1 0,5 1 - - - - - -
3 [bf 04 Bacteroides fragilis Caen 14 1 0,5 1 - - + - - -
15 |bf_nI34 Bacteroides fragilis Pays-Bas 14 0,5 0,5 1 - - - - - -
36 |bf_t12 _ Toulouse 14 0,5 0,5 1 - - - - - -
34 [bf_t10 Bacteroides fragilis Toulouse 13 1 0,5 1 - - + - - -
16 [bf_nlI36 Bacteroides fragilis Pays-Bas 11 1 0,5 1 - - + - - -
45 |bf_u18 Bacteroides fragilis Danemark 15 2 4 2 - - + - + -
18 [bf_nl48 Bacteroides fragilis Pays-Bas 15 1 2 2 - - - - - -
31 |bf_s8 Bacteroides thetaiotaomicron Strasbourg 15 0,5 1 2 - - - - - -
38 |bf_t14 Bacteroides fragilis Toulouse 15 1 0,5 2 - - - - - -
50 |bf _u35 Bacteroides fragilis Danemark 15 1 0,5 2 - - - - - -
54 |bf_u67 Bacteroides fragilis Danemark 14 1 2 2 + + - - - +
11 [bf_nl Bacteroides fragilis Pays-Bas 1% 1 0,5 2 - - - - - -
14 [bf_nI31 Bacteroides fragilis Pays-Bas 13 1 0,5 2 - - - - - -
44 |bf_u17 Bacteroides fragilis Danemark 13 1 4 2 - - - - - -
12 |bf_nl10 Bacteroides fragilis Pays-Bas 12 2 2 2 - - + - - -
53 |bf_u57 Bacteroides fragilis Danemark 12 2 2 2 - - + - - -
29 |bf_s3 Bacteroides fragilis Strasbourg 11 1 0,5 2 - - + - - -
21 |bf_nl9 Bacteroides fragilis Pays-Bas 10 4 2 2 - - - - - -
20 |bf_nl8 Bacteroides fragilis Pays-Bas - 2 2 2 - - + - - -
9 |bf_23 Bacteroides fragilis Caen 40 0,5 0,06 4 - - - - - -
28 [bf_s19 Bacteroides thetaiotaomicron Strasbourg 15 1 2 4 - - - - - -
7 |bf_15 Bacteroides fragilis Caen 11 2 1 4 - - + - - -
42 |bf_t18 Bacteroides thetaiotaomicron Toulouse 9 4 4 4 - - - - + -
22 |bf_s1 Bacteroides thetaiotaomicron Strasbourg 2 2 4 - - - - - -
49 |bf_u32 Bacteroides fragilis Danemark 13 1 1 - - - - - -
51 |bf_u36 Bacteroides vulgatus Danemark >8 - - - - - +
17 |bf_nl47 Bacteroides fragilis Pays-Bas >8 - -+ - + -
30 |bf_s4 Bacteroides ovatus Strasbourg >8 - - + - + -
40 |bf_t16 Bacteroides fragilis Toulouse >8 - - + - + -
43 |bf_t19 Bacteroides vulgatus Toulouse >8 - - + - + -
52 |bf_u42 Bacteroides fragilis Danemark >8 - - + - + -
2 |bf 03 Bacteroides fragilis Caen >8 - - - - o -
4 |bf_06 Bacteroides fragilis Caen >8 + - - - + -
6 |bf_11 Bacteroides fragilis Caen >8 - - - - + -
8 [bf_16 Bacteroides fragilis Caen >8 - - - - o -
10 |bf_25 Bacteroides fragilis Caen >8 - - - - + -
13 |bf_nl11 Bacteroides fragilis Pays-Bas 4 >8 - + - - + -
23 |bf_s10 Bacteroides fragilis Strasbourg >8 - - - - - -
25 [bf_s12 Bacteroides thetaiotaomicron Strasbourg >8 + + - - - +
26 |bf_s13 Bacteroides thetaiotaomicron Strasbourg >8 - - - - + -
32 |bf_to1 Bacteroides fragilis Toulouse >8 - + - - + -
33 |bf_t02 Bacteroides vulgatus Toulouse >8 - - - - + -
37 |bf_t13 Bacteroides fragilis Toulouse >8 - - - - + -
39 |bf t15 Bacteroides fragilis Toulouse >8 - - - - + -
41 |bf_t17 Bacteroides salyersiae Toulouse >8 - - - - ar

46 |bf_u19 Bacteroides fragilis Danemark >8 + i3 - - - +
47 |bf_u21 Bacteroides fragilis Danemark >8 - - - - - +
48 |bf_u23 Bacteroides thetaiotaomicron Danemark >8 - - - - + -
55 [bf_u76 Bacteroides fragilis Danemark >8 + + - - - +
56 |bf_u85 Bacteroides fragilis Danemark >8 - - - + - -

Les souches (lignes horizontales) sont classées par CMI croissantes de clindamycine par la méthode de
référence. La CMI maximale mesurée par le systéme Micronaut-S™ est de 8 mg/L. Gradient de couleurs des
diamétres et CMI : jaune péale (grand diametre d’inhibition, CMI basse), rouge (faible diamétre d’inhibition, CMI

élevée).
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Figure 10 : Génes de résistance aux macrolides, diameétres d’inhibition et CMIs par la
dilution en gélose (méthode de référence - Steers) de la clindamycine.
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Les lignes pointillées indiquent les seuils critiques pour chacune des méthodes (CASFM). En bleu les souches
présentant uniquement le géne linA, en magenta les souches exprimant /inA et ermF et en gris les autres
souches de la collection.

Les souches exprimant uniquement /inA ont systématiquement été qualifiées
résistantes en diffusion, avec des diamétres s’étendant de 6 a 14 mm (R < 15 mm),
tandis que les CMI en Steers les a qualifiées sensibles (Figure 10).

La sensibilité et la spécificité des méthodes de dilution en milieu solide et de
diffusion en milieu solide, pour détecter la présence de génes de résistance, ont été
calculées par rapport aux interprétations faites avec le CA-SFM. La méthode de
référence avait une sensibilité de 68,6 % et une spécificité de 90 % alors que la
technique en diffusion avait une sensibilité de 97,2 % et une spécificité de 55 %.

La technique de diffusion est donc plus sensible pour détecter les génes de
résistance aux macrolides mais moins spécifique. Le défaut de spécificité de la
technique de diffusion pourrait étre lié soit a la présence d’autres génes de résistance
inconnus pour les autres souches, ou a un faible niveau d’augmentation de CMI en

comparaison aux souches sauvages.
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c. Métronidazole

Pour les six souches positives a nim, quatre d’entre elles étaient catégorisées
résistantes en Steers avec des CMI allant de 16 a 64 mg/L (R >4 mg/L) et deux étaient
interprétées sensibles avec les CMI a 2 et 4 mg/L (Tableau 25).

Une souche de notre collection possédant un gene nimJ n’a pas été détectée par
PCR (amorces choisies non spécifiques pour ce géne), mais présentait une CMI au
métronidazole de 64 mg/L en Steers. Cette souche était identifiée résistante au
meétronidazole avec les trois autre méthodes antibiogrammes (CA-SFM et CLSI).

La sensibilité et la spécificité des méthodes étaient respectivement les suivantes :

- méthode de référence 67 % et 98 %.
- diffusion en gélose, 50 % et 98 %.
- microdilution, Sensititre™ 83 % et 90 %

- microdilution, Micronaut™ 67 % et 98 %.
Une des souches présentant un géne nim n'a été détectée par aucune des

méthodes antibiogrammes et une autre a seulement été détectée par la méthode

Sensititre ™.

76



Tableau 25 : CMI, diamétres d'inhibition et génes de résistance au métronidazole (MTR)

* Souche connue positive a nimJ
Les souches (lignes horizontales) sont classées par CMI croissantes de métronidazole.

s z E [§s
N° | Nom souche Espéce Origine é E E é % E g % g %%’ £
2t [FZE|SEElR el ¢
E a £ |E°
6 |bf_11 Bacteroides fragilis Caen 40 0,5 0,25 0,25 -
8 |bf 16 Bacteroides fragilis Caen 40 0,5 0,25 0,25 -
10 |bf 25 Bacteroides fragilis Caen 40 2 0,5 0,25 -
20 [bf_niI8 Bacteroides fragilis Pays-Bas 40 1 0,5 0,25 -
39 [bf_t15 Bacteroides fragilis Toulouse 40 0,5 0,25 0,25 -
41 (bf t17 Bacteroides salyersiae Toulouse 40 1 0,25 0,25 -
51 |bf_u36 Bacteroides vulgatus Danemark 40 0,5 0,25 0,25 -
54 (bf_u67 Bacteroides fragilis Danemark 38 0,5 0,25 0,25 -
55 |bf_u76 Bacteroides fragilis Danemark 40 0,5 0,25 0,25 -
ATCC 25285 |Bacteroides fragilis Caen 40 1 0,25 0,5 -
4 |bf_06 Bacteroides fragilis Caen 39 1 0,5 0,5 -
5 |bf_08 Bacteroides fragilis Caen 39 1 0,25 0,5 -
7 |bf_15 Bacteroides fragilis Caen 40 1 0,5 0,5 -
11 |bf_ni Bacteroides fragilis Pays-Bas 40 1 0,5 0,5 -
12 |bf_nl10 Bacteroides fragilis Pays-Bas 39 1 0,5 0,5 -
14 |bf niI31 Bacteroides fragilis Pays-Bas 40 2 1 0,5 -
15 |bf_ni34 Bacteroides fragilis Pays-Bas 40 1 1 0,5 -
16 |bf_ni36 Bacteroides fragilis Pays-Bas 40 4 0,5 0,5 -
17 |bf_nK47 Bacteroides fragilis Pays-Bas 40 1 1 0,5 -
18 |bf_nk8 Bacteroides fragilis Pays-Bas 40 2 0,5 0,5 -
19 [bf_nlI50 Bacteroides fragilis Pays-Bas 40 1 0,25 0,5 -
21 |bf_ni9 Bacteroides fragilis Pays-Bas 39 2 0,5 0,5 -
22 [bf_s1 Bacteroides thetaiotaomicron Strasbourg 40 0,05 0,25 0,5 -
23 |bf_s10 Bacteroides fragilis Strasbourg 40 1 0,5 0,5 -
26 |bf_s13 Bacteroides thetaiotaomicron Strasbourg 40 2 1 0,5 -
28 |[bf_s19 Bacteroides thetaiotaomicron Strasbourg 40 2 1 0,5 -
29 |[bf_s3 Bacteroides fragilis Strasbourg 40 1 0,5 0,5 -
30 [bf_s4 Bacteroides ovatus Strasbourg 40 2 0,5 0,5 -
34 (bf _t10 Bacteroides fragilis Toulouse 40 1 1 0,5 -
35 |bf_t11 Bacteroides fragilis Toulouse 39 1 0,5 0,5 -
37 |bf_t13 Bacteroides fragilis Toulouse 40 1 0,5 0,5 -
40 (bf_t16 Bacteroides fragilis Toulouse 40 1 0,5 0,5 -
42 |bf t18 Bacteroides thetaiotaomicron Toulouse 40 2 1 0,5 -
43 |bf t19 Bacteroides vulgatus Toulouse 40 1 0,25 0,5 -
46 |bf _u19 Bacteroides fragilis Danemark 40 2 0,5 0,5 -
47 [bf_u21 Bacteroides fragilis Danemark 40 1 0,5 0,5 -
48 |bf_u23 Bacteroides thetaiotaomicron Danemark 40 1 1 0,5 -
49 |bf_u32 Bacteroides fragilis Danemark 40 1 0,5 0,5 -
50 [bf_u35 Bacteroides fragilis Danemark 40 1 0,5 0,5 -
53 [bf_u57 Bacteroides fragilis Danemark 40 2 0,25 0,5 -
56 |bf_u85 Bacteroides fragilis Danemark 40 1 0,5 0,5 -
3 |bf_04 Bacteroides fragilis Caen 37 2 2 1 -
24 |bf_s11 Bacteroides ovatus Strasbourg 40 2 1 1 -
25 |bf_s12 Bacteroides thetaiotaomicron Strasbourg 40 - 1 1 -
31 [bf_s8 Bacteroides thetaiotaomicron Strasbourg 40 2 0,5 1 -
36 |bf_t12 Toulouse 40 8 0,5 1 -
2 |bf_03 Bacteroides fragilis Caen 39 4 1 2 T
13 |bf_nl11 Bacteroides fragilis Pays-Bas 30 8 8 4 -
38 |bf_t14 Bacteroides fragilis Toulouse 31 16 4 4 -
52 [bf_u42 Bacteroides fragilis Danemark 31 8 2 4 +
45 [bf_u18 Bacteroides fragilis Danemark 22 16 T
32 |bf_t01 Bacteroides fragilis Toulouse +
33 [bf_t02 Bacteroides vulgatus Toulouse +
9 |bf 23 Bacteroides fragilis Caen +
44 |bf u17 Bacteroides fragilis Danemark -)*

Gradient de couleurs des diametres et CMI : jaune pale (grand diametre d’inhibition, CMI basse), rouge (faible

diameétre d’'inhibition, CMI élevée).
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DISCUSSION

Au cours de ce travail, nous avons comparé les résultats de sensibilité aux
antibiotiques obtenus avec différentes méthodes d’antibiogramme adaptées a la
routine des laboratoires de microbiologie, a la méthode de référence (Steers). Les
résultats de sensibilité ont également été confrontés aux profils génétiques déterminés
par PCR ciblées. Les méthodes alternatives a la méthode de référence sont validées
et corrélées, selon les critéres de la FDA (DM < 3% ; DTM < 1,5%, sur des isolats de
Bacteroides recueillis de fagon prospectives. Mais, au cours de ce travail, nous avons
choisi de travailler avec des souches présentant un ou plusieurs mécanismes de
résistances afin de tester les limites des différentes méthodes évaluées. Notre
population ne refléte pas I'épidémiologie habituelle des isolats cliniques. Les critéres

d’acceptabilité de la FDA n’ont donc pu pas étre appliqués.

A. LIMITES GENERALES DES METHODES ANTIBIOGRAMMES

Quelle que soit la méthode antibiogramme utilisée pour déterminer la sensibilité
aux antibiotiques, des limites et des risques d’erreur propres aux bactéries anaérobies
sont maitrisées afin d’éviter autant que faire se peut toute DTM.

Inoculum : La calibration de I'inoculum bactérien est le premier point critique des
méthodes d’antibiogrammes. En plus de cette calibration, I'inoculum est variable selon
les méthodes antibiogrammes engagées pour les germes anaérobies : pour la
diffusion, I'inoculum devra étre calibré a 1 McFarland tandis que la microdilution et la
dilution en milieu solide nécessitent un McFarland de 0,5.

Anaérobiose : La maitrise de I'anaérobiose est le second facteur qui pourra
impacter la fiabilité des résultats. Une composition imparfaite de I'atmosphére de
culture impactera la croissance bactérienne, augmentant le délai de rendu des
résultats, entrainant un retard dans la prise en charge optimale des patients et dans le
pire des cas, engendrera le rendu des souches faussement sensibles ou résistantes.
Un matériel en bon état (étanchéité des chambres d’anaérobiose, régénération des
catalyseurs), des contréles de qualité réguliers (antibiogramme avec des souches
ATCC, contrdle de I'atmosphére anaérobie) sont importants pour vérifier la maitrise de
ces points au cours du temps.

Recommandations des sociétés savantes: Les changements de

recommandations sur les antibiogrammes des bactéries anaérobies ont amené a



proposer ['utilisation de la souche de B. thetaiotaomicron, ATCC 29741, comme
souche de contréle. Cette récente recommandation est une véritable avancée étant
donnée l'absence de ligne directrice antérieure. Dans ce travail, nous avons testé les
souches anaérobies de B. fragilis, considérées comme facilement cultivables avec une
croissance relativement rapide en comparaison a d’autres especes anaérobies (ex :
Porphyromonas). Ces souches sont moins sensibles a une manipulation en milieu
aeérobie. La croissance en atmosphére anaérobie et un temps de culture de 48h
devront étre tout de méme respectés pour assurer la qualité des résultats. Le respect
de ce temps d’incubation est notamment important pour la clindamycine, car en cas
de lecture prématurée un risque de fausse sensibilité est possible.

Lecture des résultats : L'un des derniers points difficilement maitrisables est la
lecture des résultats. Pour le microdilution, la lecture semble plus franche, ou le
premier puits sans croissance bactérienne est considéré comme concentration
minimale inhibitrice. Mais dans le cas de la diffusion, la lecture se fait par mesure de

diamétre, donc au millimeétre prés.

En fonction de la qualité de l'inoculum de départ, de I'entretien du matériel de
laboratoire, du respect des délais de culture et des recommandations des sociétés
savantes, de I'expérience du lecteur, le résultat final pourra varier si tout n'est pas

maitrisé.

B. BIAIS ET LIMITES DE L’ETUDE

L’évaluation de ces différentes méthodes a nécessité de déterminer des CMI de
référence qui ont été confrontées aux résultats des autres méthodes.

Une des limites que nous pourrons reprocher a ce travail est la réalisation en
version unique de la détermination des sensibilités en technique de dilution en milieu
solide, sans réalisation en triplicat pour vérifier les valeurs. Ce choix a été fait en
fonction de la lourdeur technique et de I'impact financier de la méthode de dilution en
milieu solide. En effet, cette technique nécessite la reconstitution d’'un nombre
important de géloses et la manipulation d’un nombre important de souches
simultanément.

La mise en place et la réalisation de cette technique demande rapidité et savoir-
faire. Cette expérience a été acquise au fur et a mesure des manipulations. Le manque
d’expérience dans la pratique de ces techniques est donc un facteur qui peut avoir eu

un impact dans la détermination de résultats.
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La caractérisation génétique a permis de nous orienter dans les profils de
résistance phénotypique, bien que les B. fragilis soit rapportées dans plusieurs articles
comme des bactéries n’exprimant pas systématiquement les genes de résistances
qu’ils possédent (43,50). La répartition des genes de résistance et les CMI associées
de nos souches de Bacteroides étaient cohérentes avec ce qui a déja été rapporté
dans la littérature. De plus, nous pourrons noter que certaines de nos amorces n’ont
pas pu mettre en évidence tous les génes de résistance souhaités. Ces difficultés
techniques nous montrent qu’il est difficile de qualifier correctement ces isolats faisant
partie d’un groupe bactérien hétérogéne. Le séquencage des génomes complets serait
une alternative pour caractériser la collection d’isolats.

Une comparaison de méthode a été engagée pour confronter quelques méthodes
actuellement disponibles sur le marché et évaluer laquelle serait la plus adaptée a une
utilisation en routine sur des bactéries particulierement résistantes. Au terme de cette
comparaison, les taux de concordance des différentes méthodes avec la méthode de
référence se sont révélés relativement faibles pour les trois méthodes évaluées. Des
discordances trés majeures ont été constatées avec chacune des méthodes
notamment pour les pénicillines avec inhibiteur de pénicillinases. Des différences entre
les Bacteroides fragilis et non-fragilis ont toutefois été observées sur les pénicillines
avec inhibiteur de pénicillinase pour les trois méthodes. La comparaison avec une
augmentation de l'effectif serait une poursuite intéressante des travaux qui permettrait

de donner plus de poids et confirmer les résultats trouvés ici.

C. COMPARAISON A LA METHODE DE REFERENCE ET PROFIL GENETIQUE

Chaque technique a présenté des avantages et les inconvénients face a la
détermination des sensibilités sur cette population difficile.

Pour la méthode d’antibiogramme en diffusion sur milieu solide, la méthode reste
simple, rapide a réaliser et peu colteuse a mettre en place. La difficulté se situe dans
la lecture des diametres qui peut varier entre lecteurs notamment dans la prise en
compte des doubles zones ou microcolonies. Cette lecture visuelle fait aussi la force
de la méthode, car elle permet d’apprécier la pureté de l'inoculum, mais aussi des
réductions de diamétres qui orienteront vers une technique de seconde ligne de
détermination des CMI. Au cours de ce travail, nous avons observé que cette méthode
de diffusion en milieu solide avait des avantages sur les autres méthodes notamment
dans la détection de résistance aux macrolides. En effet, cette méthode semble plus

fiable en permettant de mettre en évidence les résistances liées a I'expression du géne
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linA en comparaison aux autres méthodes. En revanche pour cette méthode, le taux
de concordance pour les pénicillines avec inhibiteur de pénicillinases, I'amoxicilline-
acide clavulanique et pipéracilline-tazobactam n’est pas acceptable (<75%). Dans
I'étude de comparaison de la méthode antibiogramme en diffusion aux CMI pour neuf
antibiotiques, réalisée par Nagy et al., les mémes difficultés ont été rencontrées sur
ces deux molécules avec une collection de presque 400 isolats. Au terme de cette
comparaison, I'auteure suggeérait une vérification des résultats pour ces molécules si
les diamétres mesurés sont supérieurs aux diameétres critiques, mais inférieurs a 23
mm dans le cas de I'amoxicilline-acide clavulanique et inférieurs a 25 mm a la
pipéracilline-tazobactam, par une méthode de détermination des CMI (microdilution ou
E-test®) (58). Cette alternative permettrait de pallier aux probléemes de discordances
trés majeures (souches résistantes rendues a tort sensibles).

Les résultats obtenus avec les méthodes de microdilution en milieu liquide se sont
révelés assez proches. Les atouts majeurs de ces techniques sont la facilité de lecture
et le gain de place. La facilité d’utilisation est améliorée si le laboratoire dispose d’'un
distributeur de la suspension bactérienne. Dans le cas inverse, le remplissage a la
main de la plaque a l'aide d’'une pipette multicanaux peut s’avérer longue et
fastidieuse. La différence technique entre les deux plaques commerciales réside dans
la nature du bouillon de culture utilisé, un milieu Brucella pour le Sensititre™ tandis
que le Micronaut™ utilise un milieu Wilkins-Chalgren. La différence entre ces deux
milieux se fait sur la présence de certains minéraux, mais la base reste similaire : 5 %
de sang additionné de peptone, vitamine K1 et hémine. Les listes des molécules
testées dans les deux kits présentent chacune des spécificités. Neuf des antibiotiques
étaient communs aux deux plaques commerciales : pénicilline G, amoxicilline ou
ampicilline, amoxicilline-acide clavulanique, pipéracilline-tazobactam, imipénéme,
clindamycine, métronidazole, moxifloxacine et vancomycine. Les autres molécules
étaient spécifiques a chacun des kits commerciaux et visaient a répondre aux
exigences des sociétés savantes Européennes et/ou américaines. Les listes de
molécules proposées par les deux plagues commerciales couvraient parfaitement les
besoins pour une utilisation clinique.

Il est a noter que depuis la réalisation de ce travail, les antibiotiques et les gammes
de concentrations testés dans la plaque Sensititre™ ont été changés par le
fournisseur. Initialement, la gamme de concentration de pipéracilline-tazobactam
proposee (16/4 a 128/4 mg/L) ne permettait pas d’identifier les souches sensibles avec
le référentiel européen. Avec la version actuelle, la pipéracilline-tazobactam est testée
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de 0,25/4 a 256/4 mg/L, ce qui permet de convenablement couvrir les valeurs critiques
européennes pour toutes les espéces anaérobies. Les autres changements au sein
de la plaque Sensititre™ sont la disparition de la moxifloxacine et l'introduction du
méropénéme. Trois antibiotiques (mezlocilline, ampicilline-sulbactam, cefotetan) non
commercialisés en Europe, mais disponibles aux Etats-Unis, sont maintenant testés
sur ces plaques. Ces derniéres molécules ne sont pas présentes sur les plaques
Micronaut-S™, congues en Allemagne, contrairement aux plaques Sensititre™

développées pour le marché américain.

Les résultats obtenus au cours de ce travail nous ont amené a comparer des
molécules de la méme famille afin de vérifier lesquels étaient les plus efficaces pour
mettre en évidence phénotypiquement les mécanismes de résistance impliqués. La
comparaison entre I'imipénéme et le méropénéme nous a conduit a constater que le
meéropénéme permettait une meilleure détection des résistances aux carbapénemes.
L’ajout systématique de cette molécule au panel d’antibiotiques testés serait pertinent
quelque-soit I'approche technique choisie. Toutefois, I'ajout du méropénéme sur
'antibiogramme en diffusion n’est pour le moment pas incrémenté dans les
recommandations du CA-SFM/ EUCAST.

Les deux référentiels utilisés au cours de cette thése proposent des valeurs
critiques de sensibilité qui ne sont pas systématiquement superposables. Ces
différences entrainent des variations dans la catégorisation des échantillons. Nous
avons noté que les interprétations faites avec les valeurs seuils du CLSI ont montré
une concordance légérement plus élevée qu’avec les interprétations proposées par le
CA-SFM.

Nous noterons également I'importance d’une zone de sensibilité intermédiaire ou
sensible a forte posologie aussi appelée ZIT (Zone d’Incertitude Technique) pour
limiter les erreurs majeures et trés majeures. En effet, en cas de distribution non-
bimodale des CMIs, les valeurs mesurées proches de la valeur critique seront classées
en strictement R ou S sans prendre en compte l'incertitude technique.

De grands changements dans les recommandations du CA-SFM ont été faits entre
les versions de 2013 et 2019. La liste des molécules a tester ('amoxicilline n’est plus
recommandée), la charge de certains disques (métronidazole et pipéracilline-
tazobactam) et la détermination d’'une souche ATCC B. thetaiotaomicron, avec des

CMI cibles, pour tester les antibiogrammes anaérobies ont été définies. Toutes ces
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évolutions tendent a améliorer le rendu et la fiabilité des résultats de I'antibiogramme

de ces germes.

Par ailleurs, de nombreux mécanismes de résistance ne sont pas encore connus
notamment pour le B. salyersiae. Cette espéce semble étre un Bacteroides un peu a
part dans le grand groupe de Bacteroides fragilis: elle semble présenter
systématiquement des CMI relativement élevées a lI'imipénéme et faibles pour le
méropénéme, image inverse des autres Bacteroides ayant acquis le géne cfiA. Les
mécanismes impliqués dans cette résistance ne sont pas connus et nécessitent des
analyses plus poussées avec notamment un séquengage complet des génomes et la

caractérisation des mécanismes impliqués.

D. ANTIBIOGRAMME ET ALGORITHME DECISIONNEL

Au cours de ce travail, nous avons tenté de mettre en place un algorithme
décisionnel pour lincrémentation de tests complémentaires aux méthodes
antibiogrammes de premiére intention.

Dans le cas de la méthode de diffusion en milieu solide :

- Pénicillines/aminopénicillines : Rendre systématiquement résistant

- Amoxicilline-acide clavulanique et pipéracilline-tazobactam : Le CA-
SFM recommande la détermination de CMI si le diamétre est compris dans
la zone I. Nous suggérons d’augmenter ces zones a 25 mm comme le
suggérent les travaux de Nagy et al. et les données que nous avons
obtenues au cours de ce travail.

- Meétronidazole : Le travail que nous avons réalisé s’est basé sur les
anciennes recommandations qui conseillaient I'utilisation d’'un disque chargé
a 16 pg. Dans ces conditions, les souches sensibles présentaient des
diamétres supérieurs a 30 mm. Notre travail nous inciterait donc a contréler
les diameétres et l'identité des souches si les diamétres sont inférieurs a 30
mm. Le CA-SFM/EUCAST a proposé récemment un diamétre seuil de 15
mm pour un disque chargé a 5 ug. |l serait intéressant de vérifier la validité
des nouvelles recommandations pour le métronidazole. Il sera toutefois
important de rester vigilant face a des diamétres réduits pour cette molécule
et d’appliquer la méme démarche pour s’assurer de la sensibilité des
souches.
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- Imipénéme : Le CA-SFM recommande de déterminer la CMI a l'imipénéme
pour les souches dont le diamétre est compris entre 18 et 23 mm. Nous
suggérons de la compléter par la détermination de la CMI au méropénéme
si le patient doit étre traité par un carbapénéme (demande du clinicien,
intolérance aux autres molécules, résistance aux autres classes
médicamenteuses). En cas de dissociation entre la valeur des CMI du
méeropénéme et de lI'imipéneme, il serait souhaitable de ne pas conseiller
I'utilisation en thérapeutique des carbapénémes.

- Clindamycine : nos données suggerent que la diffusion en milieu solide est
la méthode la plus sensible pour détecter les souches de sensibilité diminuée
en raison d’un mécanisme d’inactivation ou d’efflux. Les résultats peuvent
donc étre transmis au clinicien en toute sécurité, ais au prix d'une

surestimation de la résistance vraie.

Pour la microdilution en milieu liquide les tests complémentaires sont difficiles a
incrémenter, car cette méthode permet de directement déterminer des CMI. |l est donc
complexe de mettre en place des seuils induisant la réalisation d’'une seconde
détermination de CMI avec par exemple la méthode en E-test™. De plus, le colt de
ces tests est relativement plus élevé et une seconde détermination de CMI
demanderait un budget conséquent pour le rendu de résultats de routine. Aussi, pour
les déterminations de sensibilité en routine, nous suggérons [utilisation de

I'antibiogramme par diffusion en milieu solide incrémenté de la détermination de CMI.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce travail a permis de comparer trois méthodes d’antibiogrammes, actuellement
utilisées dans les laboratoires de biologie médicale, a la méthode de référence. Une
caractérisation de profils de résistance génétique a été mise en place pour aider dans
la compréhension de nos données phénotypiques. Au final, la méthode en diffusion
additionnée de tests complémentaires respectant une stratégie bien définie reste 'une
des approches techniques les plus fiables quant a la détermination des catégorisations
des molécules fréquemment utilisées dans les infections a germes anaérobies, c’est-
a-dire, le métronidazole, les macrolides et les plactamines. Cette technique a
notamment pour avantage de mettre en évidence des résistances aux macrolides qui
ne sont pas détectées avec la méthode de référence ou la microdilution mais
seulement par PCR. Les taux d’erreurs rendus par la méthode en diffusion pour les
Blactamines sont inférieures a ceux des méthodes en microdilution mais présentent
tout de méme des écarts non-négligeables pour I'amoxicilline-acide clavulanique et
pipéracilline-tazobactam. Ces discordances pourraient étre améliorées en déterminant
les CMIs pour les souches dont les diametres sont proches des diamétres critiques.
Une remarque est a faire sur la sensibilité aux carbapénémes : 'imipénéme ne permet
pas d’appréhender de fagon satisfaisante les résistances aux carbapénemes, il serait
préférable de remplacer cette molécule par le méropénéme qui au cours de ce travail
s’est montré plus efficace. Malheureusement, aucun diametre limite de sensibilité n’est
proposé par le CA-SFM. Concernant le métronidazole, des tests complémentaires sont
a incrémenter lorsque des variations de diamétre sont visibles. Cette difficulté de
mettre en évidence les mécanismes de résistance in vitro des isolats appartenant au
Bacteroides du groupe fragilis, nécessite de mettre en place des algorithmes afin de
rendre un résultat le plus juste possible.

En matiére de perspectives, il serait intéressant, pour compléter ce travail, de
comparer ces approches phénotypiques au séquengage complet de I'ensemble de la
collection. Cela permettrait de savoir si une approche par biologie moléculaire par NGS
(Next Generation Sequencing) (lorsque celle-ci sera plus accessible en routine)
aiderait a répondre de facon plus précise a cette problématique de catégorisation des

souches cliniques en pratique courante.
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Annexe 2 : Séquences des amorces des génes de résistance de Bacteroides

groupe fragilis

Génes Amorces 5' -> 3' Programme (35 cycles)
cepA E:g?fﬁg;égi;%igg%%T 95°C 20s, 60°C 20s, 72°C 30s
cfiA éggi%ﬁgigﬁ;?ggglg;ﬁ? 95°C 20s, 59°C 20s, 72°C 30s
cfxA ;gﬁi;ig:f :C;- CG éémigg 95°C 20s, 55°C 20s, 72°C 30s
ermB ggg_?éﬁ:?g ;;;gé;.?g;ﬁé 95°C 20s, 59°C 20s, 72°C 30s
ermF ggi’:;ﬁ;g%%%ii@?ggﬁ 95°C 20s, 58°C 20s, 72°C 30s
ermG ?I;giﬂg?gg? :éégf;_? C':\T 95°C 20s, 59°C 20s, 72°C 30s
linA 2;_;_? g c? QETTC?TC'SI"'A\FLCC;;;%E‘S (;r 95°C 20s, 60°C 20s, 72°C 30s
mefA éﬁggigﬁggﬁgggﬁ’:&gg 95°C 20s, 64°C 20s, 72°C 30s
msrSA ?,S(? C?:g ggﬁé?gﬁrTcG Gci)c'lﬁfl'A 95°C 20s, 60°C 20s, 72°C 30s
TAGTGGTTGCTGCGATTCTG
bexA 95°C 20s, 60°C 20s, 72°C 30s
TCAGCGTCTTGGTCTGTGTC
nim ATGTTCAGAGAAATGCGGCGTAAGTG 95°C 20s, 62°C 20s, 72°C 30s

GCTTCCTCGCCTGTCACGTGCTC




Annexe 3 : Antibiogramme en diffusion pour bactéries anaérobies.
©
©® ©
@
@ @ @

Abréviation Molécule Charge disque
(ng)
PTZ Pipéracilline-Tazobactam 75/10
AMC Amoxicilline-Acide clavulanique 20/10
PIP Pipéracilline 75
FOX Céfoxitine 30
TIC Ticarcilline 75
TCC Ticarcilline-Acide clavulanique 75/10
LNZ Linézolide 30
OFX Ofloxacine 5
RIF Rifampicine 30
CLI Clindamycine 2
MTZ Métronidazole 16
IMI Imipénéme 10
AMX Amoxicilline 25
ERY Erythromycine 15
CHL Chloramphénicol 30

Selon les recommandations de CA-SFM 2013
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Annexe 5 : Plan de plaque Micronaut-S™ anaerobes MIC fourni par le fabricant.

Catalog no. Category |Description MERLIN
E1-085-040 H MICRONAUT-S Anaerobes MIC Diagnostika
Layout | K
1 Test
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A PEN AMP AMC PIT MER IMP ERT MTR MOX CLI DoX TGC
8 8 64/32 128/4 64 64 16 32 8 8 16 8
B PEN AMP AMC PIT MER IMP ERT MTR MOX CLI DoX TGC
4 4 32/16 64/4 32 32 8 16 4 4 8 4
c PEN AMP AMC PIT MER IMP ERT MTR MOX CLI DOX TGC
2 2 16/8 32/14 16 16 4 8 2 2 4 2
D PEN AMP AMC PIT MER IMP ERT MTR MOX CLI DOX TGC
1 1 8/4 16/4 8 8 2 4 1 1 2 1
E PEN AMP AMC PIT MER IMP ERT MTR MOX CLI DOX VAN
0,5 05 42 8/4 4 4 1 2 0,5 0,5 1 8
F PEN AMP AMC PIT MER IMP ERT MTR MOX CLI DOX VAN
0,25 0,25 21 4/4 2 2 0,5 1 0,25 0,25 0,5 4
G PEN AMP AMC PIT MER IMP ERT MTR MOX CLI DOX VAN
0,125 0,125 10,5 2/4 1 1 0,25 0,5 0,125 0,125 0,25 2
H PEN AMP AMC PIT MER IMP ERT MTR MOX CLI DOX GC
0,0625 0,0625 0,5/0,25 1/4 05 0,5 0,125 0,25 0,0625 0,0625 0,125

[The concentrations are indicated in pg/ml]

LEGEND
AMC Amoxicillin/clavulanic acid
AMP Ampicillin
CLI Clindamycin
DOX Doxycycline
ERT Ertapenem
GC Growth control
IMP Imipenem
MER Meropenem
MTR Metronidazole
MOX Moxifloxacin
PEN Penicillin G
PIT Piperacillin/tazobactam
TGC Tigecycline
VAN Vancomycin
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TITRE

ETUDE COMPARATIVE DE DIFFERENTES METHODES D’EVALUATION DE LA SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES
CHEZ LES BACTERIES DU GROUPE BACTEROIDES FRAGILIS AYANT ACQUIS UN OU PLUSIEURS MECANISMES
DE RESISTANCE

Résumé

Les Bacteroides du groupe fragilis sont des bactéries anaérobies les plus fréquemment isolées au cours
d’infections profondes et de bactériémie a germes anaérobies stricts chez I’homme. Ces infections donnent
lieu a des traitements antibiotiques faisant appel au métronidazole, aux pénicillines avec inhibiteurs de
pénicillinases, aux carbapénemes ou encore aux macrolides. Malgré une prise en charge adéquate, ces
infections sont a I'origine de forts taux de mortalité. De plus, depuis le début des années 2000, les résistances
au sein des Bacteroides sont en augmentation amenant a des échecs thérapeutiques plus fréquents.

Ce travail avait pour objectif de comparer différentes méthodes antibiogrammes utilisables en routine au
laboratoire, a la méthode de référence, la dilution en milieu solide avec I’'ensemenceur multiple de type Steers.
Les méthodes évaluées étaient deux kits de microdilution en milieu liquide (Sensititre™ et Micronaut-S™) et
la diffusion de disques en milieu solide. Les souches testées provenaient d’une collection européenne de 55
Bacteroides du groupe fragilis présentant des résistances a une ou plusieurs familles antibiotiques. Une
recherche de 11 genes de résistances, les plus fréquents chez les Bacteroides, a également été faite et
rapportée au phénotype observé.

Au terme de ce travail, les résultats suggérent que la méthode de diffusion de disques en milieu solide
permettrait une meilleure détermination des résistances des Bacteroides spp. notamment pour les macrolides
et les pénicillines avec inhibiteurs de pénicillinases a condition d’augmenter les diameétres critiques pour ces
dernieres. Il a également été constaté que le méropénéme était plus efficace que I'imipéneéme dans
I'identification des résistances aux carbapénemes.

TITLE

COMPARATIVE STUDY OF DIFFERENT ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITY TESTING METHODS IN BACTERIA
OF THE BACTEROIDES FRAGILIS GROUP WHICH ACQUIRED ONE OR MORE RESISTANCE MECHANISMS

Summary

Bacteroides from the fragilis group are the most frequent anaerobic bacteria isolated in bacteriemia and
deep infections in Humans. These infections are treated by antibiotic agents such as metronidazole,
penicilins with penicillinase inhibitors, carbapenems or macrolides. Despite adequate treatment, these
infections are the cause of high mortality rates. Moreover, since the early 2000s, resistance within
Bacteroides has been increasing, leading to more frequent treatment failures.

The aim of this work was to compare different antibiotic susceptibility testing methods, used routinely in
laboratories, with the reference method, the agar dilution method. The evaluated methods were two
industrial kits of microplate broth microdilution method (Sensititre™ and Micronaut-S™) and the agar disk
diffusion method. The strains tested came from a European collection of 55 Bacteroides fragilis group
presenting one or more resistance mechanisms. Eleven frequent resistance genes have been searched in the
collection and related to the phenotypic resistance.

At the end of this work, results suggest that the disk diffusion method was the most efficient to determine
the Bacteroides resistance profile, in particular to macrolides and penicillins with inhibitor, if a cut-off
diameters increase are made for the last one. Meropenem has also been found to be more efficient than
imipenem to determine carbapenems resistance.

Mots-clés : Bacteroides, sensibilité, résistance, diffusion, microdilution
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