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Glossaire

AES : Advanced Expert System : systeme d’expertise avancé intégré dans les cartes vitek de
Biomérieux

BLSE : 3-Lactamase a Spectre étendu

BMR : Bactérie Multi-Résistante

BNF : Bacille Non Fermentant

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

CC : concentration critique : valeurs spécifiques de parametres tels que les CMI, sur la base
desquelles une bactérie peut étre affectée aux catégories cliniques « sensible », « sensible a
forte dose » et « résistance ».

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute

CMLI : concentration minimale inhibitrice : concentration la plus faible qui, dans des conditions
in vitro définies, empéche la croissance de la bactérie en une période de temps défini. Exprimée
en mg/L.

CHYV : Centre Hospitalier de Valenciennes

EUCAST : European Committee on Antimicrobioal Susceptibility Testing

FDA : Food and Drug Administration

Inoculum : Nombre de bactéries dans une suspension, calculé par rapport au volume final. Ex-
primé en Unités Formant Colonies/mL (UFC/mL) ou en Mac Farland (McF)

MDB : Réalisation de la dilution en bouillon dans des plaques de micro-dilutions ayant un
volume d’essai final <200 uL

OXA : Oxacillinase, enzyme capable d’hydrolyser les 3-lactamines et plus spécifique a I’oxa-
cilline.

PCR : Polymerase Chain Reaction

PLP : Proteines Liant Pénicillines

Souche sauvage : Absence de mécanisme de résistance connu vis-a-vis de 1’agent antimicrobien

pour une souche donnée.

SFM : Société Francaise de Microbiologie
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I/ Introduction

Un antibiogramme permet de tester la sensibilité d’une bactérie sur un panel d’antibiotiques.

Il peut étre réalisé sous forme solide avec des disques imprégnés d’une charge définie d’anti-
biotique qui diffuse dans le milieu gélosé. Ou alors il peut étre réalisé¢ en milieu liquide. Ce qui
signifie que I’antibiotique est présent dans des solutions a des concentrations croissantes dans
de petits puits. La bactérie testée est répartie sur 1’enticreté de la gélose ou dans chaque puit et
incubée aux environs de 24h a 37°C pour laisser le germe se développer. La technique liquide

est appelée microdilution en bouillon (MDB).

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

pour mission de définir les conditions de réalisation d’un antibiogramme en milieu gélosé (mi-
lieu gélosé, taille de I’inoculum, atmosphére, temps et température d’incubation) et de lister les
antibiotiques a tester, ceci en fonction du genre voire de I’espéce bactérienne a tester. Le suivi
de ces recommandations assure ainsi la qualité et la reproductibilité des antibiogrammes en
milieu gélosé.
Au cours des années, les recommandations du CA-SFM ont évolués. Les dernicres préconisent
de ne plus tester certains antibiotiques en milieu gélosé au profil de la MDB. Ce sont la colistine
pour les entérobactéries, Pseudomonas spp et Acinetobacter spp, les glycopeptides (téicopla-
nine et vancomycine) et lipoglycopeptides pour Staphylococcus spp. De plus le CA-SFM re-
commande spécifiquement maintenant la MDB pour déterminer la Concentration Minimale In-
hibitrice (CMI).

Une CMI correspond a la concentration minimale nécessaire pour inhiber la croissance
visible de la bactérie. Cette valeur joue un rdle dans le pronostic de I’infection, puisqu’elle
permettra au clinicien d’adapter le traitement et la posologie pour combattre efficacement 1’in-
fection.

Ainsi, le CA-SFM préconise pour obtenir une valeur de CMI de réaliser la technique
liquide de MBD décrite dans la norme, ISO 20776-1 « Sensibilité in vitro des agents infectieux
et évaluation des performances des dispositifs pour antibiogrammes », plus précisément dans la
partie 1 intitulée « Méthode de référence de microdilution en bouillon pour la détermination de
la sensibilité in vitro aux agents antimicrobiens des bactéries aérobies a croissance rapide

impliquées dans les maladies infectieuses » (4).
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Au Centre Hospitalier de Valenciennes (CHV), le laboratoire de microbiologie a déja mis en
place pour une majorité du volume traité I’antibiogramme en milieu liquide. Cela concerne les
entérobactéries, les staphylocoques et les entérocoques en testant les cartes d’antibiogramme
adaptées sur Vitek 2. Au regard des préconisations émises par le CA-SFM, le laboratoire sou-
haite poursuivre la mise en place de méthode type MDB pour réaliser I’antibiogramme, dans

un premier temps pour les Bacilles Non Fermentants (BNF).

Les BNF sont un groupe de bactéries réputé pour leurs nombreux mécanismes de résistance
aux antibiotiques. Ils peuvent causer des infections gravissimes pour lesquelles le choix théra-
peutique devient restreint, voire sans alternatives si la souche résiste a tout I’arsenal disponible.

Nous nous intéressons plus particulierement a deux pathogenes bien connus des services
hospitaliers, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii. Ces bactéries posent
d’énormes problémes dans le cadre d’infections nosocomiales, ¢’est-a-dire d’infections con-

tractées lors du séjour a 1’hopital.

Plusieurs fabricants tentent d’automatiser 1’antibiogramme en milieu liquide, notam-
ment pour les BNF, et ont mis sur le marché des automates de MBD comme : I’'UMIC, le mi-
croscan walkaway, le sensititre, le vitek. L’UMIC est une technique manuelle unitaire. Elle
répond a un antibiotique a la fois, ce qui ne répond pas a une activité de routine d’un laboratoire.
Le microscan walkaway est mal implanté en France, ce qui pose probléme dans I’harmonisation

des résultats.

Disposant dé¢ja de deux Vitek 2, le laboratoire du CHV réfléchit a I’intérét d’implanter
I’antibiogramme liquide pour les BNF sur le Vitek 2 versus le Sensititre, technique implantée
dans de nombreux centres nationaux de référence (CNR). Pour ce faire, aprés avoir abordé les
notions générales sur P. aeruginosa et A. baumannii, et, les antibiotiques nous avons d’abord
analysé avec soin la partie 1 de la norme ISO 20776-1, qui constitue le référentiel pour la bonne
réalisation des CMI. Ensuite nous nous sommes proposés de décortiquer les techniques Vitek
2 et Sensititre afin d’en apprécier leur plus ou moins forte proximité aux préconisations définies
dans la norme. Enfin nous avons recherché les publications internationales décrivant notam-
ment les performances des antibiogrammes des BNF sur ces automates, pour en faire une lec-

ture critique. Au final, fort ces réflexions, nous nous proposons de conclure par une
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argumentation sur le choix le plus judicieux de la technique de BMD a implémenter pour les

BNF au CHV.
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I1/ Présentation des deux agents pathogenes
A) Pseudomonas aeruginosa

¢ Epidémiologie & clinique

Selon la Société Francaise de Microbiologie (SFM) (5), P. aeruginosa prend ses racines dans
la taxonomie de la fagon suivante :

Embranchement : g-Proteobacteria

Classe : Gammaproteobacteria

Ordre : Pseudomonadales

Famille : Pseudomonadaceae

Genre : Pseudomonas

Espéce du groupe : aeruginosa

Il est aussi connu sous le nom de « bacille pyocyanique » dii au « pus bleu » des plaies surin-
fectées des soldats lors de la 1°° Guerre Mondiale. 11 devient, dans les années 60-70, I’un des
agents majeurs des infections nosocomiales opportunistes grace a ses facteurs de virulence et
au développement des gestes invasifs, notamment 1’intubation en service de réanimation (5). Il
s’agit d’un agent aquaphile, opportuniste et non exigeant. L hdpital représente donc un réser-
voir idéal par ses installations (respirateurs, humidificateurs, endoscopes...) et ses patients a
I’immunité fragilisée par les traitements ou la maladie (5). Sa transmission peut tre par contact
direct avec I’un des réservoirs du pathogéne ou par contact indirect avec du matériel médical
ou I’équipe soignante (5).

Le tableau clinique lors d’infection a P. aeruginosa dépend du foyer plus ou moins profond (6)
(7):

- L’otite externe du nageur est une infection du conduit externe de 1’oreille provoquant
douleurs, inflammation du conduit et parfois un écoulement de 1’oreille. Cette infection peut
dégénérer chez les diabétiques, la bactérie, mal contenue, progresse et provoque : douleur
plus violente, gonflement jusqu’a boucher totalement le conduit, perte d’audition, fievre et
atteinte neurologique.

- La folliculite des bains chauds est une autre infection externe légere avec inflamma-

tion, pus et douleur a la racine du poil.

18



- L’ecthyma gangrenosum est une ulcération douloureuse survenant chez I’immuno-
déprimé (avec neutropénie). Cette 1ésion est favorisée sur les zones humides du corps (ais-
selles ou partie génitale), elle donne une plaie au centre violette/noire et des bords rouges.

- L’infection oculaire peut venir de lentilles de contact contaminées ou d’une blessure
a I’ceil. Une fois infecté, les enzymes de P. aeruginosa peuvent endommager la cornée de
facon définitive.

- Les infections des tissus mous (muscles, tendons, ligaments, tissu adipeux et peau)
peuvent étre dues a des actes chirurgicaux, des 1ésions profondes ou des briilures.

- Une pneumonie sévere est rencontrée chez des patients hospitalisés, en particulier
chez ceux qui sont intubés sous respiration assistée. Ces pneumonies sont aussi observées
chez les patients porteurs du VIH.

- L’infection urinaire peut arriver apres une chirurgie des voies urinaires ou si le pa-
tient est porteur d’une sonde vésicale.

- Une septicémie qui par présence de bactéries vivantes dans le sang (ou bactériémie)
peut infecter d’autres organes que celui de son foyer initial. Cette situation arrive en cas d’in-
jection intraveineuse avec du matériel contaminé ou lors d’une diffusion dans le sang a partir
d’un organe infecté (otite, infection urinaire devenant un sepsis).

- Les atteintes des os et des articulations sont généralement secondaires a une bacté-
riémie.

- Les infections des valves cardiaques sont rares et se retrouvent surtout chez les toxi-

comanes utilisant des seringues souillées.

¢ Biologie

Biologiquement, P. aeruginosa est un fin bacille gram négatif non fermentant, non exigeant,
non sporulé et mobile grace a une ciliature polaire. Le terme non fermentant vient de la diffé-
rence avec la grande famille des entérobactéries qui sont eux, des bacilles gram négatif fermen-
tants et donc capables de fermenter le glucose en atmosphere privé d’oxygeéne. Sa culture est
facile, sur milieu ordinaire, sélectif ou chromogéne en aérobie stricte, & une température entre
10°C et 42°C. Le résultat de cette incubation se présente sous la forme de colonies soit & mor-
phologie lisse/bombée, soit a morphologie luisante/muqueuse, voire coulantes (figure 1).
L’identification des colonies est facilitée par I’odeur « d’acacia » / « mouchoir mouillé » et par

la production de pigments : la pyocyanine (bleu) et la pyoverdine (vert) impliqué dans son
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métabolisme respiratoire. Son métabolisme oxydatif utilise plusieurs enzymes comme : cyto-
chrome C oxydase, nitrite réductase, nitrate réductase et arginine déiminase. L'identification de
l'espece aeruginosa se confirme a partir de colonies grace a l'analyse de spectres protéiques

totaux par la technique de spectrométrie de masse MALDI-TOF (5).

P. aeruginosa posséde de nombreux facteurs de pathogénicité capables de résister aux agres-

sions de son hote et a son environnement, lui permettant d’amplifier son pouvoir pathogéne (8).

Le biofilm, matrice entourant la bactérie, lui permet d’adhérer a la surface de matériel, la pro-
tége contre les défenses immunitaires et les antibiotiques (5).

- Le systéme de sécrétion de type III (SST3) est un facteur majeur dans les pneumopa-
thies nosocomiales des patients intubés-ventilés, il sécréte I’exotoxine (ExoU, ExoS, ExoY et
ExoT).

- Les rhamnolipides sont des glycolipides capables de lyser les érythrocytes et leuco-
cytes par ses propriétés détersives.

- La protéase LasB est une métallo-peptidase ciblant les peptides antimicrobiens et les
composés structurels des tissus de I’hdte (fibronectine, collagene), elle est actrice dans les ké-
ratites.

- Le quorum sensing est un systéeme de communication par accumulation de molécules
« signal » (homosérines, lactones) dans la bactérie et responsable de la production synchronisée

des plusieurs facteurs de virulence sur un site infecté causant des infections aigués.

Naturellement, cette bactérie possede une faible perméabilité de sa membrane externe, une po-
rine OprF, une céphalosporinase inductible AmpC et des pompes d’efflux actifs. Ces méca-
nismes innés lui conférent une résistance naturelle a plusieurs antibiotiques (2) : benzylpénicil-
line, ampicilline, amoxicilline, céphalosporine de 1° et 2¢ générations, céfotaxime, ceftriaxone,
ertapénéme, cyclines, macrolides, kanamycine, quinolones anciennes, rifampicine, chloram-

phénicol, triméthoprime, cotrimoxazole, glycopeptides, acide fusidique.
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¢ Phénotypes & mécanismes de résistances

P. aeruginosa est devenue 1’une des principales Bactéries Multi-Résistantes (BMR). En effet,
en plus de ses mécanismes naturels, cette espece bactérienne est capable de s’adapter aux anti-
biotiques normalement efficaces contre elle, grace aux nombreux facteurs de virulence qu’elle
peut acquérir (2) (9) :

- Pompes d’efflux actifs surexprimées responsables de la sortie de 1’antibiotique en de-
hors de la bactérie, le médicament ne peut plus agir sur sa cible rendant la bactérie résistante.
Les plus fréquentes sont les pompes MexAB-OprM, MexXY-OprM.

- Perte de la porine OprD, porte d’entrée des carbapénémes. En cas de déficit celle-ci
peut entrainer des CMI plus élevées voire une résistance.

- Surexpression de la céphalosporinase AmpC inductible hydrolysant les B-lactamines
mais plus spécifiquement les céphalosporines.

- Acquisition d’autres B-Lactamases comme des pénicillinases (en exemple : PSE-1,
TEM-1, OXA restreinte), des f-lactamases a spectre élargi (BLSE) de type PER-1 ou OXA a
spectre étendu, des carbapénémases (IMP, VIM, NDM-1)

- Enzymes plasmidiques capables de modifier les aminosides les rendant inefficaces.

Les plus retrouvées sont ANT(2°’)-1, AAC(3)-I et AAC(6’)-Ib.
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Le tableau 1 résume les différents mécanismes de résistances acquis par P. aeruginosa ainsi

que leurs fréquences d’apparition et leurs conséquences sur les antibiotiques.

Tableau 1 : Phénotypes de P. aeruginosa et son impact sur les antibiotiques (2)

Phénotype | Ratio | TIC | PIP| TZP | CAZ | FEP | AZM | IMP Ngﬂ(l)ll:) / CIP | LVX|TBM [ AKM | FOS | COL
MexAB- .
OprM 20% | R R S/T | UR
MexXY- .
OprM 22 % S/R SA | I/R
OptD(-) | 17% S/ S/
AmpC(+) [ 15% | R | R | R | SR |[SR]| IR
OprD (-)/ 0 /
AmpC (1) 10% | R | R | R |SR|SR| /R | /R I/R
GyrA /ParC| 33 % I/R | /R
LPS R
Transport o
G-3-p 70 % R
Pase 8% | R [S/R|S/R S/R
BLSE <1% | R |[S/R| § R R R
MBL <0,5%| R |[S/R| R R R ST | VR I/R
Enzymes S/R | S/R
Me¢thylase
165 RO|R

Figure 1 : Photographies macroscopiques de deux souches de P. aeruginosa sur gélose au
sang (A) et sur gélose au bromocrésol pourpre (B)
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B) Acinetobacter baumannii

¢ Epidémiologie & cliniques

Selon la SFM (10), Acinetobacter baumannii trouve ses origines dans la taxonomie suivante :
Embranchement des y-Proteobacteria

Classe de Gammaproteobacteria

Ordre des Pseudomonadales

Famille des Moraxellaceae

Genre Acinetobacter

Espece du complexe Acinetobacter baumannii - calcoaceticus

Ce complexe regroupe les espéces baumannii, nosocomialis, pittii, calcoaceticus.

Parmi les 50 espeéces appartenant au genre Acinetobacter, la pathogénicité humaine est princi-
palement due a I’espeéce baumannii (10) (11), celle-ci se détachant du reste du genre par sa
capacité a résister aux antibiotiques et a sa mortalité plus importante.

A. baumannii est un pathogéne opportuniste qui a su profiter dans les années 60-70 du déve-
loppement des structures hospitaliéres pour devenir I’'un des agents d’infections nosocomiales.
Cette bactérie est ubiquitaire avec une préférence pour les environnements humides (boues,
étangs...). Néanmoins, son habitat reste mal connu méme s’il parait étre li¢ a I’anthropisation,
A. baumannii ne fait pas partie de la flore commensale de ’Homme (10). Sa contamination se
fait principalement par contact avec une surface inerte ou avec 1’équipe médicale/paramédicale
contaminée, il existe aussi des contaminations aériennes a partir des patients porteurs de la
bactérie. Son infection en revanche nécessite plusieurs facteurs : une rupture de la barriére cu-
tanée (cathéter, briilure, coupure, sonde d’intubation...), une faiblesse immunitaire et une ex-

position a des antibiotiques a large spectre (10).

Si en France, elle ne représentait que 0,6% des infections nosocomiales en 2012 (10), elle pour-
rait étre I’un des principaux pathogénes nosocomiales dans d’autres pays d’Asie ou d’ Amérique
du Sud. Sur le territoire francais, elle reste cependant redoutée pour ses épidémies intra-hospi-
talieres car une fois incrustée dans un service, elle sera capable de survivre sur les surfaces

favorisant les contaminations et peut conduire a la fermeture du service.
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A. baumannii provoque principalement des infections respiratoires, et essentiellement des pneu-
monies chez les patients intubés en réanimation (12). Il est possible de retrouver cette bactérie
dans les suppurations de plaies ou abces profond (poumon, foie, etc) aprés une bactériémie.
Exceptionnellement, elle peut étre a 1’origine de méningite apres une neurochirurgie, endocar-

dite infectieuse, arthrite septique (13).

¢ Biologie

A. baumannii est un bacille a Gram négatif court, immobile, non fermentant, parfois capsulé.
Non exigeant, il se cultive sur des milieux ordinaires, sélectifs et chromogenes en aérobie
stricte, a une température entre 30°C et 44°C. Apres 24h a 48h d’incubation, on observe des
colonies bombées, brillantes, pouvant étre [égerement jaunatres et parfois muqueuses (Figure
2). Sa chaine respiratoire n’utilise pas d’oxydase ce qui permet de la différencier du genre Pseu-
domonas (10).

L’identification de I’espece baumannii peut se faire par spectrométrie de masse MALDI-TOF
ou par technique de biologie moléculaire avec une Polymerase Chain Reaction (PCR). A noter
que la PCR peut étre utile pour le dépistage des résistances causées pour I’expression du géne

chromosomique oxacillinase type OXA-51.

Sa faculté a survivre sur les surfaces inertes et sa compétence particuliére a résister aux anti-
biotiques en ont fait en 40 ans un modé¢le d’adaptation (3). Son potentiel pathogene et sa capa-
cité a perdurer sur des surfaces proviennent de ses protéines et de sa structure (10):

- Un épaississement de sa paroi et son caractere hydrophobe lui permettant de persister
sur les surfaces abiotiques plusieurs mois voire années et de résister a la dessiccation.

- La protéine OmpA de la membrane extérieure peut adhérer aux cellules épithéliales et
occasionne un effet cytologique et pro-apoptotique.

- Le lipopolysaccharide (LPS) est une composante de la membrane externe des bactérie
Gram négatif, celle-ci peut provoquer chez le patient : hyperthermie, hypotension, choc sep-
tique...

- L’exopolysaccharide protege contre les défenses de 1’hote, sa production est retrouvée
chez environ 30% des souches.

- Le quorum sensing, systéme de régulation de la bactérie, est responsable d’une auto-

induction de plusieurs facteurs de virulence.
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- Le biofilm, matrice entourant la bactérie, lui permet d’adhérer a la surface de matériel,

la protége contre les défenses immunitaires et les antibiotiques.

¢ Phénotypes & mécanismes de résistance

Dans les années 70, A. baumannii ne présentait aucune résistance a part pour la pénicilline mais
au fur des années, elle a acquis des enzymes type 3-Lactamase (3) :

- Des pénicillinases d’origine plasmidique, principalement I’enzyme TEM-1, a noter
I’oxacillinase a spectre étroit OXA-21 présentant le méme type de résistance.

- Des céphalosporinases non-inductibles. Il en existe plusieurs types appelés « ADC »
pour Acinetobacter-Derived-Cephalosporinase insensibles aux inhibiteurs de B-lactamase.
Dans certains cas elle sera hyperproduite, ce qui entraine une résistance étendue sur toutes les
céphalosporines, y compris la ceftazidime, mais touchera moins la pipéracilline et ticarcilline.

- Des BLSE. L’enzyme la plus répandue pour ce pathogene est la PER-1 inactivant
I’ensemble des B-lactamines sauf les carbapénémes.

- Des carbapénémases avec plusieurs sous-types, comme les sérine B-lactamase (GES-
11, KPC...) les métallo-B-lactamase (IMP, VIM, NDM-2...) qui ont la particularité ne pas af-
fecter I’aztréonam et les oxacillinases (OXA-23, OXA-24 like, OXA-51/69 like, OXA-58...).

Le tableau 2 résume les différents mécanismes de résistance acquis par 4. baumannii ainsi que

leurs conséquences sur les antibiotiques.

Tableau 2 : Phénotypes de B-lactamases chez 4. baumannii (3)

Phénotype AMP [AMC |TIC | TCC | PIP | TZP | CFX | CAZ| CEP | IMI | MER | AZM
Sauvage S/I/R | S//R S/
Pénicillinase R |SA/R| R [S//R| R |S//R S/1
Céphalosporinase R R |SA|ST| R |ST| R R
Pase + Case R R R R | R R R
Carbapénéme R R R R R R R R R R
BLSE R R R R R R R
Métallo-B-lactamase R R R R R R R R R | R R
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En dehors de ce panel enzymatique, 4. baumannii posséde comme P. aeruginosa un nombre
diminué de porines par rapport aux entérobactéries, ce qui lui confére une imperméabilité cons-
titutionnelle. Cette imperméabilité associée a d’autres mécanismes comme des pompes a efflux,
d’autres enzymes, augmente le niveau des CMI de nombreux antibiotiques et confere des résis-
tances. Pour les associations croisées de mécanisme nous pouvons citer (3) :

- Les différentes pompes d’efflux : Ade/lJK (rendant le chloramphénicol, trimétho-
prime, ertapénéme, fosfomycine, norfloxacine inefficaces), la pompe d’efflux Ade/ABC (dimi-
nuant la sensibilité des B-lactamines, aminoglycosides, fluoroquinolones, tétracyclines, tigécy-
cline, chloramphénicol) et la pompe d’efflux Ade/FGH (touchant les fluoroquinolones, tigécy-
cline et clindamycine).

- Les enzymes inactivatrices d’aminosides : 75% des souches ont au moins deux en-
zymes parmi les adénylases, phosphotransférases, acétylases, méthylases conférant une résis-
tance de haut niveau a tous les aminoglycosides.

- La modification de la cible des antibiotiques : la mutation des génes gyrA et parC

confere une résistance aux fluoroquinolones.

Figure 2 : Photographies d’une souche d’4. baumannii sur gélose au sang
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II1/ Liste des antibiotiques recommandés par le CA-
SFM (2021 V 1.0 avril)

A) Pseudomonas aeruginosa & Acinetobacter baumanii

Afin d’harmoniser le rendu des antibiogrammes des différents laboratoires, le CA-SFM actua-
lise la liste des antibiotiques a tester pour chaque pathogéne et ce, chaque année. Nous avons
fait le choix de nous baser sur les recommandations d’avril 2021 (14).

Les panels d’antibiotiques des fabricants sont destinés a étre utilisés pour différentes bactéries
avec chacune, des antibiotiques spécifiques a tester. Le fabricant doit choisir avec soin les an-
tibiotiques qu’il mettra sur son panel puisque ce panel devra étre capable de rendre des antibio-
grammes différents en fonction de la bactérie testée. Ensuite, le fabricant doit optimiser les
concentrations qu’il veut tester pour chaque antibiotique, 1’intervalle de concentrations doit
prendre en compte plusieurs cut-off de plusieurs bactéries. Il ne peut pas tester toutes les con-
centrations puisqu’il est limité par le nombre de concentrations que sa technique offre, dans
notre cas, le Vitek (Biomérieux) posséde 64 puits donc 64 concentrations et le Sensititre (Ther-
moFischer) 96 puits donc 96 concentrations. Ces contraintes représentent un défi d’optimisation
et de conception.

C’est dans cette logique que nous avons rassemblé les antibiotiques recommandés par le CA-
SFM 2021 V 1.0 communs aux deux pathogenes étudiés, ceux spécifiques a P. aeruginosa et

ceux spécifiques a A. baumannii dans les tableaux 3 et 4.

Tableau 3 : Antibiotiques recommandés en 1€ intention pour P. aeruginosa & A. baumannii

B-Lactamines ;i
e . Fluoroquino-
Antibiotiques Carbapé- Aminosides 1on(is
Pénicillines Céphalosporines Monobactams "
némes
Ticarcilline +/- o
. . - Amikacine
Communs | acide clavulanique Ceftazidime A .. . .
R for Imipénéme | Gentamicine | Ciprofloxacine
aux 2 agents | Pipéracilline +/- Céfépime .
Tobramycine
tazobactam
aP. + . oy
Propre.s aP Ceftozolane Aztréonam Méropénéme
aeruginosa tazobactam
Propres a A. Céfotaxime ou . .
.. . Lévofloxacine
baumannii Ceftriaxone
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Tableau 4 : Antibiotiques recommandés en complément pour P. aeruginosa & A. baumannii

B-Lactamines

Fluoroquino-

Antibiotiques | pgnicil- : Mono- Aminosides lon Autres
; Céphalosporines Carbapénémes oacs
lines bactams
Communs Céfidérocol Nétilmicine Colistine
aux 2 agents
Propres a P. Ceftazidime + Méropénéme + . . .
. . Lévofloxacine | Fosfosmycine
aeruginosa avibactam vaborbactam
Cotrimoxazole
Propres a A. oy Tétracycline ou
Meéropéneme . .
minocycline ou

baumannii

doxycycline
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IV/ Mécanismes des antibiotiques étudiés

Nous étudierons a travers ce sujet un large panel d’antibiotiques (15) (16).

¢ Les B-lactamines

Les pénicillines (ticarcilline, pipéracilline), céphalosporines (ceftriaxone, ce-
fotaxime, ceftazidime, céfépime, ceftozolane), carbapéné¢mes (imipénéme, méropénéme) et
monobactam (aztréonam) forment la super-famille des B-lactamines et partagent des caracté-
ristiques communes comme leur mécanisme d’action. Les B-lactamines pénetrent la bactérie
par diffusion passive a travers la membrane des grams positifs et par transport passif en passant
par les « porines » pour les grams négatifs. Une fois dans la bactérie, la B-lactamine se fixe aux
transpeptidases et carboxypeptidases aussi appelés « PLP » qui sont les enzymes responsables
de la synthese de la paroi bactérienne. Cette fixation entraine une inhibition compétitive des
PLP par agonisme du motif peptidique « D-Alanine-D-Alanine » provoquant 1’arrét de la syn-
these de la paroi. Les B-lactamines ont en commun une action bactéricide, une activité temps-
dépendant, ils diminuent aussi I’inoculum (sauf les carbapénémes).

Cependant chacun garde des spécificités : les pénicillines avec les Aminosides auront
une action synergique, les céphalosporines offrent une meilleure diffusion tissulaire, les carba-
pénémes agissent sur un spectre plus large (7).

Le céfidérocol nécessite une remarque particulicre. C’est en effet une céphalosporine
conjuguée a un sidérophore (chélateur de fer). Cette particularité lui confére le pouvoir de se
lier au fer libre extracellulaire. Une fois li¢ au fer, il devient un véritable cheval de Troie puisque
le fer est nécessaire a la bactérie. Cette derniere capte le fer extracellulaire mais aussi le céfidé-
rocol lié. Cette molécule utilise donc un systéme supplémentaire afin de pénétrer la bactérie et
exercer son activité antibiotique particulierement intéressante contre certains mécanismes d’an-

tibiorésistance (18).
On compte aussi les inhibiteurs de B-lactamases que sont I’acide clavulanique, le tazobactam,

le subactam, ’avibactam et le relebactam. Ils s’utilisent en association avec les B-lactamines

afin d’améliorer leur efficacité ou prévenir des résistances enzymatiques bactériennes.
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¢ Les aminosides

Les gentamicine, tobramycine, amikacine, nétilmicine forment une famille d’antibiotiques
qui inhibe la synthése protéique. Apres passage actif par la chaine respiratoire aérobique de la
bactérie, ils fixent la sous-unité 30S du ribosome, I’empéchant de produire les protéines bacté-
riennes.

Cette famille est bactéricide, son activité dépend de la concentration, posseéde-une action post-
antibiotique et sera synergique avec de nombreux antibiotiques (sauf avec les cyclines et sulfa-

mides) (15).

¢ Les cyclines

La tigécycline, Omadacycline et Eravacycline font partie des antibiotiques inhibant la synthése
protéique. Pour agir, ils sollicitent le transport actif Mg2+ afin de fixer la sous-unité 30s du
ribosome bactérien. Cette fixation empéche le ribosome de jouer son role dans la synthése des

protéines bloquant la croissance bactérienne. Les cyclines ont une action bactériostatique.

¢ Les quinolones

Lévofloxacine, Ciprofloxacine forment une famille d’antibiotiques agissant-plus en profon-
deur dans la bactérie, puisqu’ils empéchent la synthése et la réplication de I’ADN bactérien en
se fixant sur les enzymes responsables : la topoisomérase II chez les Grams négatifs et la topoi-
somérase IV en plus chez les Grams positifs. Ils auront une action bactéricide rapide, une acti-

vité¢ dépendante de la concentration et un effet post-antibiotique (15).

¢ Les sulfamides

Le sulfaméthoxazole et sulfisoxazole appartiennent a une famille d’antibiotiques bloquant la
synthése de I’ADN des bactéries. Ils sont utilisés en association avec la famille des 2,4-diami-
nopyridines (triméthopime) pour une action synergique bactéricide, car indépendamment, les
deux familles sont bactériostatiques. Les sulfamides sont des agonistes de la PABA (acide para-
aminobenzoique) se fixant donc sur la DHPS (DiHydroPtéroase Synthétase) empéchant I’ap-
provisionnement des bases puriques pour la synthése d’ADN. Mécanisme similaire pour les

2,4-diaminopyridines se fixant eux sur la DHFR (DiHydroFolate Reductase).
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¢ Les polymyxines

La colistine est un polypeptide polycationique. Cette particularité structurale provoque la fuite

du contenu de la bactérie a travers sa membrane.

¢ Acide phosphonique

La fosfomycine inhibe la synthése des enzymes nécessaires a la production du peptidoglycane,

composant indispensable de la paroi bactérienne, occasionnant un effet bactéricide (19).

Figure 3 : Cibles bactériennes des principales classes antibiotiques (1)
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V/ Préconisation de la norme 20776 partie 1 :

« Méthode de référence de microdilution en bouillon
pour la détermination de la sensibilité in vitro aux
agents antimicrobiens des bactéries aérobies a crois-
sance rapide impliquées dans les maladies infec-
tieuses »

A)Préparation de microplaques de microdilution

Les microplaques sont constituées de cupules en polystyréne d’un volume de 200 pL. Y sont
distribués soit 50 pL d’agents antimicrobiens + 50 pL d’inoculum, soit 100 uL d’agents anti-
microbiens + 10 pL d’inoculum.

Il convient d’inclure au moins deux cupules qui serviront de témoin de croissance positive et
croissance négative. Le témoin négatif est représenté par 100 uL dépourvu d’agent antimicro-
bien non ensemencé, le témoin positif par 100 uL. dépourvu d’agent antimicrobien ensemencé.
La plage de concentrations d’agents antimicrobiens testées diminue par dilution 4. La concen-
tration maximale testée est de 512 mg/L. La concentration minimale testée est de 0.125 mg/L.

Cette distribution représente au total 12 dilutions.

Dilutions des agents antimicrobiens utilisés lors des essais

En mg/L 512 | 256 | 128 | 64 32 16 8 4 2 1 0.5 | 0.25 (0.125

En Log? 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 2 3

B) Préparation de 1’inoculum

L’inoculum final doit étre d’environ 5.10° UFC/mL.

Pour ce faire, on commence par mettre en suspension, en bouillon Mueller-Hinton, a I’aide
d’une anse stérile ou d’un écouvillon, plusieurs colonies a la morphologie similaire (si possible)
issues d’une culture aprés une nuit sur un milieu gélosé non sélectif.

La suspension doit atteindre une turbidité équivalente a 0.5 Mc Farland. Cet étalon équivaut
approximativement a une suspension de 1.10% a 2.10®8 UFC/mL. Une dilution au 1/100°™ est
nécessaire pour avoisiner les 1.10° UFC/mL. Une fois cette dilution effectuée, 50 pL sont en-
semencés dans les cupules contenant déja 50 pL d’agents antimicrobiens pour un volume final

de 100 uL. L’inoculum final est donc de 5.10° UFC/mL. Concernant les cupules avec un
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volume de 100 pL d’agent antimicrobien, il sera nécessaire d’adapter la dilution afin d’atteindre
aussi un inoculum final de 5.10° UFC/mL.

La plaque devra étre ensemencée dans les 30 minutes apres la normalisation de I’inoculum.

C) Incubation des plaques de microdilution

Il convient d’enfermer les plaques de microdilution dans un sachet ou avec un couvercle
¢tanche afin d’éviter le desséchement. De plus, il ne faut pas empiler plus de quatre plaques
pour empécher un chauffage irrégulier

Sauf condition particuliére, I’incubation se fait a 35 +/- 1°C pendant 18 +/- 2 heures.

D)Résultats des lectures

La lecture ne peut étre faite qu’une fois le témoin positif marqué par une turbidité définie ou
d’un bouton évident et I’absence de croissance dans le témoin négatif. La lecture des cupules
sera comparée au témoin positif, la CMI enregistrée sera la cupule a la concentration la plus
faible de I’agent antimicrobien avec une absence de croissance bactérienne visible.

Il existe des exceptions a cette régle comme pour les sulfonamides et autres agents bactériosta-
tiques présentant une inhibition partielle.

La norme ISO 20776 précise dans le paragraphe intitulé « Situations particulieres pour les-
quelles le résultat de CMI peut donner des résultats peu fiables » que certains mécanismes de
résistance ne peuvent pas toujours étre exprimés en utilisant la méthode de référence normalisée
par exemple 1’expression de certaines B-lactamases, pompes d’efflux ou modifications de la

cible du médicament.

E) Exigences relatives au bouillon de Muller-Hinton

La normalisation du bouillon de suspension Mueller-Hinton est importante pour assurer la re-
productibilité des essais. Ainsi, la Norme ISO 20776 répertorie les ingrédients nécessaires a la
pousse des micro-organismes non exigeants : infusion de 300 g de boeuf déshydraté, 17,5 g de
digestat acide caséine, 1,5 g d’amidon de mais, QSP 1 000 mL d’eau distillé, pH 7,2 - 7.4, et,
ajout de cations divalents pour une concentration finale en Calcium entre 20 - 25 mg/L, et, en

Magnésium entre 10 - 12,5 mg/L
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F) Ajustement du milieu au milieu de microdilution en bouillon
Muller-Hinton de référence pour I’essai d’espéces bactériennes

particulieres et d’autres agents microbiens
La norme identifie que certains antimicrobiens présentent des contraintes pour assurer les

bonnes conditions de 1’essai, notamment :

- Les sulfonamides et triméthoprime nécessitent un milieu avec une concentration en thy-
midine inférieure a 0,03 mg/L.

- Le céfidérocol est une céphalosporine sidérophore, le bouillon Mueller-Hinton devra
étre appauvri en fer par un chélateur de fer, néanmoins le milieu devra respecter le reste des

concentrations en cations.

- L’imipéneme et le méropénéme ont besoin d’une concentration en zinc inférieure a 3

mg/L, élément nécessaire a 1’activité de ces carbapénémes.

- Contrairement aux pratiques courantes par le passé, la colistine n’a pas besoin d’étre

associée a des agents tensioactifs tel que le polysorbate 80.
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VI1/ Outils analytiques selon l1a norme ISO 20776-2
partie 2 :
« Evaluation des performances des dispositifs pour
antibiogrammes » (20)

La performance d’une technique commerciale est évaluée a I’aide de plusieurs critéres définis

par le Clinical and laboratory standards institute (CLSI), par la Food and Drug Administration

(FDA) et la norme 20776 (Tableau 5).

Tableau 5 : Critéres d’acceptabilité des outils analytiques

Nea=nombre d'isolats testés en méthode directe présen-
Accord es- tant une valeur de CMI identique ou inférieure a une di-
sentiel (AE) (Ne/NT) x 100 Iution de 2 en 2 avec la méthode de référence >90% | >90% >90%
NT = nombre d’isolats testés
Accord caté- Nea = nombre d’isolats testés en méthode directe ayant
ceor la méme catégorie de susceptibilité qu’en méthode o o
gorique (Nea/NT) x 100 standard >90% | >90%
(L) NT = nombre d’isolats testés
Erreur mi- N= = nombre d'isolats présentant des erreurs mi-
i ((E) (N=/NT) x 100 neures*® / <10%
NT = nombre d’isolats testé
Nw: = nombre d'isolats rendus faussement résistants
Erreur ma-
jeure (ME) (Noe/New) X 1001, — nombre d'isolats rendus sensibles par la méthode 3% | <3%
de référence
Erreur trés Nwe=nombre d'isolats rendus faussement sensibles
RSB (Nvo/Neew) x 1001 N, .~ nombre d'isolats rendus résistants par la méthode | <137 | <3%
VME P
( ) de référence
Différence entre le pourcentage de CMI rendue supé-
rieure a la CMI de référence et le pourcentage de CMI
o4 CMIsup - rendue inférieure a la CMI de référence.
Le biais (; CMIinpf CMIsup = CMI étudié supérieure a la CMI en méthode +/-30%
° référence
CMlinf = CMI étudié inférieure a la CMI en méthode
référence

*L’erreur mineure (me) renvoie a une souche résistante ou sensible en méthode de référence répondue a tort in-
termédiaire en méthode a évaluer, ou, une souche intermédiaire en méthode de référence répondue a tort résistante
ou sensible en méthode a évaluer.
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Ces criteres sont ardus d’abord et méritent quelques explications pour que I’utilisation et la

signification de ces outils soient claires pour tous.

- Accord catégorique : La CMI étudiée est différente de la méthode de référence mais
la catégorie de susceptibilité reste la méme : Sensible, Intermédiaire ou Résistant.

- Accord essentiel : La CMI étudiée est égale ou différente de moins d’un log2 a la
valeur de référence.

- Erreur mineure (mE) : L’antibiotique est rendu faussement intermédiaire quand la
méthode de référence rend sensible ou résistant ou inversement (rendu sensible ou résistant sur
une souche intermédiaire).

- Erreur majeure (ME) : L’antibiotique est rendu faussement résistant quand la mé-
thode de référence rend sensible pour la souche testée.

- Erreur trés majeure (VME) : L’antibiotique est rendu faussement sensible quand la
méthode de référence rend résistance pour la souche testée.

- Le biais : Différence entre le pourcentage de CMI rendu supérieur a la CMI de réfé-

rence et le pourcentage de CMI rendu inférieur a la CMI de référence.

Ces criteres sont connus par les fabricants qui souhaiteraient mettre au point une technique de
rendu d’antibiogramme en milieu liquide et la commercialiser. Cela permet d’harmoniser les
résultats afin que les laboratoires puissent choisir plus facilement I’automate qui correspond a

leur activité et leurs exigences.
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VII/ Techniques disponibles pour réaliser un
antibiogramme en milieu liquide

A ce jour, deux techniques sont commercialisées en France pour dispenser un antibiogramme
en milieu liquide pour les espéces non fermentantes, P. aeruginosa et A. baumannii : Le Sen-
sititre, Le Vitek. Leurs différences portent sur leur principe technique, les panels et valeurs des

antibiotiques testés.

A)Le Sensititre

Figure 4 : I’automate ARIS 2X Sensititre (A) & ses plaques de microdilution (B)
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ThermoFischer commercialise la technique Sensititre depuis quelques années. Il I’an-
nonce comme |’automatisation de la méthode de référence. Pour savoir s’ils y sont parvenus,
nous avons lu attentivement la brochure descriptive du fabricant, et I’avons comparée a celle
décrite dans la norme ISO 20776-1 précédemment détaillée. Au regard des informations dispo-
nibles, nous avons pu noter deux différences relativement mineures entre le Sensititre et le pro-
tocole normatif que sont I’inoculum final et le volume utilis¢ par cupule.

L’inoculum final de la méthode de référence est d’environ 5.10° UFC/mL. Pour le Sen-
sititre, le fabricant nous demande de mettre 3-5 colonies dans de I’eau stérile afin d’atteindre
une suspension de 0.5 McF par turbidimétrie. Il faut ensuite mélanger 10 pL de cette suspension
dans un tube contenant SmL de bouillon de Muller Hinton. C’est ensuite cette suspension qui
est distribuée sur la plaque. Sachant qu’un 0,5 McF équivaut a 1,0 — 2,0 x 108 UFC/mL, les 10

uL pipetés représentent un inoculum de 10° introduits dans 5 mL.
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Au final la suspension préparée correspond a 2,0 — 4,0 x 10° UFC/mL. Elle est ensuite distribuée

sur la plaque sans aucune dilution.

Pour ce qui concerne le volume utilisé par cupule, rappelons que les cupules décrites par la
norme et par ThermoFischer peuvent accueillir un volume maximal de 200 pL. La norme ISO
20776 utilise dans la majorité des cas 100 pL par puit et 110 pL en cas de contrainte technique
tandis que le Sensititre n’utilise que 50 pL.

Mais certaines informations n’étant pas accessibles, il n’est pas possible d’identifier 1’existence

de différences avec la norme, en particulier sur le milieu liquide.
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B)Le Vitek 2
Figure 5 : L’automate Vitek 2 (A) & ses cassettes d’antibiogramme (B)
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Le Vitek est un automate présent depuis plus de 20 ans dans les laboratoires de bacté-
riologie. Malgré son ancienneté, sa technologie pour déterminer des CMI reste novatrice. Bio-
mérieux s’affranchit de la norme ISO 20776 et explique : « comment le vitek génére-t-il des
valeurs de CMI ? » sans toujours tester les concentrations qu’il rend sur I’antibiogramme (21).
Les panels d’antibiotiques sont testés au travers de cassettes contenant 64 microcuves (Figure
5B). Chaque cassette contient un controle positif de croissance du germe sans antibiotique et le
reste des microcuves contiennent un antibiotique a une concentration connue. A la croissance
de la bactérie le puits se trouble, cette turbidité est mesurée en unité de transmittances brutes,
toutes les 15 minutes, pour chaque microcuve (21). Le logiciel AES (Advanced Expert System)
du Vitek rassemble ces cinétiques de turbidité pour établir une courbe de croissance en fonction

du temps pour chaque puits.

Evidemment chaque germe posséde une cinétique de croissance unique et réagit diffé-
remment au contact d’un antibiotique. C’est le contrdle positif dépourvu d’antibiotique qui
donne la cinétique de pousse de la bactérie sans perturbation. Chaque courbe obtenue en pré-
sence d’antibiotique est comparée a celle du controle positif. Plus la concentration d’antibio-
tique est ¢levée, moins la bactérie pousse. Enfin, le logiciel AES du Vitek rassemble pour un
méme antibiotique les différentes concentrations testées et leurs courbes correspondantes pour
¢tablir la valeur de la CMI. Cette valeur est soit réellement celle mesurée (Figure 6B), soit

extrapolée (Figure 6A) par modélisation (Figure 6C).
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Figure 6 : Cinétiques de croissance bactérienne a différentes concentrations (21)

A) CMI a 1,0 pg/mL extrapolé B) CMI a 2,0 pg/mL testé
Graph 3: Organism Activity when the Reference MIC is 1.0 pg/ml Graph 4: Organism Activity when the Reference MIC is 2.0 pg/ml
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Au regard de ces informations, on comprend mieux 1’annonce de Biomérieux qui af-
firme que le Vitek est plus efficace (21) que la microdilution de référence puisque celui-ci ne
mesure pas la croissance bactérienne une fois aprés 18-24h de pousse mais bien de fagon régu-
liere tout au long de la pousse du germe. Dans tous les cas, il est clair que cette technologie
s’affranchit de la norme 20776 pour établir des CMI en milieu liquide : taille de I’inoculum,

volume des cupules, délai d’incubation et autres originalités.

Grace au systeme Advanced Expert System™ (AES), chaque résultat de CMI est vérifié par
rapport a une base de données de plus de 3500 phénotypes et 30 000 distributions de CMI pour

assurer la cohérence avec les phénotypes sauvages ou résistants définis précédemment. (22)
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La figure 5C est une représentation en trois dimensions des données contenues dans 1’automate
(Systéme AES), c’est la répartition des niveaux de résistance d’une population bactérienne dont
les CMI sont connus et dont la croissance a été observée/étudiée sur trois CMI. Notre pathogene
testé sur ces trois CMI donnera trois cinétiques de pousse qui seront superposées a cette base

de données pour en déduire la CMI, méme si celle-ci n’est pas testée.

Maintenant que nous avons étudié¢ le fonctionnement interne des automates qui nous intéres-
sent, nous pouvons nous intéresser aux panels d’antibiotiques que chacun propose. Ces panels
peuvent étre déterminants dans la décision d’un laboratoire, puisque ces derniers doivent aussi
respecter de multiples contraintes. Chaque panel est destiné a plusieurs entités de bactéries,
dans notre cas cela concerne les bacilles gram négatif. Ces différents groupes sont soumis aux
recommandations CA-SFM, n’ont toujours les mémes antibiotiques a tester (Exemple : Tableau
3 & 4) et n’ont pas non plus les mémes cut-off, ce qui rajoute une contrainte sur des techniques

ou le nombre de puits est limité.
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VIII/ Panels et valeurs des antibiotiques testés

A) P. aeruginosa

Les tableaux ci-dessous réunissent pour P. aeruginosa les panels et concentrations testés mis a
disposition par les fabricants Biomérieux et Thermo-Fischer qui sont recommandées par le CA-
SFM 2021 V1.0. Pour simplifier notre travail, nous avons séparé sur deux tableaux les panels
de 1¢ intention (Tableau 6) et les panels en complément (Tableau 7) recommandés par la CA-
SFM 2021 V1.0. Les comparaisons ont porté sur la plaque Sensititre FRAM2GN (23) et la carte
Vitek 2 N240 (24), réactifs annoncés par les fournisseurs comme les plus adaptés pour P. aeru-

ginosa.

Tableau 6 : Panels disponibles avec les antibiotiques de 1°¢ intention pour P. aeruginosa

Automate (Fabricant)
Nom des panels FRAM2GN N240 (BNF)
PENICILLINE
4-8-16-32
Ticarcilline 7-16-32-64-7
Ticarcilline/Ac. clavulanique 8/2-7-32/2-64/2-?
Pipéracilline 4-7-16-32-64-7
Pipéracilline/Tazobactam 2/4-4-8-16-32-64 2/4 - 8/4 -24/4 - 32/4 - 32/8 - 48/8
CEPHALOSPORINE
Ceftazidime 05-1-2-4-8-16-32 1-2-7-8-2-32-2
Ceftazidime/Avibactam 0,5/4-1-2-4-8-16-32
Céfépime 05-1-2-4-8-16-32 ?7-2-7-8-16-32-?
Ceftolozane/Tazobactam 0,5/4-1-2-4-8-16-32
MONOBACTAM
Aztréonam 1-2-4-8-16-32 7-2-7-8-7-32-?
CARBAPENEME
Imipéneme 0,5-1-2-4-8-16 7-7-1-2-6-12-?
Méropénéme 0’12_0’25_%56-1-2-4-8- ?2-0,5-2-2-6-12-2?
Ertapéneme 0.06-0.12-0.25-0.5-1
AMINOSIDE
Amikacine 1-2-4-8-16-32 ?7-7-8-16-7-064
Gentamicine 1-2-4-8 ?7-2-4-27-16-32
Tobramycine 7-7-7-8-16-64
QUINOLONES
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Ciprofloxacine 025-0,5-1-2-4-8 7-05-?2-2-4

Lévofloxacine ?7-025-0,5-?7-2-7-8
CYLCLINES

| 025-0,5-1-2-4 |

SULFAMIDES
| 119-238-4776-8152 | 1/19-2 - 4/76 - 2 - 16/304
AUTRES
Colistine* 025-0,5-1-2-4-8 9.9.7-4-9-16-32
2-4-16
Témoin positif 1 1

Les antibiotiques en gris ne sont pas recommandés par la CA-SFM. Les valeurs en vert, orange et rouge corres-
pondent respectivement aux valeurs sensibles, sensibles a forte posologie et résistantes. Les CMI extrapolées par
le Vitek sont signalées par un point d’interrogation.

* : Antibiotiques recommandés en complémentaire et non en 1°¢ intention

Nous avons dans ce second tableau le fabricant ThermoFischer en bleu avec ses trois panels
d’intérét en 2°¢ intention « ESB1F » (25), « MDRGNX2F » (26) et « EUMDROXEF » (27) et
Biomérieux en vert avec son panel « XN12 » (28) pour les bacilles non fermentants (Tableau

7).

Tableau 7 : Panels disponibles avec les antibiotiques complémentaires pour P. aeruginosa

Automate (Fabri-

cant)
Nom des panels ESBI1F MDRGNX2F EUMDROXF XN12 (BMR)
PENICILLINE
BLSE 6 puits
4-8-24-2?
8-16
Ticarcillir_le/Ac. 8§-2-32-64-7
clavulanique*
Pipéracilline* 7-7-16-32-64-7
Pipéracilline/Tazo- 4/4-8-16-32 - 64 4/4 -8 -16 - 32
bactam*
CEPHALOSPORINE
8-16
?-2-7-8-2-32-7?
4-8-16-32-64
1-2-4-8-16-32- 0,12-0,25-?-1-7-
64 - 128 4-7-16-7-?
0,25-0,5-1-2-4-8
-16-32-64
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0,12/4-0,25-0,5- 1
S2-4-8-16-32-64

025-0,5-1-2-4-8

-16-32
0,25-?2-1-2-2?
. 0,25-0,5-1-2-4-8
* 5 5
Ceftazidime 216-32-64-128
Ceftazi- 0,12/4-0,25-0,5-1-2(0,25/4-0,5-1-2-4-] 0,06-?7-0,25-?-1-
dime/Avibactam -4-8-16-32 8-16 ?7-4-27-16
0,12/4-025-0,5-1
-2-4-8-16-32-64
Ceftolozane/Tazo- 0,06/4—0,12-0,25-0,5| 0,25/4-0,5-1-2-4-
5 5 5 5 B > -1-2-4-8-92-
bactam* -1-2-4-8 8 05-1-7-4-8-7-32
8-16
. ?7-025-?2-1-?7-4-
Céfépime 1-2-4-8-16 1-2-4-8-16 > 16-32
0,03 -0,06 -0,12-0,25
Céfidérocol —-0,5-1-2-4-8-16- 0,03-0,06-0,12 —
’ 0,25-0,5-1-2-4-8
32
MONOBACTAM
Aztréonam* 1-2-4-8-16-32 7-2-7-8-?-32-7
CARBAPENEME
Imipénéme* 0,5-1-2-4-8-16 2-4-8-16 1-2-4-8
Imipénéme/Rele- 002’23/ ‘(‘)‘50’?6 B sz g. | 0.06/4-0,12-025-
bactam e '16' e 0,5-1-2-4-8
_ —05-1-21929-05-2-2-6-12-
Méropénéme* 1-2-4-8 025-05-1-2-4-8 |®1270.2570.5-1-2)2-05-2-2-6-12
~4-8-16 ?
Méropénéme/Va- 0,008/8 —0,015 — 0,03 - 0,06/8 — 0,12 — 0,25 —
borbact 0,06 -0,12-0,25 - 0,5 - 0,5-1-2-4-8-16
orbactam 1-2.4-8.16 5-1-2-4-8-
AMINOSIDE
Amikacine* 2-4-8-16-32
Gentamicine* 4-8-16
Tobramycine* 05-1-2-4
0,12-025-0,5-1-2-
4
QUINOLONES
Ciprofloxacine* 1-2
9 ~05-2-2-9
Lévofloxacine* =025 ?85 72
0,12-025-0,5-1
CYLCLINES
?2-1-?2-5-8

0,12-025-05-1-2-
4-8
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0,03 -0,06 -0,12-0,25 | 0,008 -0,015-0,03 -
-05-1-2-4-8 0,06 -0,12-0,25-0,5

SULFAMIDES
05-?7-2-7-8-7?
AUTRES
?7-4-27-16-32-7
Colisitine 025-05-1-2-4 0,5-1-2-4-8-16
Témoin positif 3
Témoin négatif NEG

Les antibiotiques en gris ne sont pas recommandés par la CA-SFM. Les valeurs en vert, orange et rouge corres-
pondent respectivement aux valeurs sensibles, sensibles a forte posologie et résistantes. Les CMI extrapolées par
le Vitek sont signalées par un point d’interrogation.

* : Antibiotiques recommandés en 1° intention et non en complément

Pour résumer le nombre d’antibiotiques d’intérét sur les différents panels pour P. aeruginosa,
nous avons établi le tableau suivant (Tableau 8).

Tableau 8 : Résumé du nombre d’antibiotiques disponibles par panel pour P. aeruginosa

Nombres d’an-

CA-SFM ‘FRAMZGN‘ N240 ‘ ESBI1F ‘MDRGNXZF‘EUMDROXF‘ XN12

tibiotiques
Total
1% intention 14 10 14 6 6 8 6
2¢me jntention 8 1 1 0 3 6 2

Nombre de con-
centrations tes-
tés (+ extrapo-

1és)

66 51 (89) 32 67 82 31(57)

En termes de panel d’antibiotiques a tester, il est évident que la carte Vitek N240 répond mieux
aux recommandations du CA-SFM que la plaque Sensititre FRAM2GN en 1% intention. Néan-
moins, cette derniére évalue le plus souvent entre 6 et 8 charges pour chaque antibiotique et
integre les nouvelles molécules (la ceftazidime-avibactam et le ceftolozone-tazobactam), qui
ont tout leur intérét en cas de souche de P. aeruginosa multi-résistant. La carte Vitek ne teste
le plus souvent que 3 a 4 valeurs d’antibiotiques et utilise son systéeme AES pour en extrapoler
2 a4 de plus.

Concernant les panels de seconde intention, la plaque Sensititre EUMDROXEF répond a plus
d’antibiotiques recommandés avec plus de concentrations testées que le Vitek 2 et sa carte

XN12.
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B) A. baumannii

Les tableaux ci-dessous réunissent pour A. baumannii les panels et concentrations testés mis a
disposition par les fabricants Biomérieux et Thermo-Fischer qui sont recommandées par le CA-
SFM 2021 V1.0. Pour simplifier notre travail, nous avons séparé sur deux tableaux les panels
de 1¢ intention (Tableau 9) et les panels en complément (Tableau 10) recommandés par la CA-
SFM 2021 V1.0. Les comparaisons ont porté sur la plaque Sensititre FRAM2GN (23) et la carte
Vitek 2 N240 (24), réactifs annoncés par les fournisseurs comme les plus adaptés pour 4. bau-

mannii.

Tableau 9 : Panels disponibles avec les antibiotiques de 1€ intention pour A. baumannii

Automate (Fabricant)

Nom des panels

FRAM2GN

N240 (BNF)

PENICILLINE

4-8-16-32

Ticarcilline

?7-16-32-64-?

Ticarcilline/Ac. clavulanique

8/2-7-32/2-64/2-?

Pipéracilline

4-7-16-32-64-7?

Pipéracilline/Tazobactam

2/4-4-8-16-32-64

2/4 - 8/4 - 24/4 - 32/4 - 32/8 - 48/8

CEPHALOSPORINE
Ceftazidime 0,5-1-2-4-8-16-32 1-2-?2-8-?2-32-7?
Ceftazidime/Avibactam 0,54-1-2-4-8-16-32
Céfépime 0,5-1-2-4-8-16-32 ?7-2-7-8-16-32-7

Ceftolozane/Tazobactam

0,5/4-1-2-4-8-16-32

MONOBACTAM

1-2-4-8-16-32

?7-2-2-8-7-32-7

CARBAPENEME
Imipénéme 05-1-2-4-8-16 72-9-1-2-6-12-2°
Meéropénéme 0,12-0,25-0,5-1-2-4-8-16 ?7-0,5-7-2-6-12-7?
Ertapénéme 0,06-0,12-0,25-0,5-1
AMINOSIDE
Amikacine 1-2-4-8-16-32 ?7-7-8-16-7-64
Gentamicine 1-2-4-8 ?7-7-4-7-16-32
Tobramycine ?7-2-7-8-16-64
QUINOLONES
Ciprofloxacine 025-0,5-1-2-4-8 7-0,5-7-2-4
Lévofloxacine 7-0,25-0,5-?2-2-7-8
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CYLCLINES
025-0,5-1-2-4
SULFAMIDES
Sulfaméthoxazole/Triméthoprime 1/19 - 2/38 - 4/76 - 8/152 1/19-7?-4/76 - ? - 16/304
AUTRES
Colistine* 025-0,5-1-2-4-8 ?7-7-2-4-7-16-32
2-4-16
Témoin positif 1 1

Les antibiotiques en gris ne sont pas recommandés par la CA-SFM. Les valeurs en vert, orange et rouge corres-
pondent respectivement aux valeurs sensibles, sensibles a forte posologie et résistantes. Les CMI extrapolées par
le Vitek sont signalées par un point d’interrogation.

* : Antibiotiques recommandés en complémentaire et non en 1°¢ intention

Nous avons dans ce second tableau le fabricant ThermoFischer en bleu avec ses trois panels
d’intérét en 2¢ intention « ESBIF » (25), « MDRGNX2F » (26) et « EUMDROXEF » (27) et

Biomérieux en vert avec son panel « XN12 » (28) pour les bacilles non fermentants. (Tableau
10)

Tableau 10 : Panels disponibles avec les antibiotiques complémentaires pour A. baumannii

Automate (Fabri-
cant)

Nom des panels ESBIF MDRGNX2F EUMDROXF XN12 (BMR)
PENICILLINE
BLSE 6 puits
4-8-24-9
8-16
Ticarcillipe/Ac. 8230 _64-9
clavulanique*
Pipéracilline* 7-7-16-32-64-7
Pipéracilline/Tazo- |\ )\ ¢ 163264 4/4-8-16-32
bactam*
CEPHALOSPORINE
8-16

?7-2-7-8-7-32-7

4-8-16-32-64

1-2-4-8-16-32- 0,12-0,25-7-1-?-
64 -128 4-9-16-2-2

025-0,5-1-2-4-8
-16-32-64

0,12/4-0,25-0,5-1 -
2-4-8-16-32-64
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025-0,5-1-2-4-8

-16-32
025-?2-1-2-2?
.o 0,25-0,5-1-2-4-8
* 5 5
Ceftazidime 16-32-64 - 128
Ceftazidime/Avibac- 0,12/4-0,25-0,5-10,25/4-0,5-1-2-4-8(0,06-?2-025-?2-1-?
tam 1-2-4-8-16-32 - 16 -4-72-16
0,12/4-025-0,5-1 -
2-4-8-16-32-64
Ceftolozane/Tazo- 0,06/4 -0,12 -0,25
9 bl 9 . - - - - - - f) - - - l') -
bactam® T05-1-2-4-8 0,25/4-05-1-2-4-8]05-1-?2-4-8-2-32
8-16
. 7-025-?2-1-?7-4-
. " 4 el 4 e ?7-0,
Céfépime 1-2-4-8-16 1-2-4-8-16 > 16-32
0,03-0,06—-0,12 -
Ceidérocol 02505 1-2.4| 003006012025
-8-16-32 ’
MONOBACTAM
Aztréonam* 1-2-4-8-16-32 ?7-2-2-8-?-32-7
CARBAPENEME
Imipénéme* 0,5-1-2-4-8-16 2-4-8-16 1-2-4-8
Imipénéme/Relebac- 0,03/4-0,06 0,12 0,06/4 —0,12-0,25-0,5
¢ -0,25-0,5-1-2- 1.2-4-8
am 4-8-16 Thoants
025-05-1-2-41]0,12-0,25-0,5-1-2-] ?2-0,5-7-2-6-12-
r r N\ * _ _ _ 9 b b b bl . 9
Méropénéme 1-2-4-8 8 4-8-16 9
0,008/8 — 0,015 —
Meéropénéme/Vabor- 0,03 -0,06-0,12— | 0,06/8 - 0,12 -0,25-0,5
bactam 025-05-1-2-4 -1-2-4-8-16
-8-16
AMINOSIDE
Amikacine* 2-4-8-16-32
Gentamicine® 4-8-16
Tobramycine* 05-1-2-4
0,12-0,25-0.5-1
-2-4
UINOLONES
Ciprofloxacine* 1-2
9 _05-92-2-2
Lévofloxacine* =025 ?85 72
0,12-0,25-0,5-1
CYLCLINES
?2-1-?7-5-8

0,12-0,25-0,5-1
-2-4-8
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8’22 B 8’(5)6__1 (_)’212_ ; 0,008 —0,015—-0,03 —
’ - 8 0,06 -0,12-0,25-0,5
SULFAMIDES
05-?-2-7-8-?
AUTRES
Fosfomycine/Glu- 64 - 128 16-32 - 64
cose-6-phosphate
?7-4-7-16-32-7?
Colisitine 025-0,5-1-2-4 05-1-2-4-8-16
Témoin positif 3
Témoin négatif NEG

Les antibiotiques en gris ne sont pas recommandés par la CA-SFM. Les valeurs en vert, orange et rouge corres-
pondent respectivement aux valeurs sensibles, sensibles a forte posologie et résistantes. Les CMI extrapolées par

le Vitek sont signalées par un point d’interrogation.
* : Antibiotiques recommandés en 1° intention et non en complément

Pour résumer le nombre d’antibiotiques d’intérét sur les différents panels pour 4. baumannii,

nous avons établi le tableau suivant. (Tableau 11)

Tableau 11 : Résumé du nombre d’antibiotiques disponibles par panel pour 4. baumannii

bl
N"t’igli’(fgflge:“' CA-SFM FRAM2GN  N240 ESBIF MDRGNX2F EUMDROXF  XN12

Total 19 16 17 16 12 16 16
1% intention 13 10 12 6 6 8 6
2¢me intention 6 1 3 0 3 6 2

Nombre de con-
centrations testés 66 54 (89) 32 65 75 35 (43)

(+ extrapolés)

Ici encore, les conclusions sont identiques a celles constatées pour P. aeruginosa. La carte Vitek
N240 répond mieux que la plaque Sensititre FRAM2GN aux recommandations du CA-SFM,
pour la liste des antibiotiques 4 tester en 1°™ intention. Les constats sur les concentrations d’an-

tibiotiques testées et extrapolées sont évidemment identiques a celles établies pour P. aerugi-

nosa.

Concernant les panels de seconde intention, le constat est aussi identique a celui de P. aerugi-

nosa.

49




IX/ Présentation des articles majeurs

Biomérieux nous fournit les résultats officiels du Vitek 2 dans leur brochure « AST-N240 » et
« AST-XNI12 » (24) & (28). Ces résultats sont intéressants puisqu’ils nous ont permis une pre-
miére évaluation des performances du Vitek 2 selon les cut-off de 'EUCAST. A noter que ces
résultats sont globaux aux bactéries testées : Enterobacteriaceae, Pseudomonas sauf la colistine
qui concerne aussi Acinetobacter. L’ AE annoncé s'étend de la 1évofloxacine (99,4%) suivi la
tobramycine (98,9%) jusqu’a des performances plus faibles pour la pipéracilline (93,9%) et la
céfépime (93,3%). L’AC le plus haut est retrouvé pour cotrimoxazole (99,5%), la cefto-
lozane/tazobactam (99,1%), ceftazidime/avibactam (98,9%) et des résultats plus faibles sont
retrouvés pour la pipéracilline (88,5%) et ticarcilline/acide clavulanique (87%). Les VME, ME,

mE sont inférieures a 3% sauf pour la colistine avec un VME a 4,7%.

Les données fournisseur sont bien slir a confronter a la bibliographie. Cette derniere est floride ;
’association des trois mots clefs P. aeruginosa + susceptibility + Vitek 2 sur Pubmed recense
168 articles, 158 en remplacant P. aeruginosa par A. baumannii. Pour P. aeruginosa, certains
articles traitent du sujet ne sont pas présentés par la suite. A la lecture compléte, ils s’¢éloignaient

trop de notre problématique ou étaient trop anciens. (29-36)

Deux études ont attiré tout particuliérement notre attention, I’'une de 2017 (37), I’autre de 2021
(39).

La premicere, écrite par Bobenchik et al. porte sur P. aeruginosa et A. baumannii (37). 99 P.
aeruginosa et 26 A. baumannii sont testés sur Vitek avec les cartes AST-GN69 et AST-XNO06
en les comparant a la MDB. Notons que ces cartes ne sont pas celles utilisées dans notre rou-
tine. 8 souches de P. aeruginosa étaient mucoides. Elles ont dii étre retirées de 1’étude en 1’ab-
sence répétée de pousse sur le contrdle, probléme connu sur le Vitek (24).

Pour P. aeruginosa, 11 antibiotiques sont testés dont 10 sont attendus par le CA-SFM 2021 :
pipéracilline-tazobactam, céfépime, ceftazidime, imipéneme, méropénéme, amikacine, genta-
micine, tobramycine, ciprofloxacine, 1évofloxacine. Si on se concentre sur les 9 antibiotiques
d’intérét, ’accord catégorique est compris entre 100% pour 1I’amikacine et 86,8% pour la gen-
tamicine. L’accord essentiel est de 100% pour 7 antibiotiques, et, 98,9% pour la pipéracilline-

tazobactam et la gentamicine.
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Des repassages ont ét¢ effectués au vu d’erreurs majeurs (ME), résolvant 4 des 16 erreurs ma-
jeures initialement constatées, sans préciser la nature des 4 ME résolues. Sur les 12 ME res-
tantes, 3 sont dues a une CMI surestimée pour la pipéracilline-tazobactam : 128 mg/mL en
Vitek contre 64 mg/mL en microdilution.

Concernant 4. baumannii, ils ont testé¢ 14 antibiotiques, 12 sont d’intérét : pipéracilline-tazo-
bactam, céfépime, céfotaxime, ceftazidime, ceftriaxone, imipénéme, méropéneéme, gentami-
cine, tobramycine, ciprofloxacine, lévofloxacine, cotrimoxazole. L’accord catégorique varie
entre 100% (imipénéme, gentamicine, fluoroquinolones et cotrimoxazole) et 76,9% (cef-
triaxone). L’accord essentiel est de 100% sauf pour la ceftazidime, ceftriaxone et tobramycine
avec 96,2%. Les auteurs précisent que 5 des 6 erreurs trés majeures (VME) et 1 erreur majeure
(ME) initialement détectées ont été corrigées apres repasse. Ils n’integrent donc qu’une VME

pour la tobramycine qui est attribuée a la différence de cut-off du Vitek et du CLSIL

La seconde étude (38) compare la ceftazidime/avibactam (CZA) et ceftolozane/tazobactam
(C/T) sur E-test, Diffusion en disque, Vitek 2 avec la carte « AST-XN12 ceftazidime/avibac-
tam » et la MDB fourni par ThermoFischer.

Elle sélectionne 200 souches de P. aeruginosa avec une répartition large des niveaux de CMI
pour ces 2 molécules avec un taux de résistance a 17% pour 1’association CZA et 20% pour la
C/T. Le passage des souches sur les 4 techniques est réalisé le méme jour avec le méme inocu-
lum en respectant les différentes recommandations des fabricants (Solution 0,45% NaCl pour
le Vitek, 0,9% pour le Sensititre).

L’¢évaluation de la performance de la MDB de ThermoFischer a été réalisé sur des tests répétés
a distance. La MDB releve 2,5% de VME pour C/T et 2.9% pour CZA. Pour le Vitek 2 les
criteres CLSI ne sont pas respectés avec une VME a 12,5% pour la C/T et des taux d’AE a 89%,
d’AC a 83,5%, de VME a 8,8% et de mE a 18,1% pour la CZA. Dans la discussion, les auteurs
indiquent une répartition des souches proche des cut-off notamment pour la CZA. Cette répar-
tition proche du cut-off peut constituer un biais et défavoriser les résultats de I’étude. Conscients
de ce biais, les auteurs proposent d’ajuster les résultats en utilisant la méthode de limitation des
taux d’erreurs développée par Humphries (39). Apres réajustement, les performances du Vitek
2 apparaissent acceptables selon les criteres CLSI avec des taux globaux d’AC a 93,4%, VME
a0,12% et un mE a 0,5%.
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Néanmoins, les auteurs concluent que le rendu de la C/T est plus précis que la CZA sur le Vitek
2 et qu’il est préférable de vérifier les résultats sur microdilution quand le Vitek 2 rend la CZA

résistante ou quand les CMI sont proches du cut-off pour les deux antimicrobiens.

L’étude de Humphries (39) compare la ceftazidime/avibactam sur le Vitek 2 avec la carte
« AST-GN ceftazidime/avibactam » et la MDB. Elle intégre 1073 souches dont 207 P. aerugi-
nosa. Elle est plus compléte dans sa description. Ainsi, il est précisé que I’éventail des dilutions
de la MDB s’¢étend de 0.015 et 64 pg/mL. Pour le Vitek 2 elle s’étend de <0.025 et >16 ng/mL
avec une concentration d’avibactam a 4ug/mL pour les deux méthodes. Les inoculums utilisés
dans I’¢tude sont les mémes utilisés pour le Vitek et la microdilution. Les 207 souches de P.
aeruginosa ¢€taient réparties en 161 cliniques (151 sensibles et 10 résistantes), et, 46 « chal-
lenge » (18 souches sensibles et 28 résistantes). Trois souches n’ont pas poussé dans le Vitek
2. Les auteurs décrivent 7 ME, c¢’est-a-dire que 7 P. aeruginosa ont été rendus résistants sur
Vitek, sensibles avec la MDB. 5 des 7 ME étaient dans I’ AE, ¢’est-a-dire avec une CMI diffé-
rente de moins d’un log2 avec la CMI en MDB autour du cut-off de 8 pg/mL. Fort de ce constat,
les auteurs proposent un ajustement en diminuant le nombre de ME a 2. En cela, ils approchent
le concept de la norme 20776 qui n’intégre pas I’AC dans ces critéres de performance. Au final,

I’AE est de 95,7% sur 198/207 souches et I’AC de 96.6% sur 200/207 souches.

Dans I’¢étude de Mazzariol et al. (40), une réflexion supplémentaire est apportée en évaluant la
performance du Vitek 2 selon les phénotypes de P. aeruginosa. Ainsi, 78 souches cliniques de
P. aeruginosa sont divisées selon la sensibilité a I’imipénéme et ceftazidime en 4 groupes
d’études : groupe 1 : déficit en porine OprD, groupe 2 : géne AmpC surexprimé, groupe 3 :
carbapénémase VIM-1, groupe 4 : sensible aux B-lactamines. La précision du Vitek 2 est com-
parée a la technique E-test en testant : la pipéracilline-tazobactam (PTZ), ceftazidime (CAZ),
imipéneme (IMI), méropéneéme (MER), aztréonam (AZM), gentamicine (GTM), ciprofloxacine
(CIP).

Les AE et AC globaux sont de 87% et 83.6%. Ils sont trés critiques pour la pipéracilline /
tazobactam (74,3 et 80.7%) et I’aztréonam (74.3% et 60.2%), tout comme les 10.2 % de ME

pour la pipéracilline / tazobactam.
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Dans I’étude de Joyanes et al. publi¢e en 2001 (41), 146 P. aeruginosa et 25 A. baumannii sont
testés sur la carte AST-NO11 du Vitek 2 en comparaison a la MBD selon les lignes directrices
du NCCLS (ancienne appellation du CLSI).

Les 146 P. aeruginosa ont été classés en 7 phénotypes selon leurs sensibilités aux antibiotiques
et A. baumannii en 16 clones selon une ¢électrophorese sur gel de I’ADN total. Le panel d’anti-
biotiques est : céfépime, céfotaxime, ceftazidime, ciprofloxacine, gentamicine, imipéneme, mé-
ropénéme, pipéracilline, tobramycine et spécifiquement la 1évofloxacine pour P. aeruginosa,
et, 'ampicilline-sulbactam et tétracycline pour A. baumannii.

Concernant P. aeruginosa, le Vitek 2 est considéré comme fiable pour le rendu global de CMI.
Néanmoins, ils ont relevé un taux VME inacceptable pour la 1évofloxacine et une VME pour la
gentamicine avec les souches de P. aeruginosa ayant des résistances a la ceftazidime et a
I’imipéneéme. Il a été aussi observé des taux mE inacceptables pour les bactéries présentant des
résistances a la ciprofloxacine toujours plus fiable que la Iévofloxacine. Ces écarts sont forte-
ment liés aux phénotypes plus résistants sans pour autant identifier le mécanisme impliqué car
P. aeruginosa posseéde une diversité importante de mécanismes comme la perte de porine, I’ex-
pression de pompes d’efflux ou de B-lactamases. Pour les céphalosporines, les meilleurs résul-
tats sont obtenus pour la ceftazidime, les autres n’étant pas couramment utilisés en clinique, ils
ont considéré que I’impact clinique était faible. Les critéres du CLSI ne sont pas respectés pour
la céfépime (AE 89%, AC 82.9% et mE 14.4%), le céfotaxime (AC 76.7% et mE 22.6%), la
gentamicine (EA 88.4%, AC 88.4% et mE 10.9%), la 1évofloxacine (AE 86.3%), le méropé-
néme (AE 85%) et la pipéracilline (AE 84.2% et ME a 3.4%). A noter des VME élevées mais
acceptables a 2.7% pour la Iévofloxacine et la pipéracilline.

Enfin, concernant 4. baumannii I’étude n’a pas mis en relief des écarts entre le systeme Vitek
2 et la MDB sauf pour I'imipénéme avec un taux de VME de 4% et de nombreuses erreurs
mineures avec des CMI tres proche du cut-off intermédiaire. La limitation de 1’étude des phé-
notypes de A. baumannii est soulignée comme pouvant altérer la qualité des résultats pour cette
bactérie. Les critéres CLSI sont inacceptables pour I’ampicilline/sulbactam (AE 88%, AC 88%
et mE 16%), le céfépime (AE 88%, AC 80% et mE 20%), I’'imipénéme (AC 88%), le méropé-
neme (AE 88%, AC 88% et mE 12%), la pipéracilline (AC 88% et mE 12%) et la tobramycine
(AE 88%, AC 88% et mE 12%).
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Juretschko et al. (42) ont comparé¢ de nombreuses méthodes automatiques (BD Phoenix, Wal-
kaway, vitek, vitek 2) et manuelles (MDB, E-test, DD) avec 30 P. aeruginosa sur 6 antibio-
tiques : pipéracilline, pipéracilline/tazobactam, céfépime, ceftazidime, imipéneme et aztréo-
nam.

Ils présentent les VME, ME et mE de chacun des automates versus la MDB, notamment. Cer-
tains antibiotiques sont jugés inacceptables selon le CLSI avec une tendance du Vitek 2 a rendre
de fausse sensibilité pour la ceftazidime, I’'imipénéme, la pipéracilline et la pipéracilline-tazo-
bactam avec un taux VME > 3%. Sont aussi inacceptables 1’aztréonam et la céfépime avec un
taux mE > 10%. Enfin, il est relevé une tendance du Vitek 2 a rendre de fausses résistances

pour I’aztréonam.

L’étude de Torres et al., publié¢e en 2009 (43), teste 101 souches cliniques de P. aeruginosa sur
la carte AST-N022 du Vitek 2 et la compare a des méthodes définies comme de référence : la
diffusion en disque, I’E-test et la MBD conformément au CLSI. Nous nous focalisons a la com-
paraison Vitek 2 / MBD et les 6 antibiotiques rendus : pipéracilline, pipéracilline/tazobactam,
aztréonam, ceftazidime, céfépime et imipéneme.

Les critéres du CLSI ne sont pas respectés pour I’imipénéme (VME a 8,9 % et AC a 89,1%),
pour la céfépime (AE a 71,3% et mE a 58,4%)), pour la ceftazidime (AE 89,1% et mE a 39,6%),
pour la pipéracilline/tazobactam (AE a 84,2% et ME a 11.9%), la pipéracilline (AE a 79,2%)
et I’aztréonam (mE a 36,6%). Ces auteurs proposent de revoir le systeme expert AES pour
mieux interpréter des mécanismes de résistance et associer la technique de diffusion au Vitek
2. D’aprées I’étude, le logiciel AES n’a pas de régle spécifique de correction pour certains phé-
notypes (interaction entre I'hyperproduction d'AmpC, plusieurs systémes d'efflux et la produc-

tion d'oprD) résistants aux B-lactamines.

Dans cette étude de 2006 menée par Sader et al. (44), 100 souches P. aeruginosa provenant de
prélevements cliniques récents sont testées sur différentes méthodes : Microscan Walkaway,
Vitek, Vitek 2 avec la carte GNO09, et comparées a des méthodes définies comme de référence :
MBD et E-test et diffusion en disque en respectant le CLSI.

Les antibiotiques testés font partie des B-lactamines avec la pipéracilline-tazobactam, la cé-

fépime, la ceftazidime, I’aztréonam et I’imipéneme.
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Dans cette étude, seuls les taux de VME, ME et mE sont disponibles, sur les critéres du CLSI,
des antibiotiques sont jugés comme inacceptables avec des taux supérieurs a la norme : 1’aztréo-
nam (mE a 31%), la céfépime (mE a 18%) et la pipéracilline/tazobactam (VME a 27%)).

Ils ont remarqué que le Vitek avait tendance a surestimer les CMI de I’imipénéme conduisant

a des ME et sous-estimer les CMI de I’aztréonam et la céfépime.

L’étude de Grandesso et al. (45) compare les CMI de tigécycline du Vitek 2 (carte AST-N097),
d’E-test et du Sensititre (plaques plates ITNF1F) pour 84 4. baumannii (dont 10 MDR & 74
XDR).

Les auteurs précisent dans leur matériel et méthode que le VITEK 2 et le Sensititre évaluent 6
et 7 valeurs différentes de tigécycline respectivement. Pour assurer une comparaison des 3 tech-
niques, les résultats ont été incrémentés vers le niveau supérieur le plus proche pour comparer
des dilutions identiques. Par exemple, 0.016 et 0.023 mg/L en E-test devient 0.03 mg/L. Sur les
84 souches testées, 71 sont rendues résistantes en E-test et sensibles en Sensititre. De la méme
facon, 27 sont rendues résistantes sur Vitek 2, sensibles sur Sensititre. En moyenne les CMI
rendus est de 0,25mg/L pour le Vitek 2, 0,50mg/L pour le Sensititre et 13,9mg/L pour I’E-test.
Le Vitek 2 et encore plus I’E-test surestiment la CMI. C’est pourquoi les auteurs insistent sur
la nécessité de vérifier les résultats obtenus avec ces 2 méthodes par une technique en microdi-

lution.

Dans une étude de 2012 menée par Sapino et al. (46) 4 méthodes, 2 automatiques (VITEK 2 et
Sensititre) et 2 manuelles (Kirby-Bauer et E-test), sont comparées. 77 souches cliniques de P.
aeruginosa prises au hasard dans ’activité de routine du laboratoire entre octobre 2008 et juillet
2009 ont été testées. Les auteurs se sont concentrés sur les B-lactamines qu’ils savent problé-
matiques pour les méthodes automatisées : Aztréonam, Pipéracilline-tazobactam, imipénéme,
méropénéme, ceftazidime. En prenant la méthode E-test comme méthode de référence, ils com-
parent les techniques en utilisant les notions de valeurs moyennes et de coefficients de corréla-
tion. Ainsi, ils observent des valeurs moyennes respectivement de 89% pour la méthode Kirby-
Bauer, 87.0% pour le Sensititre et de 82.8% pour le Vitek 2, et, une bonne corrélation pour 4
antibiotiques que sont I’aztréonam, la pipéracilline-tazobactam, la ceftazidime et le méropé-

néme.
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Ces mémes auteurs présentent aussi les comparaisons avec les outils préconisés par le CLSI,
avec néanmoins toujours 1’E-test comme référence. Les 5 antibiotiques sont retrouvés inaccep-
tables avec une ou plusieurs méthodes. L’aztréonam sur le Vitek 2 avec 20,8% de mE. La
ceftazidime sur le kirby-bauer avec 18,2% mE et 3,9% ME sur le Sensititre et 11,7% mE sur le
Vitek 2. L’imipéneéme et le kirby-bauer (20,8% mE), Sensititre (22,1% mE), Vitek 2 (29,9%
mE) ; le méropéneéme et le Vitek 2 (7,8% VME), Sensititre (5,2% VME) ; pipéracilline-tazo-
bactam et Vitek 2 (9,1% VME), Sensititre (5,2% VME).

Cette récente étude de 2021 menée par Sacco et al. (47) s’applique a tester la colistine sur 51
souches d’A. baumannii provenant de 32 patients, toutes sélectionnées pour leurs multirésis-
tances. Cela pose un biais de sélection car nous ne savons pas s’il s’agit de souches différentes.
La colistine est testée sur plusieurs méthodes : le Vitek 2, I’E-test et comparé a la MBD con-
forme au CLSI. Le Vitek 2 a rendu 6 souches résistantes a la colistine et I’E-test 12. La MBD
a testé 12 A. baumannii comme résistants, dont 9 sont communs a I’E-test et 6 au Vitek 2. Le
Vitek se retrouve donc a sous-estimer les CMI de la colistine ; 6 VME soit 11,8%. L hétéroré-
sistance de cette bactérie semble poser probléme pour le Vitek 2 et I’E-test.

Les auteurs réaffirment I’inadaptation a rendre la colistine sur des méthodes de diffusion a cause

de la mauvaise diffusion de la colistine, le gradient de concentration n’est pas fiable.

Dans cette étude menée par Kulah et al. en 2009 (48), 112 A. baumannii sont testés a I’imipé-
néme, 78% (87/112) des souches sont résistances.

Les souches sont passées sur différentes techniques : diffusion en disque, E-test, BD phoenix,
Walkaway, Vitek 2 et comparées a la MDB provenant d’une préparation conforme au CLSI.
Les résultats du Vitek 2 sont bons avec des critéres CLSI respectés sans VME, sans ME mais
7,2% de mE (<10% selon le CLSI).

Le Vitek 2 est décrit comme fiable pour le rendu de I’imipénéme pour 4. baumannii.

Dans un second temps, les auteurs ont interchangé les inoculums des automates pour étudier
s’il y avait un impact sur les résultats en modifiant I’inoculum, aucune modification ou amélio-

ration n’a été observée.

Cette étude de Fadana et al. en 2010 (49), compare 410 souches d’A. baumannii sur Vitek 2 et

MDB. 73 souches n’ont pas pu étre incluses dans les calculs puissent que ces derniéres n’ont
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pas donné de résultats sur Vitek 2 (défaut de pousse). Au total, c’est 337 A. baumannii dont 20
sont résistants a la colistine. Les résultats de 1’étude sont un AC a 89% (300/337), un AE a 56%
(190/330), VME a 55% (11/20) et ME a 8% (26/317). Ces résultats ne sont pas acceptables
selon les critéres CLSI. Les auteurs concluent qu’il n’est pas possible de rendre la colistine de

maniére fiable sur le Vitek 2.

Cette étude récente de 2021 mené par Yin et al. (50) s’intéresse au rendu de la tigécycline pour
A. baumannii sur différentes techniques : Vitek 2, E-test, diffusion en disque en les comparant
a la MDB. 346 souches résistant aux carbapénemes sont étudiées mais n’ayant pas de cut-off,
les auteurs ont utilisé les cut-off des entérobactéries de la FDA (S< 12 mm et R> 16mm) afin
de pouvoir obtenir des résultats. Le Vitek 2 obtient un AC de 54,3%, un mE a 43,9% et une ME
a 1,9%. Selon le CLSI le Vitek 2 ne semble pas fiable pour le rendu de la tigécycline pour 4.

baumannii

Une étude récente de Wattal et al. publiée en 2019 (51), s’intéresse a la colistine sur Vitek 2 et
E-test afin de les comparer a la MDB conforme a la norme ISO 20776-1 selon les auteurs. Ils
ont étudié 52 P. aeruginosa (73% sensible) et 42 A. baumannii (100% sensible). Selon les cri-
teéres du CLSI, la colistine ne peut pas étre rendu par le Vitek 2 pour P. aeruginosa (AE a 79%
et ME a 10,5%) et pour A. baumannii (AE a 26,2%).

L’¢étude de Singhal publiée en 2018 (52), compare 42 souches d’A. baumannii pour la colistine
(100% sensible). Elle compare la MDB sur support en verre, la MDB sur support en polysty-
réne, I’E-test, le Vitek et la diffusion en disque. Les techniques E-test, Vitek 2 présentent 100%
AC en prenant la MBD sur verre comme référence mais les AE sont inacceptables selon le
CLSI (<90%).

Les plaques MBD sur polystyréne présentent un AC a 92,8% avec 3 souches retrouvées
résistantes (CMI a 4mg/mL). Les auteurs confirment I’inquiétude d’une interaction entre la
colistine et le polystyréne due a la structure du médicament qui adhére aux parois des cupules

en polystyréne. Celui-ci peut fausser les résultats d’une CMI de la colistine en MBD.
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X/ Analyse des articles majeurs

Commencons notre discussion sur 1’antibiogramme de P. aeruginosa en Vitek 2. Biomérieux
affiche des résultats globalement acceptables selon les critéres du CLSI et de la FDA. Néan-
moins, les performances des entérobactéries se mélent a celles de P. aeruginosa. Cependant, a
la lecture de la bibliographie, certains antibiotiques semblent problématiques de fagon récur-
rente. Dans un souci de synthése pour la suite de notre analyse, les AE, AC, VME, ME et mE
publiés dans la majorité des études rapportées ci-dessus ont ét¢ compulsés sous forme de ta-

bleaux en annexes 3 et 4.

A) P. aeruginosa & Vitek 2

Nous allons ainsi analyser un a un les antibiotiques.

La pipéracilline ne respecte pas I’AC recommandé (> 90%) avec une valeur de 88.5% dans la
fiche fournisseur et dans la plupart des publications (28-30). Biomérieux nuance cette donnée
par un AE a 93.9%. Néanmoins, l1a encore, elle n’est pas corroborée dans plusieurs publica-
tions : 84.2% (41) et 79.2% (43). Ces auteurs ont différenci¢ des groupes de phénotypes. Ils ont
remarqué que les meilleurs résultats étaient observés sur les souches sensibles. Torres et al. (30)
précisent a juste titre dans leur matériel et méthode que I’AES n’a pas de régle spécifique de
correction pour certains phénotypes (interaction entre 1’hyperproduction d’AmpC, plusieurs
systemes d’efflux et la production d’oprD) résistants aux B-lactamines. Notons de notre coté
que le logiciel AES a été mis a jour notamment en 2012 (25). Enfin, cette molécule étant peu
prescrite dans le traitement des infections pyocyaniques, ces différents constats sont globale-

ment associés a un faible impact clinique.

L’association pipéracilline/tazobactam semble poser un probléme (37) (32-34) (44). Ces pre-
micres ¢tudes relévent un point problématique avec des taux trés importants de VME. Les au-
teurs (40) (41) constatent une différence significative favorable sur les souches sensibles. Cette
analyse est a pondérer puisque ces publications assez anciennes ont été réalisées avant la mise
a jour du logiciel AES en 2012. Biomérieux annonce des taux d’AE et d’AC acceptables selon
le CLSI. Mais une précision est inscrite dans la fiche fournisseur actualisée de 2018, qui spécifie

« d’utiliser une méthode de test alternative avant de rapporter les résultats lorsqu’un résultat
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résistant est obtenu avec les association(s) antibiotique/germe suivante(s) : pipéracilline/Tazo-
bactam (tzp03n) : Pseudomonas aeruginosa » (24). Ceci signifie qu’il y a un risque de rendre
une fausse résistance. Une étude récente de 2017 (37) présente de bons résultats finaux sans
VME (0%) et un faible pourcentage de ME (4,3%) pour la pipéracilline/tazobactam. De notre
point de vue, les auteurs ont créé un biais en réalisant des repassages en cas de mauvais résultats.
Il n’y a pas de détails sur les résultats initiaux. Les auteurs ne justifient pas leur repassage par
la préconisation inscrite dans la fiche fournisseur. Enfin, les auteurs déclarent dans cette étude

un conflit d’intérét avec un financement par Biomérieux.

Si on se focalise maintenant sur les céphalosporines, la ceftazidime semble fiable dans I’¢tude
de Bobenchik et al. (37). Les chiffres d’AE et d’AC coincident avec ceux de Biomérieux et
sont conformes aux critéres du CLSI. Néanmoins, pour le reste des études nous retrouvons des
taux inférieurs aux critéres CLSI soit pour I’AE (43), soit pour ’AC (40). La plupart de ces
¢tudes sont anciennes et ont été publiées avant la mise a jour du logiciel AES de 2012.

Le manque d’articles sur les derniéres années nous empéche d’apprécier la performance ac-

tuelle du Vitek 2 pour cette molécule.

La céfépime présente les plus mauvais résultats dans les céphalosporines. A travers les études,
aucune n’a accepté la céfépime selon les critéres du CLSI : AC a 89% (37), mE a 13,3% (42),
AE a71,3% (43), mE a 18% (44). Nous sommes surpris de cette discordance entre les publica-
tions et les données fournisseurs. Biomérieux affiche des résultats acceptables. Cependant, une
lecture scrupuleuse de la fiche fournisseur fait apparaitre un pourcentage de 9% de VME sur

des entérobactéries et P. aeruginosa.

La molécule ceftazidime/avibactam a été évaluée dans des études (38)(39)(53), qui nous ont
paru solides compte tenu de la méthode parfaitement détaillée et adaptée et du nombre consé-
quent de souches testées. Les taux AE, AC sont respectés (39)(53) ainsi que les taux de ME
(réajusté (39) (38)). Il parait quand méme préférable de vérifier la CMI en cas de résistance

rendu par le Vitek 2.

Le rendu ceftolozane/tazobactam parait plus précis aux travers de plusieurs études
(38)(39)(53). Le Vitek 2 semble fiable pour rendre la CMI de cette association céphalospo-

rine/inhibiteur de B-lactamase.
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Concernant le méropénéme/vaborbactam, nous n’avons trouvé qu’une étude (54) traitant de
cette association. Elle n’est pas listée dans le chapitre précédent. Simplement elle porte sur 77
souches de P. aeruginosa. L’antimicrobien respecte les critéres CLSI avec uniquement un taux
limite de 3% d’ME, ce qui reste acceptable. Cela nous laisse penser que le Vitek 2 est précis

pour rentre cette association.

Pour I’aztréonam, les résultats de biomérieux respectent les critéres CLSI. Cependant au tra-
vers de la bibliographie, les études présentent un taux d’mE supérieur a 10% : 30,7% (40),
28,3% (42), 31% (44) et 20,8% (46). Néanmoins trois des études (40,42,44) constatent une
surestimation de la CMI par le Vitek 2 produisant une fausse résistance. Le Vitek 2 ne semble
pas adapté a rendre 1’aztréonam de fagon fiable mais cela n’a pas un gros impact clinique

puisque cet antibiotique est peu utilisé dans les services hospitaliers.

L’imipénéme et le méropénéme, ne semblent pas poser probléme au Vitek 2 néanmoins, nous
retrouvons de mauvais résultats dans 2 études : (40) (41). Dans ces articles, les auteurs étudient
I’impact du phénotype sur la fiabilité des résultats. Dans la premiere étude (40) I’AE moyen est
de 88,4% pour I’'imipéneéme et de 83,3% pour le méropénéme, dans les deux cas I’AE est im-
pacté par les mauvais résultats du groupe 1 dont le phénotype « Efflux MexAB OprM surex-
primé / OprD déficient » a été vérifié par WesternBlot avec des anticorps anti-Mex, électropho-
rése des protéines pour le déficit en porine D. A noter que le groupe 3 porteur de carbapénémase
confirmé par PCR blaVIM et blaIMP a un AE de 100% pour les deux molécules. La cause de
la résistance a 1’air importante pour connaitre la fiabilité du Vitek 2.

Dans la seconde étude Joyanes (41), ’AE est de 87% pour ’imipénéme et de 85% pour le
méropénéme, encore une fois les auteurs se questionnent sur I’impact du phénotype et ont cal-
culé les résultats pour les 5 groupes différents. Les plus mauvais résultats sont trouvés pour les
groupes 4 et 5, résistant a la CIP avec un AE de 80,8% pour le premier groupe et résistant a la
CAZ et IMI un AE de 80,9% pour ’autre groupe. A noter que la détermination du phénotype
s’est faite par des « tests phénotypiques conventionnels » sans en préciser plus. Nous retrou-
vons pour le groupe 4 (R. CIP) un AE de 88,5% pour I’'IMI et le MER, pour le groupe 5 (R.
IMI/MER) un AE de 90,5% pour ’IMI et un AE de 76,2% pour le MER.

Nous pouvons aussi citer Sader et al. (44) qui présente un AE de 64% pour I’IMI mais ce dernier

a volontairement s¢lectionné des souches de P. aeruginosa dont les CMI sont proches des cut-
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off, créant une difficulté supplémentaire afin de tester les limites de I’automate. Cela n’est pas
représentatif de 1’activité de routine.

Au final, les mauvais résultats sont pour la plupart diis & un biais de sélection avec des propor-
tions de phénotypes résistants non représentatifs de la réalité ou des souches dont le cut-off est

ambigu.

Concernant les aminosides (amikacine, gentamicine, tobramycine), les résultats de biomé-
rieux semblent similaires aux études de Bobenchik, Mazzariol et Joyanes (37,40,41). Néan-
moins nous retrouvons certaines subtilités concernant la gentamicine qui présente réguliere-
ment des mauvais résultats AC (%), selon le CA-SFM il est nécessaire de se référer aux données
épidémiologiques « EPI ». Cela ne permet pas d’avoir un cut-off de référence pour cette molé-
cule. Il est donc difficile de juger des valeurs : mE, ME, VME et AC qui reposent sur les cut-
off. Pour ce qui concerne I’ AE, elle apprécie la précision de la dilution et les résultats sont assez
bons et constants pour la gentamicine sauf dans 1’étude de Joyanes qui retrouve pour le groupe
sauvage un AE a 83,3% et dans le groupe 3 résistant a la ciprofloxacine, un AE a 84,6% pour
la gentamicine et un AE a 88,5% pour la tobramycine (seul mauvais résultat pour la tobramy-
cine). L imperméabilité/perte de porine responsable de la résistance isolée a la CIP semble en-

core poser probléme au Vitek 2.

Les Fluoroquinolones (ciprofloxacine, l1évofloxacine) ont de bons résultats dans les études et
chez Biomérieux avec un AE et AC proches des 100%. Il ressort quand méme dans les études
de meilleurs résultats pour la ciprofloxacine que la Iévofloxacine avec une étude dans laquelle
I’AE n’est pas respecté, il s’agit de I’étude de Joyanes (41). En effet, dans 1’¢tude de Joyanes,
la 1évofloxacine obtient un AE de 86,3%. Cette moyenne est abaissée par le groupe 2 résistant
a la CAZ (AE = 84,2%) et le groupe 4 résistant a la CIP (AE = 88,5%, AC = 76,9% et mE =
23,1%).

En revanche, 1’étude Mazzariol (40) retrouve pour la ciprofloxacine un AC global acceptable
sauf pour le groupe sensible a I’'IMI et la CAZ avec un AC a 88,2%

Au final, les résultats sont globalement trés bons avec des exceptions pour certains phénotypes
mais ils ne sont pas constants dans les études qui différenciant les phénotypes puisque les ré-
sultats inacceptables sont liés a des phénotypes différents.

Il ressort encore que le phénotype peut avoir un impact sur la fiabilité des résultats.
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B) A. baumannii & Vitek 2

Concernant A. baumannii et le Vitek 2, bien que cette espéce fasse partie de la liste des
« Germes a Gram négatif préconisés pour AST-GN » dans la brochure AST-N240 et AST-
XN12, seule la colistine présente des résultats pour A. baumannii. Des études se sont penchées

aux performances du Vitek 2 sur les autres antibiotiques d’intérét.

Sur les 158 articles recensés pour 4. baumannii, la majorité traite de 1’identification du germe
par le Vitek 2. Les études restantes qui concernent la susceptibilité s’intéressent surtout a la
colistine et seulement deux études explorent le rendu du Vitek 2 sur le reste du panel d’antibio-

tiques recommandés par le CA-SFM.

Commencons donc par la colistine, Biomérieux affiche un AE a 96,3%, un AC a 97,8% mais
un taux de VME a 4,7% inacceptable selon les critéres CLSI. Deux publications retrouvent
respectivement une VME a 55% et 50% ce qui montre une tendance a rendre des fausses sen-
sibilités (47,49). L’équipe de Sacco (47) tente de donner une explication ; le Vitek se base sur
la cinétique de croissance de la bactérie et la colistine pose un probléme puisqu’elle ralentirait
la croissance d’A. baumannii. A 4h de pousse la souche d’A. baumannii n’est pas toujours dé-
tectable ce qui veut dire que la durée d’incubation devient limitante et empéche la standardisa-
tion par le systtme AES pour rendre une CMI de la colistine fiable. Le différentiel des pour-
centages de VME entre les publications (~50%) versus les données Biomérieux (~5%) s’ex-
plique par la sélection des souches testées ; d’un coté une dizaine de souches d’A. baumannii
résistantes a la colistine, de 1’autre une collection de souches d’entérobactéries, de P. aerugi-
nosa et d’A. baumannii sans autre précision de la répartition de chaque genre. De méme, I’AE
n’est pas respecté avec 56% dans I’étude de Fadana et al. (49) et 26,2% dans I’étude de Wattal
et al. (51). L’explication de ces données versus celles de Biomérieux peut étre analysées de la

méme fagon que pour la VME.
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Nous n’avons trouvé qu’une étude faisant part de la pipéracilline (41). Cette derniere produit
bien un AE a 96% mais est en défaut sur I’AC (88%) et le taux de mE (12%) selon les critéres
du CLSI (> 90% et <10%). Sachant que cette étude date de 2001, le systéme AES a subi plu-

sieurs mises a jour depuis mais aucune étude récente ne fait part de résultat pour cette molécule.

Concernant la pipéracilline/tazobactam, 1’étude de Bobenchik et al. (37) retrouve un AE a
100% mais un AC (88,5%) et un taux de mE (11,5%) en défaut selon les critéres du CLSI. Cette
derniére est assez récente (2017), le logiciel AES ne semble pas encore capable d’interpréter la

catégorisation de fagon fiable pour cette association antibiotique.

Il existe 3 études qui comparent le Vitek 2 a la microdilution pour la tigécycline et des souches
d’A. baumannii (41,45,50). Le rendu de cette molécule est trés hétérogéne selon 1’étude. La
premiére (41) retrouve un AC et un AE a 100%. La 2°™ (45) recommande une vérification de
la CMI. Quant au 3°™ travail (49), les auteurs déconseillent le rendu de la tigécycline sur Vitek

pour A. baumannii.

Seules les études de Bobenchik et al. (37) et de Joyanes et al. (41) s’intéressent au reste
des antibiotiques recommandés par le CA-SFM. Nous avons choisi de regrouper les antibio-
tiques selon I’acceptabilité des criteres CLSI et de la date de publication des articles. Chrono-
logiquement I’étude de Joyanes (41) a été publiée en 2001 avant 1’étude de Bobenchik (37) en
2017. Le systéeme AES a subi des mises a jour entre 2001 et 2017, il se peut que ces mises a

jour aient influencé les performances du Vitek 2.

Pour les C3G (ceftriaxone, céfotaxime, ceftazidime), les taux d’AE sont bons pour les 3 an-
tibiotiques sur les 2 études. Néanmoins, la catégorisation semble poser un probléme dans
I’¢tude la plus récente (37) avec des taux d’AC inacceptables tandis que I’étude la plus ancienne

(41) retrouve des taux de catégorisation acceptables.

Pour ’'imipénéme et le méropénéme, I’é¢tude la plus ancienne (41), n’accepte pas le Vitek 2
comme un automate fiable avec des AC < 90% et un AE inacceptable pour I’imipénéme. Dans
I’étude plus récente (37) les taux sont proches des 100% et ce qui laisse penser que le systéme

AES a évolué entre temps et est devenu plus performance pour les carbapénémes.
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La tobramycine présente des résultats mitigés avec des taux inacceptables selon les critéres du

CLSI dans les deux études (37,41). Le Vitek 2 ne semble pas fiable pour rendre cet aminoside.

Pour la céfépime, les deux études produisent des taux de catégorisation inacceptables selon les
criteres du CLSI. L’étude la plus récente (37) produit un AE a 100% a contrario de 1’étude
ancienne (41) ce qui laisse penser a une amélioration du systéme AES mais ne permet pas de

considérer le rendu comme fiable.

Concernant les fluoroquinolones (lévofloxacine, ciprofloxacine), sulfaméthoxazole-trimé-
thoprime, gentamicine, ces antibiotiques sont acceptés selon les études (37,41) et ont de meil-
leurs résultats que la colistine sur le Vitek 2. Le rendu apparait possible pour le Vitek 2 pourtant

A. baumannii n’est pas pris en compte dans les résultats de biomérieux pour ces antibiotiques.

Au total, la plupart des données trouvées pour A. baumannii sont limitées a deux études (37,
41) avec un échantillonnage restreint (26 souches dans chaque étude). Fort de ce recrutement
limité en souches testées, il se dégage une impression d’avoir des résultats assez précis avec
des AE proches des 100%. Cependant les taux de catégorisation (AC, VME, ME, mE) ne ré-
pondent pas aux critéres CLSI. La 1¥® hypothése pour expliquer cette discordance est que les
souches testées étaient proches des cut-off. Une 2°™ hypothése cette fois-ci assez contre-intui-
tive serait que le logiciel AES peine encore a catégoriser correctement les données brutes (les

valeurs de CMI) obtenues avec les souches d’A4. baumannii.
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C) Sensititre

Concernant le Sensititre, il parait, en théorie, idéal pour rendre une CMI en milieu liquide
puisqu’il automatise la norme ISO 20776-1 a quelques détails pres. D’ailleurs toutes les publi-
cations sauf une (46) prennent le Sensititre comme technique de référence, et basent leurs cal-
culs de performance selon les résultats du Sensititre.

En pratique, le Sensititre est déja déployé dans de nombreux CNR : staphylocoques, strepto-
coques, entérobactéries et BNF.

Les limites du Sensititre ne sont pas liées a sa performance théorique mais semblent plus relever
de son application pratique.

A titre d’information, lors d’un appel téléphonique, le CNR de P. aeruginosa et A. bau-
mannii, reconnait le Sensititre comme technique de référence mais ne le déploie pas en 1€ in-
tention car certaines plaques sont compliquées a lire. L’EUCAST répond a cette difficulté en
codifiant la lecture des résultats (55), ceci dans un souci d’harmonisation de la lecture des
plaques. A noter que cette difficulté n’est relevée dans aucun article.

La lisibilité des plaques demande une formation approfondie et un temps technique des
équipes qui travailleront dessus.

Le temps technique est aussi a prendre en compte puisque qu’il faut ensemencer les 96
puits soit manuellement de facon unitaire, soit a I’aide d’une pipette multicanaux, qui peut al-
1éger ce travail laborieux. Cette étape manuelle expose a des erreurs humaines (puits non ense-
mencé, contamination ...).

Le fournisseur propose une étape de semi-automatisation avec 2 automates. L.’automate Sensi-
titre AIM (Annexe 4) pour répartir I’inoculum sur la plaque, et le VIZION (Annexe 5) pour
intégrer la lecture manuelle. La encore, le fabricant ThermoFischer essaye d’apporter une so-
lution a ce probléme avec un automate complet I’ARIS (Figure 4A) qui permet d’incuber, de
« lire et d’enregistrer avec précision et efficacité les mesures de concentration minimale inhi-
bitrice (CMI) » (56).

L’équipe de Singhal (52) étudie une limite de la MDB pour la colistine qui interagit avec le
polystyréne des plaques, ce qui conduit a une diminution de la performance de la MDB. A ce
jour ThermoFischer propose uniquement des plaques de MDB en polystyréne ce qui ne permet

pas une performance optimale pour cette molécule.
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Outre les colts des automates que nous n’abordons pas ici, il faut aussi compter le coft
des réactifs (cartes Vitek ou plaques Sensititre). Le colit non négocié¢ d’une plaque Sensititre
est d’environ 16€. A titre comparatif au CHV I’antibiogramme actuellement réalisé en diffusion
sur milieu gélosé coute environ entre 2 et 3€, les cartes Vitek approximativement entre 5 et 10€.
La viabilité financiere du Sensititre parait compliquée pour des laboratoires spécialisés avec un
gros volume d’activité. A contrario, pour les laboratoires de ville, I’intérét est discutable

puisqu’ils sont confrontés a moins de phénotypes multirésistants.
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X1/ Conclusion

Au regard des préconisation du CA-SFM, le laboratoire du CHV souhaite déployer 1’antibio-
gramme en milieu liquide sur des genres bactériens supplémentaires, notamment les BNF.

Le choix se porte sur la technique Vitek, déja disponible au laboratoire, versus, la technique
Sensititre. Pour les BNF, Biomérieux commercialise la carte d’antibiogramme N240, Thermo-
Fisher la plaque FRAM2GN. Le CA-SFM préconise une liste de premiére intention d’antibio-
tiques a tester pour chaque genre bactérien. La carte d’antibiogramme N240 répond de fagon
plus compléte que la plaque Sensititre aux recommandations aussi bien pour Pseudomonas spp
que pour Acinetobacter spp, répondant en cela plus a la demande des antibiotiques dans un
cadre de routine. A I’inverse la technique Sensititre avec la plaque EUMDROXF répond mieux
a la liste complémentaire.

Le CA-SFM fait référence a la norme ISO 20776, pour la bonne réalisation des CMI de quasi-
ment tous les antibiotiques. Cette norme comporte deux parties. La partie 1 « Méthode de réfé-
rence de microdilution en bouillon pour la détermination de la sensibilité in vitro aux agents
antimicrobiens des bactéries aérobies a croissance rapide impliquées dans les maladies infec-
tieuses » déploie le mode opératoire. La partie 2 « Evaluation des performances des dispositifs
pour antibiogrammes » présente les critéres pour comparer les réactifs commercialisés a la tech-
nique de référence. Le préalable était donc de décortiquer cette norme, pour ensuite apprécier
en quoi le Vitek et le Sensititre se rapprochent des préconisations du référentiel. Il est clair que
la technique Sensititre est trés proche de la norme, autant pour la réalisation proprement dite,
que pour le nombre de valeurs testées.

Notre démarche s’est poursuivie par une lecture détaillée de la bibliographie sur ce domaine,
qui porte principalement de facto sur la technique Vitek. La lecture en a été ardue : complexité
des résultats, parfois obtention de résultats contradictoires, existence de biais. Nous avons fait
le choix de les présenter successivement pour ensuite essayer de synthétiser les résultats par
antibiotique.

Il en ressort plusieurs constats, plus complexes pour P. aeruginosa que pour A. baumannii.
Commencons par le plus simple, avec A. baumannii. Sur un panel de 15 antibiotiques évalués,
4 apparaissent fiables sur Vitek : la gentamicine, le sulfaméthoxazole-triméthoprime, la cipro-
floxacine et la 1évofloxacine.

Ensuite pour P. aeruginosa, une majorité des antibiotiques étudiés donnent des résultats tout a

fait acceptables sur Vitek, en se limitant a des souches sensibles. Les antibiotiques concernés
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sont la ceftazidime, le ceftolozane/tazobactam, I’imipénéme, le méropéneéme/vaborbactam,
I’amikacine, la tobramycine, la ciprofloxacine et la 1évofloxacine.

Au total, il apparait que la performance globale du Vitek est bonne néanmoins, il per-
siste une difficulté pour le systétme AES a catégoriser la susceptibilit¢ des BNF probablement
en raison de leurs diversités de mécanisme de résistance.

Les ¢études qui ont travaillé a I’impact des phénotypes sur la performance laissent apparaitre
que les mécanismes d’antibiorésistance de type imperméabilité, perte de porine sont moins bien

intégrés au systéme AES que les résistances enzymatiques.

Apres ce travail analytique, je souhaite finir en présentant mes convictions plus personnelles.
Le Vitek 2 est un automate simple a prendre en main, demandant peu de temps tech-

nique. Bien qu’il apparaisse moins performant que la MDB classique, sa technologie ancienne

n’en reste pas moins novatrice. Son logiciel AES lui permet d’évoluer en intégrant de nouvelles

données afin d’améliorer le rendu des phénotypes et des CMI.

Une validation biologique vigilante doit étre appliquée sur les susceptibilités de certaines B3-

lactamines (pipéracilline, céfépime et ceftazidime/avibactam) et pour les phénotypes multiré-

sistants.

En terme d’activité, il peut répondre a un gros volume avec une bonne performance pour les

souches sensibles. Il est I’outil adapté pour des laboratoires de villes, ou des hopitaux si I’épi-

démiologie est majoritairement représentée par des souches sensibles.

Le Sensititre quant a lui représente la meilleure technique d’automatisation de la MDB.
Pourtant en pratique il révéle quelques limites. Le risque d’erreurs humaines et le temps tech-
nique sont a considérer en 1’absence d’automatisation proposée par ThermoFischer.

La lecture de ces résultats est codifiée par TEUCAST et nécessite une formation supplémentaire
des équipes qui seront amenées a travailler dessus.

La plaque de MDB est environ trois fois plus chere que la cassette Vitek 2, ce qui n’est
pas possible pour tous les laboratoires. Le Sensititre semble donc adapté aux structures spécia-

lisées comme les CNR ou a des hopitaux avec des services a risque (réanimation, infectiolo-

gie...)

Finalement, si le laboratoire dispose des 2 automates il pourrait étre judicieux de les

associer de fagcon complémentaire.
68



Pour P. aeruginosa, utilisé en premicre ligne, le Vitek 2 pour le rendu de la majorité des anti-
biogrammes et pour les cas les plus compliqués d’utiliser le Sensititre (infectiologie, réanima-
tion, souches multirésistantes).

Pour A. baumannii, le Vitek 2 semble encore manquer de standardisation pour assurer son
rendu. Etant souvent multirésistant le Sensititre semble étre adapté pour rendre avec précision

des CMI.
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Annexes

Annexe 1 : Réalisation des solutions méres des antimicrobiens

Antimicrobien Solvant Diluant
Amikacine Eau Eau
Avibactam Eau Eau
Aztréonam Solution saturée en bicarbonate de sodium Eau
Céfazoline Tampon phosphate 0.1 mol/L, pH 6.0 Tampon phosphate 0.1 mol/L, pH 6.0
Céfépime Tampon phosphate 0.1 mol/L, pH 6.0 Tampon phosphate 0.1 mol/L, pH 6.0
Céfidérocol Solution saline Eau
Céfotaxime Eau Eau
Céfoxitine Eau Eau
Ceftazidime Solution saturée en bicarbonate de sodium Eau
Ceftozolane Eau ou solution saline Eau ou solution saline
Ceftriaxone Eau Eau
Ciprofloxacine Eau Eau
Colistine Eau Eau
Doxycycline Eau Eau
Fosfomycine Eau Eau
Gentamicine Eau Eau
Imipénéme Tampon phosphate 0.1 mol/L, pH 7.2 Tampon phosphate 0.1 mol/L, pH 7.2
Lévofloxacine 11/2' volume d’ea1:1, Volume‘ minimal 1 mol/L de NaOH p’our Eau
a dissolution, puis reconstituer le volume total avec de 1’eau
Meéropénéme Eau Eau
Nétilmicine Eau Eau
Pipéracilline Eau Eau
Rélébactam Eau Eau
Sulfaméthoxazole 172 yolumc? d’eauf volume minimal 2.5 mol/L de NaOH pour Eau
la dissolution, puis reconstituer le volume total avec de 1’eau
Tazobactam Eau Eau
Tétracycline Eau Eau
Ticarcilline Tampon phosphate 0.1 mol/L, pH 6.0 Tampon phosphate 0.1 mol/L, pH 6.0
Tigécycline Eau Eau
Tobramycine Eau Eau
Triméthoprime Eau Eau
Vaborbactam DMSO Eau
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Annexe 2 : Taux des B-lactamines dans des articles majeurs sur
P. aeruginosa et le Vitek 2

Taux Joyanes | Juretschko | Sader |[Mazzariol | Torres Sapino | Bobenchik | Biomérieux
Année 2001 2006 2006 2008 2009 2012 2017 2018-2019
AE (%) 79,2 93,9
AC (%) 99 88,5
Pipéracilline | VME (%) 5 0 43
ME (%) 0 1 0
mE (%) NA NA 39
AE (%) 74,3 84,2 98,9 96,2
AC (%) 80,7 98 96,7 94,8
Pipéracilline/ [y 1 o/ 21,7 27 10,2 0 9,1 0 1,2
Tazobactam
ME (%) 1,7 0 0 11,9 0 43 1,5
mE (%) NA 8,9 NA NA 0 3,8
AE (%) 93,5 89,1 100 96,7
AC (%) 83,3 95 91,2 97,9
Ceftadizime | VME (%) 33 1 0 1 1,3 0 3
ME (%) 0 1 0 0 1,3 0 1
mE (%) 233 9 16,6 39,6 11,7 8,8 4,5
AE (%) 71,3 100 97
AC (%) 94 89 93,9
Céfépime | VME (%) 0 0 1 0 9
ME (%) 0 1 0 0 2,6
mE (%) 13,3 18 58,4 11 2.4
AE (%) 87 88,4 92,1 100 95,8
AC (%) 91 88,4 89,1 96,7 92,2
Imipénéme | VME (%) 1,4 6,7 1 0 8,9 0 0 1
ME (%) 0 0 2 1,3 0 0 0 0,4
mE (%) 6,8 25 8 10,2 9,9 29,9 33 73
AE (%) 85 83,3 100 97,6
AC (%) 90,4 88,4 97,8 95,9
Meéropénéme | VME (%) 0 3,8 7,8 0 0,5
ME (%) 0 0 0 0 0
mE (%) 9,6 7,6 2,6 2,2 39
AE (%) 74,3 97 98,1
AC (%) 60,2 91,1 97,4
Aztréonam | VME (%) 1,7 0 0 0 0
ME (%) 0 1 8,9 0 0,9
mE (%) 28,3 31 30,7 36,6 1.9
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Annexe 3 : Résumé des taux d’autres antibiotiques dans les articles
sur P. aeruginosa et le Vitek 2

Taux Mazzariol | Bobenchik | Biomérieux
Année 2008 2017 2018-2019
AE (%) 100 98,5
AC (%) 100 96,7
Amikacine VME (%) 0 0
ME (%) 0 0
mE (%) 0 33
AE (%) 97,4 98,9 98,3
AC (%) 87,1 86,8 96,8
Gentamicine VME (%) 0 0 0
ME (%) 0 0 0
mE (%) 12,8 13,2 3,2
AE (%) 100 98,9
AC (%) 98,9 94,7
Tobramycine | VME (%) 0 0
ME (%) 0 0,8
mE (%) 1,1 4,6
AE (%) 97,4 100 98,1
AC (%) 96,1 96,7 95,3
Ciprofloxacine | VME (%) 0 0 0
ME (%) 1,3 0 0,3
mE (%) 2,5 3.3 4,5
AE (%) 100 99,4
AC (%) 96,7 96,7
Lévofloxacine | VME (%) 0 0
ME (%) 0 0,7
mE (%) 3.3 2,9
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Annexe 4 : Automate Sensititre AIM
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Annexe 5 : Automate Sensititre Vizion
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Résumé : Au courant des nouvelles recommandations du CA-SFM, le laboratoire du Centre
Hospitalier de Valenciennes se questionne sur la mise en place d’un antibiogramme en milieu
liquide pour Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii.

La microdilution est définie par la 1% partie de la norme ISO 20776, la seconde partie décrit
les outils pour évaluer la performance de la technique commercialisée versus la technique de
référence. Deux automates sont comparés : le Vitek 2 et le Sensititre. Le Sensititre s’annonce
comme |’automatisation de la norme 20776 tandis que le Vitek 2 s’en s’affranchit pour rendre
des CMI en milieu liquide. Nous avons d’abord comparé les panels disponibles pour les bacilles
non fermentant des fabricants. La carte Vitek 2 N240 répond de maniére plus compléte aux
panels recommandés en 1%¢ intention. En revanche, la plaque Sensititre EUMDROXF répond
mieux a la liste complémentaire. La lecture des articles comparant ces 2 techniques s’est mon-
trée ardue : biais de sélection, résultats contradictoires, échantillonnage faible.

Pour A. baumannii, 4 antibiotiques sur 15 apparaissent fiables sur Vitek 2 : la gentamicine, le
sulfaméthoxazole-triméthoprime, la ciprofloxacine et la 1évofloxacine.

Pour P. aeruginosa, une majorité des antibiotiques sont acceptables sur Vitek 2, plus perfor-
mants sur les souches sensibles. Une validation biologique vigilante doit étre appliquée sur
certaines B-lactamines (pipéracilline, céfépime et ceftazidime/avibactam) et pour les phéno-
types multirésistants.

Les performances globales du Vitek 2 sont bonnes, néanmoins il persiste une difficulté pour le
logiciel AES a catégoriser la susceptibilité des BNF probablement en raison de leurs diversités
de mécanismes de résistance.

Le Sensititre quant a lui représente la meilleure technique d’automatisation de la microdilution.
Pourtant en pratique il révele quelques limites : risque d’erreurs humaines, temps technique,
lecture de ces résultats, colit d’automates complémentaires et des plaques.
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