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INTRODUCTION

En 2019, I'Organisation mondiale de la santé (OMS) a déclaré que la résistance aux
antimicrobiens est I'une des dix plus grandes menaces pour la santé publique
mondiale auxquelles 'humanité est confrontée (1). Cette méme année, on estime que
prés de 1,27 million de décés dans le monde étaient imputables a des infections
causées par des bactéries résistantes aux antibiotiques (2). Les projections d’une
étude publiée en septembre 2024 montrent que plus de 8 millions de décés pourraient
étre liés a la résistance aux antimicrobiens en 2050 si des mesures de lutte ne sont
pas mises en place (3). Cette problématique concerne particulierement les
établissements de santé, puisque pres de 70 % des cas d’infections par des bactéries

résistantes aux antibiotiques sont des infections associées aux soins (4).

Les génes conférant la résistance a plusieurs classes d’antibiotiques étaient présents
dans la nature bien avant I'ére des antibiotiques (5). Néanmoins, le développement de
bactéries résistantes est principalement attribué a l'usage abusif et excessif de ces
derniers (6). Cette utilisation inappropriée crée une pression de sélection favorisant la
multiplication et la propagation des souches bactériennes résistantes. D’autres
facteurs incluent les voyages internationaux fréquents, facilitant la diffusion rapide des

souches résistantes.

En parallele & cette émergence de bactéries résistantes, I'investissement dans la filiere
de recherche et développement de nouveaux antibiotiques est paradoxalement limité
(7). Cette situation est aggravée par la récente augmentation des pénuries

d’antibiotiques qui met a mal les systémes de santé a travers le monde.

Les données de 2019 et 2024 montrent que six especes pathogénes sont
principalement impliquées dans les cas de déces liés a la résistance aux antibiotiques :
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii (2,3). Le
ceftobiprole est une céphalosporine a large spectre active sur les SARM (S. aureus
résistants a la méticilline) et, a un degré variable, sur I'ensemble des espéces

pathogénes susmentionnées, a I'exception de A. baumannii.

Dans ce contexte, nous avons cherché a étudier plus spécifiquement la sensibilité au
ceftobiprole des entérobactéries productrices de céphalosporinase, l'un des

mécanismes déterminant la résistance de ces bactéries a Gram négatif.
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I. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Résistance aux bétalactamines chez les entérobactéries

1.1 Genéralités

Les entérobactéries sont des bactéries a Gram négatif qui appartiennent a I'ordre des
Enterobacterales, lui-méme divisé en plusieurs familles (Figure 1). Les entérobactéries
freguemment rencontrées en clinigue humaine incluent les genres Escherichia,
Proteus, Salmonella, Yersinia, Serratia,

Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter,

Morganella et Providencia, entre autres.

Order: Enterobacterales

Family: Enterobacteriaceae (33 genera) Family: Budviciaceae Family: Erwiniaceae (8 genera) Family: Hafniaceae
Bios{raticola Mangrovibactter (3 genera) ehner (3 genera)
Buttiauxella Metakosakonia Budvicia Erwinia Edwardsiella
ngecea 2y tol?acter Leminorella Kalamiella Hafnia

g trobacre( Plurallbucre( . Pragia Mixta Obesumbacterium
Enterobacillus Pseudescherichia bahtoed

Enterobacter Pseudocitrobacter )

Escherichia Raoultella : lidseo aciel 3 s
Favionibacter Rosenbergiella Family: Morganellaceae Ta_rumel/a ) Family: Yersiniaceae
Gibbsiella Saccharobacter & geneta) iggeeiia (8genera)
Intestinirhabdus Salmonella Arsenophonus Chania

Izhakiella Scandinavium Cosenzaea T a Chimaeribacter
Klebsiella Shigella Moellerella Family: Pectobacteriaceae (5 genera) Ewingella
Kluyvera Shimwellia Morganella Brenneria Rahnella
Kosakonia Siccibacter Photorhabdus Dickeya Rouxiella
Leclercia Trabulsiella Proteus Lonsdalea Samsonia
Lelliottia Yokenella Providencia Pectobacterium Serratia
Limnobaculum Xenorhabdus Sodalis Yersinia

Figure 1 : Ordre des Enterobacterales selon la nouvelle nomenclature de 2016 (8)

Ces espeéces partagent plusieurs caractéristigues qui les rendent particulierement
problématiques : d’une part un réservoir naturel dans le tractus gastro-intestinal, et
d’autre part un génome diversifié et enrichi par des plasmides conjugatifs. Elles sont
ainsi frequemment impliquées dans les infections urinaires, intra-abdominales,
respiratoires, ou encore les bactériémies (9). Le traitement de ces infections peut étre
compliqué car les bactéries ont développé, au cours de I'évolution, de nombreux
mécanismes de résistance aux antibiotiques (Figure 2). Les bactéries a Gram négatif
possédent une membrane externe qui limite I'entrée des antibiotiques. Ces derniers
traversent principalement cette membrane par le biais de porines, dont I'expression
peut étre réduite, contribuant ainsi a la résistance a de nombreuses familles
d’antibiotiques, y compris les bétalactamines. Ces derniéres, si elles parviennent a
traverser la membrane externe, peuvent étre confrontées dans le périplasme a des

béta-lactamases, des enzymes capables d’hydrolyser le noyau 3-lactame et d’inactiver
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ces antibiotiques. Alternativement, I'affinité des bétalactamines pour leurs cibles, les
PLP (protéines liant la pénicilline), peut étre altérée par des mutations de ces
derniéres. Enfin, la bactérie peut exprimer des pompes d’efflux membranaires qui sont

capables d’évacuer I'antibiotique en dehors de la cellule.

B-Lactam resistance Polymyxin resistance

Lipopolysaccharide

B-Lagam modification
~—" |
+ @ Polymyxin
Cell envelope * +
° ot stress sensing +
Porn o5 Y B-Lgctamase system activation .
™ — —
“' Kinase +
\ | - ‘|
PBP3 mutation ~—
P
Regulator Q I eptA ’
Fluoroquinolone resistance /\(/W —'m J:

Changes in gyrA and parC
Aminoglycoside resistance
—_ Aminoglycoside

Aminoglycoside ‘li_) LN
modifying enzyme

Tigecycline/eravacycline

Drug efflux and resistance £
resistance

© Tetracyclines

@ Fluoroquinolones Ribosomal methylation ——: — mtma&ons
@ B-Lactam - P
Ribosome

Cytoplasmic membrane

Periplasmic space

Outer membrane

Figure 2 : Principaux mécanismes de résistance aux antibiotigues des bactéries a
Gram négatif (9)

Ces mécanismes et bien d’autres s’appliquent également a d’autres familles
d’antibiotiques (aminosides, fluoroquinolones, macrolides, etc.). lls peuvent étre
intrinseques a une espéce bactérienne donnée (résistance naturelle) ou acquis suite
a l'intégration de génes de résistance par transfert horizontal (Figure 3). Le transfert
horizontal de génes de résistance aux antibiotiques, en particulier par des plasmides,

est en grande partie responsable de I'émergence de bactéries multi-résistantes (10).
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Figure 3 : Principaux mécanismes de transfert horizontal de génes bactériens (10)

1.2 Classification des béta-lactamases

La production de béta-lactamase est le déterminant principal de la résistance aux
bétalactamines chez les bactéries a Gram négatif (11). Deux systemes de
classification de ces enzymes sont utilisés (Figure 4). La classification d’Ambler sépare
les enzymes selon leur séquence nucléo-peptidique et leur mécanisme hydrolytique :
les béta-lactamases des classes A, C et D ont un site actif sérine-dépendant (12). On
parle de céphalosporinases pour la classe C et d’oxacillinases pour la classe D. Les
enzymes de classe B ont un site actif dépendant d’ions métalliques divalents

(principalement Zn?*) : on parle alors de métallo-béta-lactamases.

Une seconde classification a été proposée en 1995 par Bush, Jacoby et Medeiros.
C’est une classification fonctionnelle qui regroupe les béta-lactamases selon leurs
substrats et leur sensibilité aux inhibiteurs (13). On y retrouve les céphalosporinases
dans le groupe 1 et les métalloenzymes dans le groupe 3. Le groupe 2 et ses

subdivisions rassemblent les enzymes des classes moléculaires A et D.
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p-Lactamases

Characteristic active I
site Serine Metallo (Zn?*)
Molecular | I |

Class A ’|C D B
Functional 2 1

group |

Major functional 2a 2 2be 2br 2c 2A 1 1e 2d 2de 2df 3a  3b

subgroups
Inhibitor
profile AV + + + + + + + + + + + - -
CA + + + - +/- +/- - - +/- +/- - - -
EDTA - - - - - - - - - = - + &
Representative PC1 TEM-1 CTX-M IRT CARB-1 KPC AmpC GC1 OXA-1 OXA-11 OXA-23 IMP.VIM CphA
enzymes or SHV-1 ESBLs SHV-10 SME CMY OXA-10 OXA-15 OXA-48 NDM

enzyme family (TEM,SHV)

Figure 4 : Classifications des béta-lactamases (14).

AV : avibactam ; CA : acide clavulanique

1.3 Résistances naturelles

Sept groupes ont été individualisés pour regrouper les principales especes
d’entérobactéries isolées en clinique humaine, selon leur phénotype naturel de
résistance aux bétalactamines (15). Dans le cadre de la lecture interprétative de
'antibiogramme, cette approche phénotypique présente a la fois un intérét
taxonomique et thérapeutique. La classification actuelle inclut les groupes suivants
(16) :

- Groupe O : il comprend les especes Proteus mirabilis et Salmonella spp.,

dépourvues de béta-lactamase naturelle.

- Groupe 1 : il est composé des especes Escherichia coli et Shigella spp.,
productrices d’'une céphalosporinase chromosomique de bas niveau et non inductible,

qui restent sensibles aux bétalactamines dont 'amoxicilline.

- Groupe 2 : il rassemble des especes productrices de pénicillinases

chromosomiques de bas niveau, non inductibles et sensibles aux inhibiteurs. On y
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retrouve Klebsiella oxytoca et Klebsiella pneumoniae, ainsi que Citrobacter koseri,
Citrobacter amalonaticus et Escherichia hermannii. Ces souches sont ainsi résistantes
a 'amoxicilline, a la ticarcilline et a la pipéracilline, mais sensibles aux associations

avec les inhibiteurs telle que I'amoxicilline/acide clavulanique.

- Groupe 3 : il est composé de nombreuses espéces ayant en commun la
production d’'une céphalosporinase chromosomique de bas niveau mais inductible.
Elles présentent une résistance a I'amoxicilline méme en association avec l'acide
clavulanique, ainsi qu’aux céphalosporines de premiere génération (C1G). Leur
comportement vis-a-vis des C2G et des céphamycines permet de les répartir en trois
sous-groupes (15) : (i) Hafnia alvei, Providencia stuartii et Providencia rettgeri sont
sensibles aux C2G (céfuroxime) et a la céfoxitine (céphamycine) ; (ii) Enterobacter
cloacae, Citrobacter freundii et Klebsiella aerogenes sont plus résistants a la céfoxitine
gu'au céfuroxime ; et (iii) Serratia marcescens et Morganella morganii sont plus

résistants au céfuroxime qu’a la céfoxitine.

- Groupe 4 : il individualise I'espece Yersinia enterocolitica, qui exprime de facon
concomitante une pénicillinase constitutive de classe A et une céphalosporinase

inductible de classe C.

- Groupe 5 : il comprend les especes Proteus vulgaris, Proteus hauseri et Proteus
penneri, productrices d’'une béta-lactamase inductible de classe A de type «
céfuroximase ». Celle-ci leur confére une résistance a I'amoxicilline, récupérée par les
inhibiteurs, ainsi qu’aux C1G et au céfuroxime, mais pas aux céphamycines (comme
la céfoxitine). L'espéce Serratia fonticola produit une béta-lactamase chromosomique
de classe A qui confére un phénotype naturel proche des trois especes citées ci-
dessus.

- Groupe 6 : il s’agit d’espéces principalement environnementales, telles que
celles du genre Kluyvera, qui sont productrices et réservoirs naturels de béta-
lactamases a spectre élargi (BLSE) chromosomiques (notamment de la famille des
CTX-M).
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1.4 Epidemiologie des Enterobacterales résistantes aux C3G

Les Enterobacterales sont au premier plan de la liste des bactéries résistantes
prioritaires de 'OMS mise a jour en 2024 (Tableau 1). Cette liste inclut, avec un niveau
de priorité critique, les espéces résistantes aux carbapénémes et aux céphalosporines

de troisieme génération (C3G) (17).

Les données de 'ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control)
montrent que ces phénotypes de résistance sont loin d’étre isolés, en particulier dans
les infections liées aux soins. Par exemple, la résistance aux C3G était retrouvée chez
22 % des souches de E. coli, 20 % des souches de Proteus spp. et 52,5 % des souches
de Klebsiella spp. (données 2022-2023). Chez les entérobactéries du groupe 3, ce

taux était compris entre 23 et 43 % selon les especes (18,19).

Tableau 1 : Liste des bactéries prioritaires selon 'OMS, 2024 (17)

Niveau de priorit¢ | Pathogenes

Critique Enterobacterales résistantes aux carbapénémes
Enterobacterales résistantes aux C3G

Acinetobacter baumannii résistant aux carbapénémes
Mycobacterium tuberculosis résistants a la rifampicine

Elevée Salmonella spp. résistants aux fluoroquinolones

Shigella spp. résistants aux fluoroquinolones

Enterococcus faecium résistants a la vancomycine
Pseudomonas aeruginosa résistants aux carbapénémes
Neisseria gonorrhoeae résistants aux C3G et/ou aux
fluoroquinolones

Staphylococcus aureus résistants a la méticilline

Moyenne Streptocoques du groupe A et Streptococcus pneumoniae
résistants aux macrolides

Streptocoques du groupe B résistants a la pénicilline
Haemophilus influenzae résistants a 'ampicilline

En pratique, ces phénotypes concernent majoritairement des souches qui ont acquis
des génes codant certaines béta-lactamases. En ce qui concerne la résistance aux
C3G, elle est principalement médiée par la production de deux types de béta-
lactamases chez les entérobactéries: les BLSE (majoritaires) et les

céphalosporinases (AmpC).

Ainsi, dans une étude portant sur 1 696 isolats de E. coli résistants aux C3G, provenant
d'Europe et d'’Amérique du Nord, prés de la moitié étaient producteurs de BLSE de
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type CTX-M-1 ou CTX-M-15 (20). La troisieme béta-lactamase la plus fréquente était
la céphalosporinase plasmidique CMY-2 (19 %).

Chez les entérobactéries du groupe 3, le réle des céphalosporinases dans la
résistance aux C3G est généralement plus important. Une étude menée entre 2020 et
2022 en Europe montrait que pres de 16 % des souches surexprimaient leur
céphalosporinase, tandis que 6 % produisaient une BLSE (21). En France, une étude
menée sur des souches d’Enterobacterales isolées lors d’infections urinaires montrait
que 46,6 % des isolats de E. cloacae étaient résistants aux C3G, mais que seuls 18,2
% des isolats de cette espéece produisaient une BLSE (22). Des résultats similaires ont
été obtenus pour C. freundii (35,2 % de souches C3G-R, 5,9 % de BLSE) et K.
aerogenes (27,5 % de souches C3G-R, 2,4 % de BLSE).

Le détail, espéce par espéce, des critéres utilisés par 'TOMS dans sa liste montre que
'émergence de la résistance aux C3G est plus préoccupante chez E. coli et K.
pneumoniae en termes de dynamique (Tableau 2). En revanche, toutes les espéces
présentent un taux de mortalit¢é non négligeable et sont concernées par une

insuffisance des outils de prévention disponibles.

Tableau 2 : Détails des criteres de 'OMS pour les différentes espéces
d’Enterobacterales résistantes aux C3G (17)

Critéres Escherichia Klebsiella  Proteus Morganella Citrobacter Serratia Enterobacter

coli pneumoniae spp. spp. spp. spp. spp.
" Moyenne- Basse-
Mortalité Moyenne ,y , Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne
élevée moyenne
. Moyenne- Basse- Basse- Basse-
Incidence O Moyenne
élevée moyenne moyenne moyenne

Tendance de

- * Niveau3  Niveau2 Niveau 2 Niveau 2  Niveau 2 Niveau 2
résistance

Basse- Basse-
moyenne moyenne

Transmissibilité Moyenne Moyenne Moyenne

Prévention
possible

* Niveau 2 : Stable ; Niveau 3 : En augmentation dans 1 région OMS ; Niveau 5 : en augmentation dans
= 3 régions OMS
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2. Céphalosporinases

2.1 Généralites

La découverte des céphalosporinases remonte a 1940, lorsque la premiere enzyme
bactérienne inactivant la pénicilline fut décrite, avant méme la commercialisation de
I'antibiotique. Il s’agit de la céphalosporinase naturelle de E. coli qui sera ensuite
nommeée AmpC (23,24). Ces enzymes précedent donc largement l'introduction des
antibiotiques et la pression de sélection qu’ils exercent ; on estime d’ailleurs qu’elles
existent depuis plus de 2 milliards d’années (14,25). Tout comme les autres béta-
lactamases, elles sont le reflet de I'évolution des mécanismes de résistance des
bactéries a des bétalactamines naturelles, produites par des microorganismes en

compétition dans un méme environnement.

Le terme AmpC (ou céphalosporinase) définit aujourd’hui une classe d’enzyme
appartenant a la classe C d’Ambler (12), par opposition aux BLSE, généralement de
classe A. Comme ces dernieres, les céphalosporinases sont caractérisées par un
résidu sérine au niveau de leur site actif. Elles ont cependant une structure, un
mécanisme d’action et un spectre d’inactivation bien distincts. Dans la classification
fonctionnelle, basée sur le spectre d’hydrolyse des béta-lactamases et le profil
d’inhibition des enzymes, les céphalosporinases sont assignées au groupe 1 (13,26).
Elles sont ainsi caractérisées par une hydrolyse préférentielle des céphalosporines par
rapport a la pénicilline G d’'une part, et une résistance a l'inhibition par les inhibiteurs

de béta-lactamase (IBL) classiques, tel que I'acide clavulanique, d’autre part.

Le gene qui encode les céphalosporinases, noté ampC, est le plus souvent situé sur
les chromosomes des bactéries productrices (27). Une caractéristique remarquable
de ces céphalosporinases est la variabilité d’expression du géne ampC par les
différentes espéces. Chez les Enterobacterales du groupe 3 ou chez Pseudomonas
aeruginosa, cette expression est inductible par des mécanismes complexes que nous
développerons plus tard. En revanche, chez E. coli ou Acinetobacter baumannii par
exemple, I'expression est constitutive, a plus ou moins haut niveau. Enfin, certaines
espéces naturellement non productrices de céphalosporinase peuvent acquérir des
génes ampC, par transfert horizontal de plasmides par exemple. C’est donc un
mécanisme de résistance susceptible d’affecter de trés nombreuses espéces
bactériennes et qu’il convient de savoir identifier pour anticiper des échecs

thérapeutiques.
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2.2 Caracteristiques moléculaires

Les différentes céphalosporinases se distinguent entre elles par une grande diversité
moléculaire, avec environ 20 % d’identité entre les séquences (28). L'identification des
céphalosporinases est basée sur trois motifs catalytiques clés et conservés : un motif
S84XXK (ou Ser64 correspond au résidu sérine du site actif), ainsi que les motifs
Y150XN et K315TG (ou Y et K représentent respectivement un résidu tyrosine et lysine)
(28,29). Au total, plus de 70 sites catalytiques conservés ont également éteé identifiés,

concentrés pour la plupart autour du site actif.

La structure tridimensionnelle des AmpC est bien conservée et comporte typiqguement
deux domaines mixtes a/f de part et d’autre du site actif, situé en position N-terminale
de I'hélice a centrale (Figure 5). Ce site actif peut lui-méme étre divisé en deux sites
R1 et R2, qui prennent en charge respectivement les chaines latérales R1 et R2 de
part et d’autre du noyau B-lactame d’un substrat donné. Le site R1 est délimité par la
boucle Q, tandis que le site R2 est entouré par la boucle R2. Ces deux composants
jouent un réle majeur dans linteraction avec les substrats. Des modifications
structurelles de ces domaines sont donc susceptibles d’altérer I'efficacité catalytique

des enzymes envers certains substrats.

Figure 5 : Structure tri-dimensionnelle de la céphalosporinase P99 (28).

Orange : hélices a ; violet : feuillets B ; vert : boucle Q ; bleu : boucle R2 ; cyan : résidus conservés
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La structure finale des céphalosporinases reste proche de celle des béta-lactamases
de classe A, a cela prés que le site de fixation au substrat est plus ouvert chez les
AmpC, traduisant leur capacité accrue a accueillir les chaines latérales plus

volumineuses des céphalosporines (23).

2.3 Spectre d’activité et inhibition

Les céphalosporinases ont un spectre d’activité large, caractérisé comme leur nom
'indique par une hydrolyse préférentielle des céphalosporines par rapport aux
pénicillines. En pratique cependant, les pénicillines sont également de bons substrats
pour les AmpC, qui hydrolysent aussi bien la pénicilline G que les aminopénicillines
(amoxicilline, ampicilline), carboxypénicillines (ticarcilline) et uréidopénicillines
(pipéracilline). La témocilline, connue pour sa stabilité aux béta-lactamases, semble
retenir une activité in vitro contre les BLSE et les AmpC chez les entérobactéries (25),
méme si en pratique des taux de résistances importants ont été relevés en France
(entre 12 et 38% selon les espéces) pour des isolats cliniques responsables

d’infections urinaires (22).

Les C1G et les céphamycines telle que la céfoxitine sont par définition d’excellents
substrats des AmpC. Selon le niveau d’activit¢ de I'enzyme, les C3G de type
oxyiminocéphalosporines (céfoxitine, ceftazidime ou ceftriaxone) et 'aztréonam sont
plus ou moins hydrolysées. Les C4G (céphalosporines de quatrieme génération), dont
le principal représentant utilisé en clinique humaine est le céfépime, présentent un taux
d’hydrolyse trés faible et une constante de Michaelis (Km) élevée, reflétant I'affinité
moindre de I'enzyme pour ces molécules, ce qui se traduit par une bonne stabilité de
ces dernieres. Il en va de méme pour les carbapénemes, généralement stables a

I'hydrolyse par les céphalosporinases (23,25,30).

Les AmpC sont généralement stables a I'action des inhibiteurs de béta-lactamase
classiques que sont l'acide clavulanique, le sulbactam et le tazobactam. Cette
résistance aux inhibiteurs est typique des AmpC et constitue d’ailleurs un critére
d’identification et de différenciation important par rapport aux BLSE (voir Méthodes de
détection). Elles sont néanmoins sensibles aux nouveaux inhibiteurs : ceux de la
famille des diazabicyclooctanes, comme I'avibactam, le relebactam ou le zidebactam,
et des boronates, comme le taniborbactam ou, dans une moindre mesure, le
vaborbactam (31,32).
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Ces traits généraux sont susceptibles de varier entre les différentes enzymes, aussi
bien en termes de spécificité de substrat que de profil d’inhibition. Par exemple, la
céphalosporinase naturelle de H. alvei n’hydrolyse pas les céphamycines (elle est
d’'ailleurs inhibée par la céfoxitine), tandis que le tazobactam inhibe Ila

céphalosporinase naturelle de M. morganii (25).

Les AmpC sont classiqguement situées dans l'espace périplasmique ou elles
interceptent et hydrolysent les béta-lactamines avant que ces dernieres n’interagissent
avec leur cible, les PLP. En plus de leur activité intrinséque, d’autres déterminants de
leur spectre de résistance incluent la quantité d’enzyme produite ou la vitesse d’arrivée
du substrat vers I'enzyme. Or, la concentration en substrat dans le périplasme est
fonction de la perméabilité membranaire des bactéries. Cette perméabilité
membranaire dépend d’une part de la présence de porines, qui sont utilisées par de
nombreuses béta-lactamines comme voie d’entrée, et d’autre part de systéemes d’efflux
qui éjectent ces derniéres de la cellule. Ainsi, la diminution du nombre de porines et/ou
'augmentation de I'expression des pompes d’efflux peut facilement exacerber
I'efficacité de I'enzyme. En pratique, la résistance aux carbapénémes des souches
cliniques productrices de céphalosporinase implique majoritairement ces associations
de mécanismes. Par exemple, le mécanisme le plus fréquent de résistance aux
carbapénémes chez Pseudomonas aeruginosa est une combinaison
d’hyperproduction de son AmpC naturelle, de la diminution de la production des
porines OprD, et de I'activation de systémes d’efflux, principalement MexAB-OprM.
Chez les entérobactéries, les données 2020 du centre national de référence (CNR) de
la résistance aux antibiotiques montrent qu’en France, la production de
céphalosporinase joue un réle important dans la résistance aux carbapénémes de

souches non-productrices de carbapénémase (Figure 6).

Les céphalosporines zwitterioniques comme le céfépime, qui possedent a la fois une
charge positive et une charge négative, ont I'avantage de pénétrer la membrane
externe plus rapidement que les molécules a charge nette positive (céfotaxime,
ceftriaxone, etc.). En plus de leur stabilité intrinseque aux AmpC, cette propriété

participe a l'activité préservée des C4G contre les céphalosporinases (23,25).
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I BLSE + AmpC + imperméabilité Autre

Figure 6 : Origine de la résistance aux carbapénemes de souches d’entérobactéries
examinées par le CNR de la résistance aux antibiotiques en France en 2020 (33)

2.4 Céphalosporinases chromosomiques
24.1 Caractére inductible

Comme nous lavons vu précédemment, I'expression d'un géne ampC
chromosomique peut se faire sur un mode constitutif ou inductible, en fonction des
especes. Quand I'expression est inductible, plusieurs béta-lactamines peuvent agir
comme inducteurs et rendre cliniqguement significatif le mécanisme de résistance. Il est
possible de distinguer plusieurs situations selon la propension des molécules a induire

'expression d’AmpC et leur stabilité a I'hnydrolyse par 'enzyme (25) :

. Inducteurs labiles : cette catégorie regroupe les aminopénicillines, les C1G et
les céphamycines comme la céfoxitine. Ces molécules induisent fortement
I'expression du géne ampC et sont inactivées par 'enzyme méme a I'état basal. Les
souches productrices de céphalosporinase, inductible ou constitutive, sont
intrinséquement résistantes a ces molécules. L’acide clavulanique induit également

fortement la production d AmpC et n’a aucune activité inhibitrice sur celle-ci.

. Inducteurs stables : on y retrouve les carbapénémes, puissants inducteurs de
I'expression d’ampC mais stables a I'hydrolyse. Les souches productrices restent donc
généralement sensibles a cette classe d’antibiotiques, sauf en cas d’accumulation de
mécanismes de résistance (par exemple un certain niveau d’imperméabilité) ou de
mutations au niveau du site actif (11).

33



. Faibles inducteurs labiles : cette catégorie concerne entre autres les
uréidopénicillines (pipéracilline), la plupart des C3G et l'aztréonam. Les souches
productrices d’AmpC inductibles apparaissent le plus souvent sensibles a ces
molécules alors que les souches exprimant leur céphalosporinase de facon
constitutive sont généralement résistantes (34). De plus, les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) de ces antibiotiques sont fortement augmentées en cas

d’hyperproduction de la céphalosporinase.

. Faibles inducteurs stables : Il s’agit des C4G comme le céfépime. lIs retiennent
une activité contre les producteurs d’AmpC, a I'exception de certains variants mutés

dont le spectre peut étre élargi méme a ces molécules.

2.4.2 Mécanisme d’induction

Le mécanisme d’induction des céphalosporinases chromosomiques est complexe et
implique trois protéines majeures qui participent aux voies de recyclage du
peptidoglycane (ou muréine), composant clé de la paroi bactérienne (35-37) :

- AmpR, un régulateur de transcription de type LysR qui, a I'état basal, réprime

I'expression du géne ampC
- AmpD, une amidase cytosolique
- AmpG, une perméase située au niveau de la membrane interne

Pour rappel, les béta-lactamines sont des antibiotiques bactéricides qui entrainent une
interruption de la synthése de la paroi bactérienne (38). Pour ce faire, elles se lient de
facon covalente a des protéines essentielles, les PLP, impliquées dans les étapes
terminales de réticulation du peptidoglycane.

Selon le modéle qui fait actuellement consensus chez les entérobactéries (Figure 7),
la dégradation du peptidoglycane entraine un relargage d’oligopeptides d’acide N-
acétylglucosamine-1,6-N-acétylmuréine (NAG-1,6-NAM) dans 'espace
périplasmique. Ces oligopeptides rejoignent le cytoplasme via le transporteur AmpG,
ou la partie NAG sera rapidement clivée (39). Les muropeptides de 1,6-NAM restants
sont ensuite clivés par AmpD dans le but d’étre recyclés, afin de servir de nouveau a
la synthése du peptidoglycane. Au cours de ce processus, les muropeptides sont

convertis en UDP-pentapeptides (uridine-diphosphate-NAM). Ceux-ci sont capables
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d’interagir avec AmpR, qui adopte alors une conformation dans laquelle il réprime la
transcription d’ampC.

bétalactamine | >
inductrice J— N /

0

Porine | ] | | | i | Membrane

T ST

Periplasme

" ﬁ:::ammmm TR
SR ddecdaidiididine MMMWWWWMM

NAG-anhydro-NAM

! UDP-NAG

| AmpR derepre)

UDP-NAM-5P I'GPNESSIOn (|nduct|on Muropeptides

ampR ampC
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‘Q
e
Voies de recyclage

du peptidoglycane

Figure 7 : Représentation du mécanisme d’induction des AmpC chromosomiques
des entérobactéries du groupe 3. Adapté de (35-37)
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Le phénomeéne d’induction apparait lorsqu’en présence de bétalactamines inductrices,
la disruption du peptidoglycane entraine un relargage massif de muropeptides dans le
cytoplasme. AmpD sera alors rapidement dépassée et incapable de recycler
'ensemble de ces peptides, qui entreront en compétition avec les UDP-NAM pour la
fixation a AmpR. Le déplacement des UDP-NAM face a l'accumulation de
muropeptides entraine un changement de conformation d’AmpR, qui va alors activer

la transcription du géne ampC.

2.4.3 Meécanismes de surexpression

Les causes les plus fréquentes de surexpression d’AmpC dans les isolats cliniques
sont des mutations du gene ampD ; des mutations ponctuelles, des troncations et des
insertions qui peuvent entrainer une diminution de son expression ou une inactivation
de la protéine AmpD, en modifiant le plus souvent I'extrémité C-terminale de cette
derniere (35,40-42). Il en résulte une surexpression constitutive d’ampC par un
phénomeéne de dérépression, responsable par exemple d’une résistance a haut niveau
aux C3G, méme en l'absence d’exposition préalable aux bétalactamines. Les
mutations du gene ampR sont plus rares mais peuvent également donner des
phénotypes d’hyperinductibilité ou d’hyperproduction constitutive (43). Enfin, les
mutations du gene ampG sont encore moins décrites, et entrainent une expression
constitutive a faible niveau du géne ampC (23). En 'absence de mutation, le niveau
d’expression d’'ampC revient progressivement a I'état basal a I'arrét de I'exposition aux

bétalactamines.

Ce mécanisme de régulation s’applique particulierement aux entérobactéries du
groupe 3, producteurs d’'une céphalosporinase chromosomique inductible. Il explique
le phénotype classique de ces espéces qui apparaissent sensibles aux C3G a I'état
basal, mais ou une résistance peut se développer a la suite d’'une exposition aux
bétalactamines, et ce dés les 24 heures suivant l'initiation de I'antibiothérapie (25).
L’émergence de résistance aux C3G sous traitement de souches d’Enterobacter spp.
a été rapportée dans plusieurs études avec une fréquence de 8 a 19 % (30). Toutes
les entérobactéries du groupe 3 ne sont pas équivalentes en termes de niveau
d’expression basal d’ampC ou de susceptibilité a produire des mutants déréprimés
(Figure 8). Le taux de mutation est particulierement élevé chez les especes des
complexes E. cloacae et C. freundii, ainsi que chez K. aerogenes et H. alvei, avec un
taux de mutation moyen de 3x108 (43). Ces taux sont sensiblement plus faibles pour

les autres entérobactéries du groupe 3 : 6.10° pour Providencia spp., 2.10° pour S.
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marcescens et 5.10'! pour M. morganii. Méme déréprimées, les souches de S.
marcescens, M. morganii ou P. stuartii expriment leur céphalosporinase a des taux
restant environ dix fois inférieurs a ceux que I'on peut retrouver pour les souches de

E. cloacae ou C. freundii (30).
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Fiqure 8 : Taux de mutations entrainant une dérépression d’ampC de différentes
especes d’entérobactéries du groupe 3 (43)

D’autres espéces bactériennes se distinguent par un mécanisme de régulation de
I'expression d’ampC différent ou comportant certaines subtilités. Nous évoquions plus
haut le cas de certaines espéces dont la céphalosporinase chromosomique est
exprimée de fagon non inductible, comme chez E. coli ou A. baumannii. Ces especes
sont en effet dépourvues de géne ampR. Leur production dAmpC est néanmoins
régulée par des systémes de promoteurs/atténuateurs. C’est pourquoi une souche
sauvage de E. coli produit une AmpC a un niveau stable mais négligeable, qui ne pose
pas de risque de résistance significative sur le plan clinique. Cependant, certaines
souches peuvent la aussi, via des mécanismes de duplication de géne, de mutations
de promoteurs ou d’atténuateurs, présenter un niveau de production augmenté de

facon constitutive (23).

Le mécanisme de régulation dAmpC varie également chez d’autres espéces
productrices qui ne font pas partie des Enterobacterales, notamment chez P.
aeruginosa ou le mécanisme a été particulierement étudié. Ainsi, les souches de cette

espece possedent naturellement 3 genes ampD, ce qui explique une hyperproduction
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d’AmpC en marche d’escalier, correspondant a l'inactivation successive de chaque
gene (23,28).

2.5 Céphalosporinases plasmidiques (pAmpC)

La premiéere description d’'un géne ampC transmis par des plasmides remonte a 1989
(44). lls ont depuis été retrouvés dans des isolats aussi bien communautaires que
nosocomiaux. Des différences mineures dans les séquences d’acides aminés de ces
céphalosporinases ont donné naissance a différents clusters selon 'espéce d’origine
(45) :

- Le groupe C. freundii inclut les pAmpC de type LAT et certaines CMY dont
CMY-2

- Le groupe Enterobacter spp. avec MIR-1 et ACT-1
- Le groupe M. morganii comprend DHA-1 et DHA-2

- Le groupe H. alvei représenté par ACC-1

Le groupe Aeromonas inclut les enzymes de type MOX, FOX et les autres CMY

Le Tableau 3 rassemble les principales pAmpC et 'année de leur découverte, ainsi
que le pourcentage d’homologie des séquences d’acides aminés avec le géne
chromosomique dont elles sont issues. Les enzymes des groupes DHA et ACC
présentent une séquence quasiment identique a leur équivalent chromosomique chez
M. morganii et H. alvei respectivement. Elles présentent de ce fait les mémes
caracteristiques en termes de spectre d’hydrolyse, ce qui explique par exemple que

ACC-1 n’hydrolyse pas la céfoxitine (46).
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Tableau 3 :

Principales AmpC plasmidigues et année de leur découverte (44)

First Species in

% Similarity

P‘;ﬁPC-BL (E)oluntry of Year of Isolation Which It (():hlr(?mgson}al (with Respect to the

yme 1scovery Was Isolated Tigin species Chromosomal Gene)
CMY-1 South Korea 1989 K. pneumoniae A. hydrophila 82
CMY-2 Greece 1996 K. pneumoniae C. freundii 96
MIR-1 USA 1990 K. pneumoniae E. cloacae 99
MOX-1 Japan 1993 K. pneumoniae A. hydrophila 80
LAT-1 Greece 1993 K. pneumoniae C. freundii 95
FOX-1 Argentina 1994 K. pneumoniae A. cavige 99
DHA-1 Saudi Arabia 1997 S. enteriditis M. morganii 99
ACT-1 USA 1997 K. pneumoniae E. asburiae 98
ACC-1 Germany 1999 K. pneumoniae H. alvei 99
CFE-1 Japan 2004 E. coli C. freundii 9

L’expression des AmpC plasmidiques est généralement constitutive, ce qui confére un
phénotype de résistance similaire aux espéces du groupe 3 surexprimant leur AmpC
chromosomique, avec une résistance aux C3G et a I'aztréonam le plus souvent, et une
sensibilité conservée au céfépime et aux carbapénemes (45). Certains génes ampC
plasmidiques sont en revanche associés a un gene ampR, comme c’est le cas pour
les enzymes de type DHA, ACT-1 et CYM-13, qui sont donc exprimées de facon
inductible (44,47).

L’enzyme CMY-2 est la plus frequemment isolée en pathologie humaine, suivie par
DHA-1 (44). L’hospitalisation prolongée — notamment en réanimation — et I'exposition
aux céphalosporines ont été identifiees comme étant des facteurs de risque d’infection
par des bactéries productrices de pAmpC. Leur fréquence d’isolement reste limitée en
Europe méme si une grande variation existe dans les chiffres rapportés selon les
différents pays, avec une prévalence allant de 0,06 % a 19 % pour E. coli et entre 0,5
et 1,04 % pour K. pneumoniae. Cette variation peut s’expliquer par les différentes
méthodes de détection utilisées. Il est par exemple impossible de différencier une
AmpC plasmidique d’'une hyperproduction dAmpC chromosomique chez E. coli ou
chez les entérobactéries du groupe 3, en I'absence d’outils de biologie moléculaire.
Les taux de prévalence les plus élevés ont été retrouvés en Asie, mais les études sur
les AmpC plasmidiques restent tres limitées en comparaison des études sur les BLSE,
bien plus fréquentes, ou sur les carbapénémases, plus problématiques d’'un point de
vue thérapeutigue. Néanmoins, plusieurs isolats nosocomiaux producteurs de pAmpC
ont été décrits comme responsables d’épidémies, comme MIR-1, CMY-2, ACT-1 ou

encore ACC-1 (27,45).
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Les plasmides qui portent des pAmpC sont de tailles variables, entre 7 et 180 kb (45).
La plupart de ces plasmides sont conjugatifs et peuvent se transférer de maniére
autonome a une autre cellule par conjugaison. D’autres ne sont pas auto-
transmissibles, mais peuvent se propager par mobilisation, transduction ou
transformation (48). Ces plasmides sont souvent également porteurs d’autres génes
de résistance, notamment aux aminosides, aux sulfonamides ou aux fluoroquinolones.
La co-production plasmidique de BLSE et dAmpC est également décrite (49), avec
une prévalence comprise entre 0,7 et 2 % sur deux études portant sur des souches de
E. coli résistantes aux C3G (20,50) et jusqu’a 4 % dans une étude portant sur des

souches de E. coli résistantes a la céfoxitine (51).

2.6 Céphalosporinases a spectre élargi

Tout comme pour les béta-lactamases de classe A, des insertions, délétions ou
substitutions d’acides aminés élargissant le spectre d’activité des céphalosporinases
ont été décrites (28). Les souches productrices de ces céphalosporinases mutées
peuvent ainsi voir leur efficacité catalytique augmentée envers certains substrats, dont
les C3G. De telles mutations ont été décrites des les années 1990, aussi bien sur des
AmpC chromosomiques que plasmidiques (52). Elles surviennent le plus souvent au
niveau de la boucle Q, rendant 'enzyme plus accessible pour des substrats avec une
chaine R1 plus encombrante, ou de la boucle R2, en particulier au niveau des hélices
a H-10 et H-2, élargissant la aussi le site de fixation.

Ces variants ont été regroupés sous le terme d’ESAC (Extended Spectrum AmpC beta
lactamases). Dans la classification fonctionnelle des béta-lactamases, le sous-groupe
1e a été ajouté pour inclure ce type de céphalosporinases a spectre étendu. Il s’agit
de variants du groupe 1 qui ont donc acquis une activitté augmentée envers la
ceftazidime ou d’autres oxyiminocéphalosporines, voire envers les C4G. On y retrouve
entre autres la céphalosporinase GC1 de E. cloacae ou les AmpC plasmidiques CMY -
10 et CMY-19 (26). Cette capacité accrue d’hydrolyse peut méme s’étendre aux
carbapénémes (comme I'imipenéme), comme cela a été rapporté pour 'enzyme CMY -
10 (11), dont la délétion de 3 acides aminés au niveau de la boucle R2 contribue a un
site actif élargi, atténuant I'encombrement stérique habituellement associé aux
chaines latérales volumineuses des carbapénémes (52). D’autres phénotypes d’'ESAC
ont cette fois été attribués a des insertions d’acides aminés, au niveau de résidus clés
de la boucle R2, comme chez des souches de E. coli qui étaient catégorisées

résistantes au céfépime (53,54).
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La plupart de ces variants d’enzymes sont rapportés dans la littérature comme des
isolements sporadiques, et le céfépime maintient une excellente activité sur les AmpC.
L’isolement de variants issus de la céphalosporinase plasmidique CMY-2, la plus
freguemment retrouvée dans les isolats cliniques, montre néanmoins le potentiel non
négligeable de développement d’ESAC avec une sensibilité diminuée au céfépime,
notamment au décours d'un traitement par cet antibiotique (55). C'est donc un
mécanisme émergent important qu’il convient de prendre en compte et de surveiller,
au vu des limitations de I'arsenal thérapeutique actuel efficace contre certains de ces

variants (56).

2.7 Methodes de détection

A T'heure actuelle, il n'y a pas de critéres approuvés par le CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) pour la détection d’AmpC sur des isolats cliniques.
L’approche phénotypique est un moyen simple de dépister les souches productrices
d’'une céphalosporinase, a condition que son expression soit suffisante pour étre

repérée in vitro.

En pratique, pour des raisons de surveillance épidémiologique des bactéries multi-
résistantes (BMR), toute souche d’entérobactérie présentant une résistance a une ou
plusieurs C3G doit faire I'objet d’'une attention particuliere. Selon les recommandations
nationales de la Société frangaise d’hygiene hospitaliere (SF2H), le dépistage des
agents infectieux « a haut potentiel de transmission croisée » comme les BLSE doit
étre privilégié. Ce n’est pas le cas des BMR sous la « dépendance principale de la
pression de sélection », dont les premiers représentants sont les entérobactéries
hyperproductrices de céphalosporinase (57). Néanmoins plusieurs approches

permettent de détecter simultanément ces deux mécanismes.

Une premiere approche phénotypique a partir de la lecture interprétative de
'antibiogramme peut permettre de distinguer la production d’'une BLSE d’une

hyperproduction de céphalosporinase :

- La cefoxitine est trées largement hydrolysée par la majorité des
céphalosporinases et donc rendue inefficace, tandis que les especes productrices de
BLSE restent souvent sensibles. Les recommandations actuelles de 'EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) proposent ainsi d’utiliser
la céfoxitine pour la détection des entérobactéries hyperproductrices de
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céphalosporinase, tout en précisant que si ce test est sensible, il reste peu spécifique,
I'activité de la céfoxitine étant également affectée par d’autres mécanismes potentiels
(dont des altérations de permeéabilité) (58). Un algorithme de détection d’AmpC
proposé par 'TEUCAST pour les entérobactéries des groupes 0, 1 et 2 est disponible

en Figure 9.

- Le céfépime conserve son activité sur la plupart des AmpC, alors qu’il est
facilement hydrolysé par une majorité des BLSE. Ce test a également ses limites
puisque certaines souches productrices de BLSE peuvent apparaitre sensibles in vitro

au céfépime (34).

L’interprétation basée sur l'activité des autres béta-lactamines est moins fiable.

Cefotaxime R or ceftazidime R AND cefoxitin R’
in E. coli, K. pneumoniae,
P. mirabilis, Salmonella spp,

Shigella spp
Cloxacillin synergy Cloxacillin synergy
detected not detected
| | |

. coli and Shigella spp: PCR K.pneumoniae, P. mirabilis, ,
is required to discriminate Salmonella (lack chromo- Other mechanisms
between plasmid-acquired somal AmpC) plasmid- (e.g. porin loss)
and chromosomal AmpC mediated AmpC detected

Figure 9 : Algorithme de détection d’AmpC proposé par 'TEUCAST (58)

Une limite évidente a cette premiére identification d’AmpC, qui reste avant tout
présomptive, est la possibilité de la coexistence de multiples mécanismes de
résistance. De plus, la sensibilité a la céfoxitine a un intérét limité pour les
entérobactéries de groupe 3 qui sont, a quelques exceptions pres, naturellement
résistantes a cette molécule. Elle ne permet pas non plus de dépister des souches
productrices d’ACC-1, qui n’hydrolyse pas la céfoxitine. Dans ces situations, la
réalisation de tests complémentaires est nécessaire pour aller plus loin et mettre en

évidence les différents mécanismes mis en jeu.
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Pour la recherche des BLSE, de nombreux tests sont basés sur I'observation d’'une
synergie entre des antibiotiques de type C3G, céfépime et/ou aztréonam, et un
inhibiteur de béta-lactamase comme l'acide clavulanique. Ces tests peuvent étre
réalisés sur des milieux contenant de la cloxacilline afin d’'inhiber une éventuelle AmpC
associée et de « démasquer » la BLSE, le cas échéant (59). Une autre méthode
utilisée est le test MAST (44), qui permet de distinguer la production de BLSE, d’AmpC
ainsi que la co-production des deux mécanismes. Il repose sur l'utilisation de disques
de cefpodoxime, seul (disque A) ou combiné a un inhibiteur de BLSE (disque B),
d’AmpC (disque C) ou aux deux (disque D), pour détecter ces enzymes. Si la
différence de diamétre d'inhibition entre les disques avec et sans inhibiteur est

supérieure & 5 mm, le résultat est positif (Figure 10).

Figure 10 : Principe du test MAST

A : Co-production d’AmpC et de BLSE ; B : production d’AmpC
C : production de BLSE ; D : Absence d’AmpC et de BLSE
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D’autres techniques utilisent le principe d’inhibition par la cloxacilline ou I'acide
boronique (bien que ce dernier inhibe également des béta-lactamases de classe A)
pour identifier spécifiguement les AmpC (30,58,60) :

- Le test des disques combinés (ou DPT pour Disc Potentation Test), basé sur la
comparaison du diamétre d’inhibition autour d'un disque imprégné d'une
bétalactamine labile d’une part, et autour d’un disque contenant le méme antibiotique

associé a une certaine concentration de cloxacilline d’autre part.

- Le test de synergie avec doubles disques (ou DDST pour Double Disc Synergy
Test), a 'image de ceux utilisés pour les BLSE, permettant d’objectiver une synergie
en cas de production d’AmpC entre un disque imprégné d’'une C3G par exemple, et

un disque contenant de I'acide boronique placé a une distance bien déterminée.

- Le test en gradient de concentration, représenté par les bandelettes E-Test
(BioMérieux, Marcy I'Etoile, France) qui consiste a déposer une bandelette contenant
deux gradients de concentration d’'un substrat de céphalosporinase (comme la
céfoxitine ou le céfotétan) sur chague moiti€, associé a une concentration constante
en cloxacilline sur un des c6té. La positivité du test repose sur une diminution de la
CMI de la bétalactamine de trois dilutions en présence d’inhibiteur, ou sur une

déformation de I'ellipse d’inhibition.

Quels que soient les tests phénotypiques mis en ceuvre, ceux-ci ne permettent pas de
distinguer une hyperproduction de céphalosporinase chromosomique d’une
céphalosporinase plasmidique. L'approche par biologie moléculaire est possible pour
identifier les AmpC plasmidiques les plus courantes, mais son utilisation en pratique
reste limitée a certains centres spécialisés ou a des activités de recherche (30).
Plusieurs méthodes basées sur la PCR multiplex en temps réel ont été développées
depuis 2002 (61) et permettent aujourd’hui de détecter et de différencier les différentes
familles dAmpC ainsi que leur origine (plasmidique ou chromosomique). Certaines
PCR permettent aussi la détection simultanée de plusieurs types de béta-lactamases
(BLSE, pAmpC, carbapénémases)(44).

2.8 Impact clinique

Dans sa version en vigueur en 2024, le CASFM (Comité de l'antibiogramme de la

Société francaise de microbiologie) précise que pour les entérobactéries du groupe 3,

I'utilisation des C3G expose au risque de sélection de mutants résistants. Ainsi, si une
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de ces espéces est sensible in vitro a une C3G, il est recommandé de joindre au
résultat de [lantibiogramme un commentaire expliquant que [lutilisation en
monothérapie des C3G est déconseillée et qu’il faut privilégier I'utilisation du céfépime.
De plus, en cas de souche hyperproductrice de céphalosporinase chromosomique ou
plasmidique, il est désormais recommandé d’interpréter « résistant » tout résultat

« sensible » ou « sensible a forte posologie » aux C3G ou a I'aztréonam (62).

Dans ses recommandations de 2022, I'IDSA (Infectious Diseases Society of America)
sépare les entérobactéries du groupe 3 en deux sous-groupes. Les especes des
complexes E. cloacae et C. freundii ainsi que K. aerogenes sont individualisées du fait
du risque élevé de surexpression de leur AmpC naturelle en cas d’exposition a une
bétalactamine inductrice. Il est donc suggéré d’éviter l'utilisation de C3G, méme en
cas de rendu « sensible » sur 'antibiogramme, pour traiter des infections causées par
ces especes, en dehors de cystites simples. Il en est de méme pour ce qui concerne
I'association pipéracilline/tazobactam. Il est recommandé d’opter pour le céfépime ou
un antibiotique d’'une autre famille (fluoroquinolones, aminosides, etc.). Les nouvelles
bétalactamines (céfidérocol) ou nouvelles associations avec IBL
(ceftazidime/avibactam, ceftolozane/tazobactam) sont actives in vitro sur les AmpC
mais a réserver au traitement des infections par entérobactéries productrices de
carbapénémase (EPC)(63).

Pour les autres espéces (S. marcescens, M. morganii, Providencia spp.), moins
susceptibles de surexprimer leur AmpC, il est suggéré de choisir I'antibiothérapie en
se basant sur la sensibilité rendue sur I'antibiogramme. Il est néanmoins recommandé
de considérer plutbt le céfépime, quelle que soit la susceptibilité in vitro des C3G, pour

le traitement d’endocardites (63).

Les recommandations européennes de 'lESCMID (European Society of Microbiology
and Infectious Diseases) de 2022 préconisent l'utilisation des carbapénémes pour
traiter les infections sévéres a entérobactéries résistantes aux C3G, et des
associations pipéracilline/tazobactam ou amoxicilline/acide clavulanique en cas
d’infections non graves. Ces recommandations tiennent compte de la part majoritaire
de producteurs de BLSE parmi les souches d’entérobactéries C3G-R, et il est précisé

que le céfépime présente une bonne activité en cas de production d’AmpC (64).

Les recommandations de la SPILF (Société de pathologie infectieuse de langue

francaise) d’octobre 2023, qui s’appuient sur les référentiels précédents, confirment
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que le céfépime peut étre utilisé dans le cadre d’'une désescalade aprés usage d’un
carbapénéme pour traiter les souches résistantes aux C3G par hyperproduction de
céphalosporinase, sans BLSE associée (65).

3. Ceftobiprole
3.1 Historique

L’émergence épidémique a I'hépital de souches de S. aureus résistantes a la
méticilline (SARM) dans les années 1990 en a fait des cibles principales de l'industrie
pharmaceutique. C’est dans ce contexte que sont sortis les premiers articles décrivant
une nouvelle bétalactamine ayant une CMI inférieure a 4 pg/ml pour de telles souches
(38). Le ceftobiprole, d’'abord nommé Ro 63-9141 (66) ou BAL-9141 (67), est une
céphalosporine a large spectre de cinquieme génération, qui dispose notamment
d’'une affinité élevée pour la PLP2a, PLP modifiée impliquée dans la résistance aux
bétalactamines des SARM. Il a d’abord été approuvé et commercialisé dans plusieurs
pays d’Europe dés 2014 sous le nom commercial de MABELIO™ ou ZEVTERA™. ||
est alors indiqué dans le traitement des pneumonies communautaires et des
pneumonies nosocomiales, a I'exception des pneumonies acquises sous ventilation
meécanique (PAVM) (68). En avril 2024, il est ensuite autorisé par la FDA (Food and
Drug Administration) aux Etats-Unis pour le traitement des bactériémies documentées
a S. aureus chez 'adulte, pour le traitement des infections aigués de la peau et autres
tissus mous chez l'adulte, ainsi que pour les pneumonies communautaires chez
I'adulte et I'enfant (69).

En pratique courante, le ceftobiprole a également été utilisé en dehors des indications
de son AMM, ou avant l'obtention de celle-ci aux Etats-Unis, dans des cas de
bactériémies, d’infections de la peau et autres tissus mous, d’endocardites, et
d’infections ostéoarticulaires, avec des résultats satisfaisants (70-72). En France, le
ceftobiprole est notamment utilisé dans certains centres dans le cadre du protocole
mecOS-2 (73). Ce protocole concerne la gestion des infections postopératoires chez
les patients opérés avec du matériel implanté (comme des protheses articulaires) qui
sont alors mis sous traitement probabiliste par ceftobiprole. Les prélevements per-
opératoires sous soumis a la détection de résistance a la méticilline par biologie
moléculaire. En cas de test négatif, le ceftobiprole est alors rapidement remplacé par
I'association céfépime + clindamycine, en attendant les résultats des cultures. Si le

test est positif, le traitement est remplacé par I'association céfépime + daptomycine.
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L’objectif de ce protocole est de réduire la consommation des antibiotiques a
couverture anti-Gram positif totale pour des questions de codt, de pression écologique

(daptomycine) et de toxicité (vancomycine).

3.2 Propriétés pharmacocinétiques

Le ceftobiprole est une céphalosporine parentérale qui fait partie du groupe des
pyrrolidinone-3-ylidenemethyl céphémes (66). Il est commercialisé sous forme d’'une
prodrogue hydrosoluble, le ceftobiprole médocaril (Figure 11), qui une fois absorbée
est rapidement clivée par des estérases plasmatiques de type A pour libérer le principe
actif. Sa cinétique aprés infusion est linéaire et, a I'état d’équilibre, son volume de
distribution est proche du volume du compartiment extracellulaire chez I'adulte (18 a
20 L) (74). Sa fixation aux protéines plasmatiques est relativement faible, autour de 16
%. Le ceftobiprole n’est ni inducteur, ni inhibiteur des cytochromes P450, et n’est
€galement ni substrat, ni inhibiteur de la glycoprotéine P (75). Il est excrété
majoritairement par voie rénale sous forme inchangée, avec une demi-vie d’élimination

d’environ trois heures.
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Figure 11 : Structures du ceftobiprole (A) et de sa prodroque, le ceftobiprole-

médocaril (B)

Comme toutes les bétalactamines, le ceftobiprole exerce une activité bactéricide

temps-dépendante, et son efficacité clinique est corrélée au pourcentage de temps
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passé a une concentration supérieure a la CMI des germes ciblés (74). Il est
usuellement administré a une posologie de 500 mg en infusion lente (2 heures) toutes
les 8 heures, avec une adaptation recommandée a la fonction rénale (par réduction de
la dose a 250 mg ou par espacement des infusions a toutes les 12 heures) en cas de
débit de filtration glomérulaire (DFG) inférieur a 30 mil/min. Ces schémas
d’administration ont montré une probabilité d’atteinte de la cible satisfaisante dans les
simulations de Monte Carlo pour une action bactéricide dans des infections par des

bactéries a Gram négatif et Gram positif sensibles (74,76).

3.3 Pharmacodynamie et spectre antibiotique

Comme les autres bétalactamines, le ceftobiprole agit en se fixant de maniere
covalente aux PLP, qui sont impliquées dans I'étape terminale de la formation du
peptidoglycane des bactéries (38). A l'instar des autres molécules antibactériennes, le
spectre antibiotique du ceftobiprole est déterminé d’'une part par son affinité pour les
difféerentes PLP, et d’autre part par sa stabilité aux différentes classes de béta-

lactamases.

L’'une des principales caractéristique du ceftobiprole est son affinité pour les PLP des
principales bactéries a Gram positif impliquées en pathologie humaine, y compris
celles qui sont habituellement de sensibilité diminuée aux bétalactamines. Ainsi son
activité anti-staphylococcique s’é¢tend méme aux SARM et autres staphylocoques
résistants a la méticilline grace a sa capacité a inhiber la PLP2a de ces isolats,

déterminant majeur de la résistance a la méticilline, en plus des PLP sauvages (77).

Le ceftobiprole posséde également une excellente activité sur Streptococcus
pneumoniae, ayant une affinité importante pour les PLP essentielles que sont les
PLPla, PLP2x et PLP1b chez cette espéce. Cette activité est conservée chez des
souches présentant des modifications des PLP résistantes a la pénicilline, voire a la
ceftriaxone (77,78), bien que des augmentations de la CMI soient décrites avec

'augmentation du nombre de modifications des PLP.

Le ceftobiprole se montre également actif in vitro sur les autres streptocoques
(streptocoques a-hémolytiques et B-hémolytiques) ainsi que sur Enterococcus
faecalis, une propriété qui lindividualise au sein des céphalosporines, avec une
activité comparable a celle de I'ampicilline. Néanmoins, tout comme cette derniére, le

ceftobiprole ne présente pas d’affinité pour la PLP5 de E. faecium (66).
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Ainsi, pour les bactéries a Gram positif, dont le principal mécanisme de résistance aux
bétalactamines repose sur la modification de leurs cibles, le ceftobiprole se distingue
par son excellente affinité, y compris envers les PLP modifiées. Cette caractéristique
confére au ceftobiprole une efficacité remarquable contre les principales espéces
impliquées en pathologie humaine, y compris les souches résistantes a la méticilline.
Notamment, plus de 99 % des isolats de SARM testés dans diverses études se sont
révélés sensibles au ceftobiprole, avec une CMI90 moyenne de 2 mg/L (79-84),

correspondant au seuil critique établi par 'TEUCAST pour cette espéce.

Une autre particularité du ceftobiprole réside dans I'extension de son spectre d’activité
a de nombreuses bactéries a Gram négatif. Il possede notamment une bonne affinité
pour les PLP essentielles des Enterobacterales (PLPla et PLP1b, PLP2 et PLP3) et

posséde une activité comparable aux C3G sur les souches sauvages (66,77,85).

Le ceftobiprole présente une activité comparable a celle du céfépime contre P.
aeruginosa, avec une bonne efficacité sur les souches sensibles a la ceftazidime, mais
diminuée en cas de résistance a cette derniere (66). Par ailleurs, le ceftobiprole est

également actif sur H. influenzae, M. catarrhalis, N. gonorrhoeae et N. meningitidis.

Le principal facteur déterminant de I'activité du ceftobiprole contre les bactéries a
Gram négatif est sa résistance a I'hydrolyse par différentes classes de béta-
lactamases. Le ceftobiprole est stable vis-a-vis de certaines béta-lactamases de
classe A, telles que TEM-1 ou SHV-1 (86). En revanche, il est hydrolysé par les BLSE
de cette classe, notamment par les souches épidémigues CTX-M-15 ou en cas de
surexpression de la pénicillinase K1 de K. oxytoca (phénotype hyperOXY). La
céfuroximase de P. vulgaris et celles des autres entérobactéries du groupe 5
hydrolysent également le ceftobiprole (66). Il est aussi sensible aux béta-lactamases

de classe B (métallo-béta-lactamases) et de classe D (oxacillinases) (86).

En ce qui concerne les céphalosporinases, le ceftobiprole montre une stabilité a
I'hydrolyse comparable a celle du céfépime envers les AmpC chromosomiques des
entérobactéries de groupe 3 et de P. aeruginosa (86). Une étude a montré une
diminution de l'activité du ceftobiprole en cas de dérépression de la céphalosporinase
des entérobactéries du groupe 3 (87). Cette diminution était plus marquée que pour le
céfépime en termes de CMI50 et CMI90 obtenues pour les différentes souches, méme
si lactivité du ceftobiprole restait néanmoins supérieure a celle des autres
céphalosporines. A linstar du céfépime, il a été montré qu’en plus de sa relative
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stabilité aux AmpC, le ceftobiprole a un faible pouvoir d’induction sur les
céphalosporinases chromosomiques (87), ainsi qu'une structure zwitterionique (88)
qui lui confére également une bonne capacité a pénétrer dans le périplasme de ses

cibles pour y exercer son activité bactéricide (86).

Une étude menée sur des souches de P. aeruginosa a révélé que le ceftobiprole
maintenait une meilleure activité que le céfépime et la ceftazidime contre des mutants
surexprimant leur AmpC chromosomique (89). De plus, cette méme étude a montré
que, contrairement aux deux autres céphalosporines, les souches exposées au
ceftobiprole ne réagissaient pas en surexprimant leur céphalosporinase, mais en
augmentant la transcription de 'opéron mexXY, entrainant ainsi la surexpression de
ce systéme d’efflux actif. Cela renforce, au moins chez cette espéce, la notion de faible

pouvoir d’induction du ceftobiprole sur les céphalosporinases chromosomiques.

4. Rationnel et objectifs de I'étude

Le ceftobiprole semble posséder des caractéristiques similaires a celles qui font du
céfépime une option thérapeutique de choix contre les entérobactéries produisant une
céphalosporinase : un faible pouvoir d'induction et une bonne résistance a I'hydrolyse,
associés a une pénétration rapide a travers la membrane externe. En s’intéressant a
la sensibilité des entérobactéries productrices de céphalosporinase au ceftobiprole,
nous avons cherché a évaluer l'impact éventuel du niveau d’expression de la
céphalosporinase sur la sensibilité au ceftobiprole. Nous avons également voulu
vérifier la corrélation entre deux méthodes de détermination de la sensibilité au
ceftobiprole : la diffusion en milieu gélosé en disques et la détermination de la CMI en

milieu gélosé par bandelettes a gradient de concentration.
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Il. MATERIELS ET METHODES

1. Souches bactériennes

Les souches bactériennes sélectionnées pour cette étude ont été initialement
identifiées par extraction informatique, en fonction de plusieurs critéres. Les isolats
retenus devaient (i) étre présents dans la collection de souches du laboratoire et (ii)
présenter un phénotype compatible avec la production d'une céphalosporinase,
caractérisé par une résistance a lI'ampicilline et a la céfalexine sur I'antibiogramme.
Cette extraction a été effectuée le 29 mai 2024 a la suite de I'avis favorable de la
CERCI (Commission Ethique de la Recherche Clinique) du Centre Hospitalier de
Valenciennes, qui vérifie également I'éthique et la méthodologie de I'étude. Elle incluait
les isolats collectés depuis le ler mars 2021, date de mise en place du systéeme
d'information de laboratoire (SIL) actuel au Centre Hospitalier de Valenciennes. Les
données extraites concernaient l'identification des souches, la date et le type de
prélevement, les résultats de I'antibiogramme (uniquement les valeurs brutes : «
sensible », « sensible a forte posologie » ou « résistant »), ainsi que les résultats
d’éventuels tests complémentaires effectués sur les souches (recherche de BLSE, de

carbapénémase, etc.).

Les souches sélectionnées ont ensuite été filtrées pour ne garder que les
Enterobacterales et exclure les isolats provenant d'unités fonctionnelles non cliniques.
Les isolats préalablement identifiéss comme producteurs de BLSE ou de
carbapénémase ont également été exclus. Ces phénotypes sont recherchés en routine
en fonction de I'antibiogramme et identifiés respectivement par recherche de synergie
sur milieu gélosé de Mueller Hinton (MH) enrichi de cloxacilline (250mg/L, Oxoid,
Thermo Fisher Scientific, lllkirch, France) et par test immunochromatographique (NG-
Test® CARBA-5, NG Biotech, Guipry, France).

En cas de doublons, une seule combinaison patient/espéce bactérienne avec le méme
antibiotype était conservée, conformément aux recommandations de I'Observatoire
national de I'épidémiologie de la résistance bactérienne aux antibiotiques (ONERBA).
Les souches d’'une méme espeéce présentant un phénotype différent mais isolées d’'un
méme patient étaient identifiées, afin d’étudier précisément limpact de la
surexpression éventuelle de la céphalosporinase. Les isolats étaient ensuite

anonymises.
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Les souches retenues ont ensuite été classées selon leur identification et leur
phénotype de résistance aux béta-lactamines. Les souches appartenant au groupe 5
étaient exclues. Les souches de phénotype C3G-S, ne présentant aucune résistance
aux C3G (céfotaxime, ceftriaxone et ceftazidime) ni au céfépime, ont été exclues si
elles appartenaient aux groupes 0, 1 ou 2. Celles du groupe 3 étaient étiquetées

comme sauvages.

La résistance a la ceftazidime a été utilisée comme indicateur de la surexpression
d'une céphalosporinase (pour les espéces possédant une AmpC chromosomique)
et/ou de la présence d'une céphalosporinase plasmidique (notamment pour les
especes ne possédant pas d'’AmpC chromosomique). Ces souches ont été classées
dans le phénotype C3G-R. Dans le cadre de ce travail, les souches interprétées
comme sensibles a forte posologie (SFP) a la ceftazidime ont également été classées
dans le phénotype C3G-R. En effet, bien qu'elles ne présentent pas de résistance au
sens d'échec thérapeutique, la catégorisation SFP suggere une surexpression
possible de la céphalosporinase naturelle chez les especes des groupes 1 et 3, ainsi
gue la possible présence d'une céphalosporinase acquise chez les espéces des autres

groupes.

Les souches présentant un phénotype fortement évocateur de I’hyperproduction d’'une
pénicillinase chromosomique (tel que le phénotype hyperOXY pour K. oxytoca) étaient

exclues.

2. Veérifications des souches

Les souches retenues ont été repiquées a partir des géloses de conservation en tube
(Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) sur milieu gélosé enrichi au sang de mouton
(Oxoid, Thermo Fisher Scientific, lllkirch, France). L’identification de chaque souche a
été contrélée par MALDI-TOF (Sirius, Bruker Daltonique). Les souches ne donnant
pas de subculture apres repiquage ou dont I'identification ne correspondait pas a celle

attendue étaient exclues.

3. Détermination de la sensibilité au ceftobiprole

A partir de chaque repiquage, une suspension titrée a 0,5 McF était réalisée en
suspension saline suivant les recommandations de 'TEUCAST (version 14.0). Celle-ci

était ensemencée sur gélose de Mueller-Hinton (Oxoid, Thermo Fisher Scientific,
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lllkirch, France), amenée a température ambiante, a l'aide d’'un écouvillon sec

préalablement trempé dans la suspension titrée a 0,5 McF.

Une premiére gélose MH a été ensemencée avec dép6t d’'un disque de ceftazidime
10ug et de céfépime 30ug de part et d’autre d’'un disque d’amoxicilline-acide
clavulanique 20-10ug (Oxoid, Thermo Fisher Scientific, lllkirch, France) afin, d’une
part, de contréler que la souche repiquée correspondait bien a la souche d’intérét
sélectionnée informatiquement, et d’autre part, de vérifier 'absence de synergie
évocatrice d’'une production de BLSE ou d'une surexpression de pénicillinase

chromosomique.

Un disque de ceftobiprole 5ug et une bandelette a gradient de concentration en
ceftobiprole (Liofilchem, Roseto delli Abruzzi, Italie) ont été déposés sur une seconde

gélose MH, apres avoir été préalablement amenés a température ambiante.

Aprés une incubation a 35 = 2°C en aérobiose pendant 20 + 4 h, les diametres
d’inhibition ont été mesurés a l'aide du lecteur d’antibiogramme semi-automatisé
Adagio (Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France). La CMI par ellipsométrie a été relevée
a l'intersection entre l'ellipse et la bandelette, en relevant d’une part la valeur « brute
», puis en rapportant la valeur de CMI supérieure la plus proche si besoin pour
comparaison ultérieure avec la méthode de référence en micro-dilution. Une double
lecture a été systématiquement effectuée, et en cas de discordance, une lecture
supplémentaire a été réalisée par un troisieme intervenant. Les résultats ont été
interprétés selon les recommandations de 'TEUCAST (version 14.0) présentées dans

le Tableau 4.

Tableau 4 : Criteres d'interprétation des tests de sensibilité au ceftobiprole pour les
entérobactéries selon les criteres EUCAST (version 14.0)

Concentrations critiques Diameétres
Céphalosporine (mg/L) Charge du | critiques (mm)

disque
S< R> ZIT que (L) Sz | R< | ZIT
Ceftobiprole 0.25 0.25 5 23 23
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I1l. RESULTATS

Au total, 785 souches bactériennes ont été obtenues apres I'extraction informatique.

Parmi ces souches, 382 ont été retenues pour I'étude aprés application des critéres

d’exclusion et identification des doublons (Figure 12). Parmi les 382 souches, 303 ont

finalement été retenues apres les différentes étapes de vérification : exclusion des

isolats non retrouvés en souchothéque, des souches ne donnant pas de subculture

apres repiquage, et des identifications discordantes avec celles attendues. De plus,

certaines souches productrices de BLSE ou hyperproductrices d’'une pénicillinase

chromosomique ont été identifiées par 'observation de synergies entre les disques de

ceftazidime et/ou de céfépime et celui d’'amoxicilline-acide clavulanique sur la gélose

MH de contrdle, et ont également été exclues.

= Souches isolées entre le 01.03.2021
et 31.12.2023
= Ampicilline R, céfalexine R
= Conservées en souchothéque
n=785

n=514
Identification des doublons
(critéres ONERBA)

n =453
Classification selon le profil de sensibilité
a la ceftazidime

A J

A J

n=382
Récupération des tubes en souchothéque
Repiquage des souches
Veérification des identifications

A J

n=309
Ensemencement MH
CAZ + AMC + FEP
Mesure sensibilité au Ceftobiprole

n=303
Souches avec données exploitables

v

Extraction informatique
effectuée le 29/05/2024

Exclusion
+ Souches non Enterobacterales (n=12)
« UF non clinigues (hygiéne, surfaces) (n=11)
« EPC (n=23)
« E-BLSE (n=225)

Exclusion des doublons (n=61)

Exclusion des souches sensibles a la ceftazidime
hors groupe 3 (n=71)

Exclusion (n=73)
+ Tubes non retrouvés en souchothéque
e Tubes mal fermés / gélose desséchée
« Absence de culture de la souche
« ldentification discordante

Exclusion (n=6)
« Profil de sensibilité CAZ et/ou FEP
discordant
« E-BLSE, phénotype hyperOXY

Figure 12 : Processus d’inclusion et criteres d’exclusion des souches obtenues apres

extraction informatique

CAZ : ceftazidime ; AMC : amoxicilline/acide clavulanique ; FEP : céfépime
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1. Répartition des souches bactériennes

La distribution des souches d’entérobactéries de groupe 3 retenues et leur phénotype
de résistance a la ceftazidime est détaillée sur la Figure 13. Les especes les plus
représentées étaient E. cloacae complex (n = 122 ; 40,3 %), suivie de S. marcescens
(n=42; 13,9 %), M. morganii (h =42 ; 13,9 %) et K. aerogenes (h =35 ; 11,5 %). Bien
que la majorité des isolats de ces especes aient un phénotype sauvage envers les
bétalactamines, on reléve toutefois un taux de résistance a la ceftazidime plus élevé
chez K. aerogenes (17/35, 48,6 %), E. cloacae complex (35/122, 28,7 %) et C. freundii
complex (8/24, 33,3 %) par rapport a M. morganii (8/42, 19%) et S. marcescens (1/42,
2,4 %). La totalité des souches de Providencia spp. (n = 4) et de S. liquefasciens (n =

2) incluses étaient de phénotype sauvage.
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Figure 13 : Répartition des souches d’entérobactéries du groupe 3 incluses et leur
sensibilité a la ceftazidime

Pour E. coli, seule espéece représentante du groupe 1, 17 souches présentaient un
phénotype compatible avec I'’hyperproduction de la céphalosporinase naturelle ou la
présence d’'une AmpC plasmidique. Deux de ces souches, sensibles a la céfoxitine,
étaient plutét évocatrices d’'une AmpC plasmidique de type ACC. Concernant les

autres groupes d’entérobactéries, une seule souche de P. mirabilis répondait aux
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criteres permettant de suspecter une céphalosporinase acquise, ainsi que 8 souches

de K. pneumoniae et 2 souches de K. oxytoca (Figure 14).

OE. coli

OK. oxytoca
B K. pneumoniae

17 OP. mirabilis

Figure 14 : Répartition des souches d’entérobactéries non-groupe 3 incluses

Compte tenu du critére de sélection qu’était la présence de la souche dans la collection
du laboratoire, la majorité des isolats cliniques provenaient d’hémocultures. Les autres
types de prélevements étaient des liquides d’ascite (8 isolats), des liquides articulaires

(2 isolats) et des urines (2 isolats).

2. Etude de la sensibilité au ceftobiprole
2.1 Par diffusion en milieu gélosé en disques

Disposant d’'un nombre limité de disques de ceftobiprole, seules 245 souches,
déterminées aléatoirement, ont pu étre testées. Parmi ces souches, 209 (85,3 %)
étaient catégorisées comme sensibles au ceftobiprole (diamétre d’inhibition supérieur

ou égal a 23mm), contre 36 (14,7 %) résistantes.

2.2 CMI en milieu gélosé en bandelettes

Sur les 303 souches étudiées, 257 (84,8 %) étaient catégorisées sensibles au
ceftobiprole (CMI inférieure ou égale a 0,25 mg/L), contre 46 (15,2 %) résistantes
(Tableau 5). Toutes espéces confondues, les valeurs de CMI étaient comprises entre
0,008 et 32 mg/L, avec une CMI50 de 0,125 mg/L et une CMI90 de 1 mg/L (Tableau
7).
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Tableau 5 : Distribution des CMI au ceftobiprole en fonction de I'espece bactérienne

CMI Ceftobiprole (mg/L)

§ g 8 3 g & g < o« < oo 9 o

Espéces 2 8 = ° & ° Isolats
C. freundii cpx 15 2 1 3 2 1 24
E. cloacae cpx 51 33 8 3 4 7 10 4 1 1 122
E. coli 12 3 1 1 17
H. alvei 2 2 4
K. aerogenes 2 19 9 4 1 35
K. oxytoca 2 2
K. pneumoniae 4 2 2 8
M. morganii 3 26 12 1 42
P. mirabilis 1 1
P. rettgeri 1 1

P. stuartii 2 2
S. liquefasciens 1 1 2
S. marcescens 8 17 11 5 1 42
Total 1 3 5 136 83 28 10 7 10 14 4 1 1 303

1Le complexe C. freundii inclut les espéces C. freundii et C. braakii
2 Le complexe E. cloacae inclut les espéces E. cloacae, E. hormaechei, E. ludwigii et E. kobei

En ce qui concerne les entérobactéries sensibles a la ceftazidime, représentées dans
notre étude par 205 souches d’entérobactéries de groupe 3, la CMI50 était de 0,06
mg/L et la CMI90 de 0,25 mg/L. Les valeurs de CMI étaient comprises entre 0,008 et
4 mg/L. Pour les souches résistantes a la ceftazidime, les valeurs de CMI étaient
comprises entre 0,06 et 32 mg/L avec une CMI50 de 0,25 mg/L, et une CMI90 de 4
mg/L.

Tableau 6 : CMI50, CMI90 et pourcentage de sensibilité au ceftobiprole, toutes
especes confondues, en fonction du profil de sensibilité a la ceftazidime et au

céfépime

Phénotype No d'isolats cMiso CMIS0 Intervalle % Thoa
(mg/L) (mg/L) CMI (mg/L) Sensibilité
CAZ-S 205 0.06 0.25 0.008 -4 97.1%
CAZ-R 98 0.25 4 0.06 - 32 59.2 %
FEP-S 283 0.06 0.25 0.008 - 16 90.8 %
FEP-R 20 4 8 0.5-32 0%

CAZ : ceftazidime ; FEP : céfépime
S : sensible ; R : résistant ou sensible a forte posologie

Aucune des souches résistantes au céfépime (n = 20) n’était sensible au
ceftobiprole (CMI50 = 4 mg/L ; CMI90 = 8 mg/L ; intervalle 0,5 — 32 mg/L). En
revanche, parmi les souches sensibles au céfépime, la CMI médiane était de 0,06

mg/L et la CMI90 de 0,25 mg/L. Les valeurs de CMI étaient comprises entre 0,008 et
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16 mg/L. Parmi ces souches sensibles au céfépime, le taux de résistance au

ceftobiprole était de 2,9 % (6/205) pour les souches également sensibles a la

ceftazidime, et de 25,6 % (20/78) pour les souches résistantes, toutes especes

confondues (Figure 15). La résistance au ceftobiprole des souches sensibles a la

ceftazidime concernait 5 isolats de S. marcescens ainsi qu’un isolat de H. alvei.
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Figure 15: Sensibilit¢ au ceftobiprole (A) et répartition des CMI (B) des

Enterobacterales en fonction de leur sensibilité a la ceftazidime et au céfépime

CAZ : ceftazidime ; CBP : ceftobiprole ; FEP : céfépime
S : sensible ; R : résistant ou sensible a forte posologie (SFP)
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Pour chaque espéce d’entérobactérie, la CMI50 du ceftobiprole était inférieure a la
concentration critique sauf pour H. alvei (4 isolats, CMI50 de 2 mg/L) (Tableau 7).
Toutes les especes des groupes 0, 1 et 2 étaient sensibles au ceftobiprole a I'exception
d’'une souche de E. coli qui présentait une CMI de 2 mg/L. Il s’agissait également de
la seule souche d’entérobactérie hors groupe 3 qui n’était pas rendue « sensible » au

céfépime mais « sensible a forte posologie » (SFP).

Tableau 7 : CMI50, CMI90 et pourcentage de sensibilité au ceftobiprole en fonction
des phénotypes intra-espéeces

Espeéces No d'isolats (C“I\‘/Igllslg ::rrl:llgl/glg Cllr\‘lltle(rr‘:lagl}(le.) % Sensibilité
P. mirabilis 1 0.06 0.06 0.06 - 0.06 100 %
E. coli 17 0.06 0.25 0.06 -2 94.1 %
K. pneumoniae 8 0.125 0.25 0.06 - 0.25 100 %
K. oxytoca 2 0.125 0.125 0.125-0.125 100 %
C. freundii cpx* 24 0.06 2 0.06-4 75.0%
CAZ-S 16 0.06 0.060 0.06-0.125 100 %
CAZ-R 8 1 2 0.125-4 25.0%
E. cloacae cpx? 122 0.125 4 0.06 - 32 74.6 %
CAZ-S 87 0.06 0.125 0.06 - 0.25 100 %
CAZ-R 35 2 8 0.125-32 143 %
K. aerogenes 35 0.06 0.25 0.03-0.5 97.1%
CAZ-S 18 0.06 0.125 0.03-0.125 100 %
CAZ-R 17 0.125 0.25 0.06-0.5 94.1 %
M. morganii 42 0.06 0.125 0.03-0.25 100 %
CAZ-S 34 0.06 0.125 0.03-0.25 100 %
CAZ-R 8 0.125 0.125 0.06-0.125 100 %
S. marcescens 42 0.125 0.5 0.06-4 85.7 %
CAZ-S 41 0.125 0.5 0.06-4 87.8%
CAZ-R 1 0.5 0.5 0.5-0.5 0%
S. liquefasciens 2 0.125 0.125 0.06 - 0.125 100 %
H. alvei 4 2 4 0.125-4 50.0 %
CAZ-S 3 0.125 4 0.125-4 66.7 %
CAZ-R 1 4 4 0.125-4 0%
Providencia spp.? 4 0.016 0.016 0.008 - 0.016 100 %
Enterobacterales 303 0.125 1 0.008 - 32 84.8 %

CAZ : ceftazidime ; S : sensible ; R : résistant ou sensible a forte posologie

1Le complexe C. freundii inclut les espéces C. freundii et C. braakii

2 Le complexe E. cloacae inclut les espéces E. cloacae, E. hormaechei, E. ludwigii et E. kobei
3 Rassemble les espéces P. stuartii et P. rettgeri

En ce qui concerne les entérobactéries de groupe 3 sensibles a la ceftazidime, la
totalité des souches des especes E. cloacae complex, C. freundii complex, K.

aerogenes, M. morganii, S. liquefasciens et Providencia spp. étaient sensibles au
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ceftobiprole (CMI comprises entre 0,03 et 0,25 mg/L). Pour les autres especes, S.
marcescens et H. alvei, on notait la présence de souches résistantes au ceftobiprole
méme en I'absence de résistance a la ceftazidime, avec une CMI90 supérieure a la
concentration critique (respectivement 0,5 et 4 mg/L). Les 4 espéces du genre
Providencia présentaient les CMI les plus faibles, comprises entre 0,008 et 0,016

mg/L.

Pour les souches du groupe 3 résistantes a la ceftazidime, la CMI50 du ceftobiprole
était systématiquement augmentée par rapport aux souches sensibles, avec une
valeur supérieure a la concentration critique pour les espéeces C. freundii complex, E.
cloacae complex, S. marcescens (1 seul isolat) et H. alvei (1 seul isolat). Seules les
especes K. aerogenes et M. morganii présentaient une CMI90 inférieure ou égale a

cette concentration critique (0,25 et 0,125 mg/L respectivement).

Parmi les souches étudiées, trois paires de souches d’entérobactéries du groupe 3,
isolées a partir d’hémocultures de trois patients différents a quelques jours d’intervalle,
ont été identifiées. L’évolution de leur profil de sensibilité aux bétalactamines suggérait
une surexpression de la céphalosporinase chromosomique. Le détail de ces souches

est résumé dans le Tableau 8.

Tableau 8 : Profil de sensibilité aux béta-lactamines de trois paires de souches dont
le phénotype était évocateur d’'une surexpression de la céphalosporinase

Antibiogramme Ceftobiprole
Isolement
T P ATM ETP i DZF CMI gy
(mm)  (mg/L)
K. aerogenes J0 S S S S S S S 29 0.06 >
K. aerogenes J1 S R R S SFP S S 29 0.06 S
E. cloacae 10 S S o S S S S 29  0.06 S
complex
E. cloacae 137 o R R S SFP R S n/a 1 R
complex
E. cloacae 10 S S S S S S S 24 0.06 S
complex
5, G 113 SP R R S SFP SFP S | 16 05 R
complex

TZP : pipéracilline/tazobactam ; CTX : céfotaxime ; CAZ : ceftazidime ; ATM : aztréonam ; ETP : ertapéneme ; IMI :
imipénéme ; n/a : non mesuré
1 Diametre de la zone d'inhibition

by

Dans un cas qui concernait deux souches de K. aerogenes isolées a un jour
d’intervalle, il n’y avait aucune différence concernant la sensibilité au ceftobiprole, les

deux souches présentant un diamétre d’inhibition de 29 mm et une CMI de 0,06 mg/L.
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La sensibilité diminuée a la ceftazidime de la seconde souche était vérifiée sur la boite

MH de controle.

Les deux autres cas concernaient des souches de E. cloacae isolées a 13 et 37 jours
d’intervalle respectivement. Dans les deux cas, le premier isolat était de phénotype
sauvage et sensible au ceftobiprole (CMI de 0,06 mg/L), tandis que le second isolat,
résistant aux C3G, était également résistant au ceftobiprole (CMI de 0,5 et 1 mg/L
respectivement). Les photos des deux isolats d’'un de ces cas sont présentées en

Figure 16. L’ensemble de ces isolats, y compris les phénotypes d’hyperproduction de

céphalosporinase, étaient sensibles au céfépime.

Figure 16 : Comparaison des profils de sensibilité a la ceftazidime, au céfépime et au
ceftobiprole de deux souches du complexe E. cloacae isolées d’hémocultures d’un
méme patient a JO (A) et J37 (B)
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2.3 Concordance entre les méthodes

La Figure 17 montre la corrélation entre les valeurs de CMI du ceftobiprole et le
diameétre de la zone d’inhibition obtenus, pour les 245 souches qui ont été testées par
les deux techniques. Des cas de discordance ont été observés, notamment 1 souche
rendue résistante par la méthode des disques (diameétre d’inhibition de 16 mm) alors
qu’elle présentait une CMI de 0,25 mg/L. A Tlinverse, 3 souches ont été rendues
sensibles par la méthode des disques (diametres respectifs de 23, 24 et 26 mm) alors
que la valeur de CMI était supérieure a la concentration critique (CMI lue a 0,5 mg/L
pour les trois cas). La corrélation spécifique d’espéce entre les deux méthodes a été
étudiée pour les espéces dont I'effectif était supérieur a 20 : C. freundii complex (n =
21), E. cloacae complex (n = 93), K. aerogenes (n = 31), M. morganii (n = 34) et S.
marcescens (n = 35). Ces données sont disponibles en Annexe 1.
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Figure 17 : Corrélation entre les valeurs de CMI et les diamétres de la zone d’inhibition
du ceftobiprole pour les Enterobacterales
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IV. DISCUSSION

1. Distribution des entérobactéries et profils de résistances

Notre étude a permis d’analyser plus de 300 souches d’entérobactéries,
principalement issues d’hémocultures, en majorité des espéces du groupe 3. Parmi
ces especes, la répartition des souches obtenues était cohérente avec I'épidémiologie
des bactéries de ce groupe en Europe retrouvée par Boattini et al. dans leur analyse
de 6774 souches, isolées d’hémocultures a travers 27 hopitaux entre 2020 et 2022
(21). La proportion de M. morganii était néanmoins plus importante dans notre étude
(15,3 % contre 8,3 %). Cette différence peut étre attribuée a notre échantillon de
souches moins important, ainsi qu’a notre biais de sélection puisque les souches
productrices de BLSE et/ou de carbapénémase étaient exclues. De plus, un nombre
non négligeable de souches n'a pas pu étre étudié, soit car les tubes de conservation
en souchothéque n’ont pas été retrouvés ou étaient mal conservés, soit parce que les

repiquages n’ont pas permis de récupérer les souches.

Parmi les souches retenues du groupe 3, nous avons également mis en évidence un
taux plus élevé de résistance a la ceftazidime chez les especes des complexes E.
cloacae et C. freundii ainsi que chez K. aerogenes, confirmant des données
antérieures qui présentent ces especes comme plus a risque de surexpression
d’AmpC (43,63). Nous avons cependant un taux relativement important de résistance
a la ceftazidime pour M. morganii (19 %), alors que la littérature place généralement
cette espéce au méme rang que S. marcescens, avec un taux d’hyperproduction
d’AmpC inférieur a 5 % et un taux de mutation in vitro inférieur aux espéces citées
précédemment. Boattini et al. rapportaient néanmoins un taux de résistance aux C3G
similaire pour cette espéece (> 15 %)(21). Le choix d’utiliser la ceftazidime comme
marqueur d’hyperproduction dAmpC a pu entrainer une sous-estimation de ces
souches pour S. marcescens (n = 1), des souches surexprimant leur AmpC mais
restant sensibles a la ceftazidime ayant été décrites dans la littérature (43). Ainsi, dans
notre étude, 5 souches de S. marcescens étaient sensibles a la ceftazidime mais
présentaient une sensibilité diminuée ou une résistance au céfotaxime. Les données
concernant H. alvei et Providencia spp. ne sont pas généralisables en raison des

faibles effectifs.

Le faible nombre d’espéces des autres groupes incluses dans notre étude est cohérent
avec la faible prévalence des AmpC plasmidiques rapportée dans la littérature (44), la
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proportion plus élevée de E. coli étant probablement liee a des souches
hyperproductrices de leur AmpC chromosomique. Ces données ne sont néanmoins
pas représentatives de la fréquence potentielle de ces mécanismes chez ces espéces.
D’'une part, nos souches proviennent majoritairement d’hémocultures, et une autre
épidémiologie est probable pour des souches isolées d’infections urinaires, par
exemple. D’autre part, nos données ne tiennent pas compte des potentielles souches
coproductrices d’autres béta-lactamases, qui ont été exclues. Il existe probablement
une sous-évaluation de la fréquence de telles souches dans la littérature, mais les

données disponibles montrent que ces cas restent trés minoritaires (20,49-51).

2. Sensibilité au ceftobiprole

Notre travail apporte de nouvelles données par rapport aux précédentes études
réalisées sur la sensibilité au ceftobiprole des entérobactéries: nous avons
sélectionné uniquement les souches présentant une forte suspicion de production de
céphalosporinase, bien qu’il ne soit pas possible de confirmer, pour toutes les souches
retenues, la présence exclusive d’'une céphalosporinase simplement par les méthodes
phénotypiques utilisées. Nous sommes en mesure d’exclure de nos données toute
espéce productrice de BLSE ou de carbapénémase, deux béta-lactamases qui
hydrolysent le ceftobiprole, contrairement a des travaux précédents ou la distinction
n'était pas faite (79,83,84), ou seulement pour les espéces E. coli et K. pneumoniae
(67,79-81,90).

L’analyse de la sensibilité au ceftobiprole a révélé une sensibilité globale élevée (84,8
% des isolats). Ce chiffre est a nuancer car une grande partie des souches étudiées
étaient des espéeces du groupe 3 au phénotype sauvage, pour lequel la sensibilité au
ceftobiprole a déja été établie.

Nous avons montré que l'activité du ceftobiprole sur ces souches d’entérobactéries
productrices de céphalosporinase était inférieure a celle du céfépime, mais
globalement meilleure que celle de la ceftazidime. La proportion de souches non
« sensibles » a la ceftazidime était de 32,3 %, contre 6,6 % pour le céfépime et 15,2
% pour le ceftobiprole. La moindre proportion de souches résistantes au ceftobiprole
par rapport a celles résistantes a la ceftazidime était plus évidente que dans les travaux
de Rossolini et al., qui retrouvaient 4,9 % de résistance au ceftobiprole, contre 6,1 %

de résistance a la ceftazidime, sur 2560 souches d’Enterobacterales non-BLSE (91).
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Nous avons trouvé un taux de sensibilité au ceftobiprole de 97,1 % pour les souches
sensibles a la ceftazidime, et de 59,2 % en cas de résistance a la ceftazidime. En
particulier, toutes les especes du groupe 3, a I'exception de H. alvei et S. marcescens,
étaient systématiguement sensibles au ceftobiprole en cas de sensibilité a la
ceftazidime. Les travaux de Canton et al. publiés en 2022 distinguaient également la
sensibilité au ceftobiprole selon la sensibilité a la ceftazidime, mais les souches
productrices de BLSE n’étaient pas exclues (82). Pour les souches sensibles, les
résultats obtenus étaient similaires : 91,3 % de sensibilité au ceftobiprole toutes
espéces d’Enterobacterales confondues, 97,7 % pour Enterobacter spp., 94 % pour
E. coli et 92,2 % pour S. marcescens. Les résultats obtenus pour les souches
résistantes a la ceftazidime ne sont pas comparables puisqu’ils incluaient également

des souches productrices de BLSE.

Nous avons identifie 6 souches sensibles a la ceftazidime, mais résistantes au
ceftobiprole. Dans quatre cas, qui concernaient des souches de S. marcescens, la CMI
au ceftobiprole était de 0,5 mg/L, soit a une dilution du seuil de sensibilité. Une
surestimation de la CMI lors de la lecture était probable, d’autant plus que 3 de ces
souches étaient rendues sensibles au ceftobiprole par la méthode des disques. Les
deux autres souches présentaient des CMI respectives de 1 et 4 mg/L : une souche
de H. alvei sauvage et une souche de S. marcescens. Cette derniére présentait des
résistances a I'antibiogramme aux aminosides et aux fluoroquinolones, témoignant de
la présence de certains génes d’antibiorésistance, et laissant penser qu’'un autre
mécanisme sous-jacent pourrait étre responsable du profil observé pour le

ceftobiprole.

Aucune souche qui n’était pas rendue « sensible » au céfépime ne I'était pour le
ceftobiprole. Ces données confirment que le ceftobiprole est plus sensible a I'’hydrolyse
par les céphalosporinases que le céfépime, comme le suggéraient les travaux in vitro
de Queenan et al. qui rapportaient, pour les AmpC chromosomiques de différentes
entérobactéries, un Km plus élevé pour le céfépime (donc une affinité plus faible) que
pour le ceftobiprole (86). Il est également possible que des mécanismes autres que la
production de céphalosporinase soient responsables de la résistance au céfépime

et/ou au ceftobiprole pour ces souches.

La différence d’affinité intrinséque des céphalosporinases pour ces molécules peut

également expliquer, sur nos trois modéles probables de surexpression d’AmpC
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(Tableau 8), I'extension de I'hydrolyse au ceftobiprole dans deux cas, alors que le
céfépime reste sensible. Plus généralement, nous avons décrit une augmentation des
CMI du ceftobiprole pour les entérobactéries du groupe 3 résistantes a la ceftazidime,
c’est-a-dire susceptibles d’hyperproduire leur AmpC. Ce phénomeéne était
particulierement visible pour les espéces E. cloacae complex et C. freundii complex
pour lesquelles les CMI50 passaient de 0,06 mg/L pour les deux espéces a 2 et 1 mg/L
respectivement. Pillar et al. faisaient dans leurs travaux la distinction entre les souches
hyperproductrices d’AmpC et les souches non déréprimées, pour les espéces
Citrobacter spp. et E. cloacae (87). Des résultats similaires étaient obtenus avec une
CMI50 pour Citrobacter spp. passant de 0,06 & 2 mg/L, et pour E. cloacae de 0,06 a 8
mg/L.

Le taux relativement élevé de résistance a la ceftazidime chez K. aerogenes ne
semblait pas avoir d’impact sur la sensibilité au ceftobiprole, puisqu’une seule des 17
souches suspectées de surexprimer leur céphalosporinase était résistante au
ceftobiprole. Pour M. morganii, les 8 souches résistantes a la ceftazidime étaient
toutes sensibles au ceftobiprole. Des variations spécifiques d’espéce en termes de
niveau d’expression dAmpC ou d’affinité pour le ceftobiprole peuvent expliquer ces
résultats, et démontrent [Iintérét de distinguer les différentes espéces

d’Enterobacterales, méme au sein d’'un méme groupe, dans ce type d’étude.

La sensibilité quasi-totale des entérobactéries autres que du groupe 3 au ceftobiprole
est difficilement interprétable. D’abord, en raison du faible effectif de ces souches dans
I'étude. Ensuite, il n’existe pas a notre connaissance d’étude évaluant soit la sensibilité
du ceftobiprole de souches exprimant une AmpC plasmidique, soit I'affinité pour le
ceftobiprole ou son niveau d’hydrolyse par ce type d’enzyme. Des travaux
complémentaires, avec un échantillon de souches plus important, nous semblent
nécessaires pour confirmer la bonne activité du ceftobiprole sur les souches
produisant une AmpC plasmidique et/ou, dans le cas de E. coli, sur les souches
mutées surexprimant leur AmpC chromosomique. Cependant, au vu des résultats
obtenus pour les espéces de groupe 3, qui sont souvent les réservoirs naturels des
AmpC plasmidiques, il nous semble raisonnable d’extrapoler et de déduire que

I'activité du céfépime resterait supérieure a celle du ceftobiprole.

La répartition globale des CMI au ceftobiprole parmi les différentes especes était

cohérente avec les données déja disponibles sur le site de 'TEUCAST (92). Notre étude
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apporte notamment des données supplémentaires pour les espéces du complexe C.
freundii (n = 24), pour lesquelles aucun consensus d’ECOFF (cut-off épidémiologique,
la valeur de CMI qui sépare les bactéries sauvages des bactéries ayant acquis un
mécanisme de résistance) n'a été défini, TEUCAST ne disposant que de 86

observations.

Nous avons également confirmé la bonne corrélation entre la sensibilité au ceftobiprole
déterminée par diffusion en milieu gélosé par la méthode des disques et la mesure de
la CMI, malgré quatre cas de discordance. En plus des trois cas évoqués
précédemment, qui concernaient des souches de S. marcescens, une derniere
discordance concernait une souche de E. cloacae, sensible en CMI (0,25 mg/L) mais
résistante selon la méthode des disques (diamétre de la zone d’inhibition de 16 mm).
La présence de micro-colonies dans les zones d’inhibition rendait la lecture plus
difficile, et il n’est pas exclu que la sensibilité au ceftobiprole de cette souche ait été
sous-évaluée ou surestimée, dans un sens comme dans l'autre. Dans tous les cas
discordants, la lecture de la CMI était effectuée a une dilution de la concentration
critiqgue. La bonne corrélation entre les deux méthodes pour la détermination de la
sensibilité au ceftobiprole chez les Enterobacterales est cohérente avec les données
de TEUCAST (Annexe 2). Nos résultats concernaient majoritairement des especes du
groupe 3, contrairement a leurs données qui incluaient principalement des souches de
E. coli et K. pneumoniae. Des travaux supplémentaires utilisant la méthode de
référence — la micro-dilution en milieu liquide — sont a envisager pour s’assurer de la
bonne corrélation entre les trois techniques et résoudre les cas discordants, ce qui

constitue une autre limite de notre étude.

3. Perspectives et implications cliniques

Le positionnement actuel du ceftobiprole dans I'arsenal antibiotique repose avant tout
sur son excellente couverture des bactéries a Gram positif, notamment des SARM.
Dans cette seule indication, son utilisation est cependant rarement justifiée devant
I'existence d’alternatives a spectre plus étroit toutes aussi efficaces (vancomycine,
daptomycine). L’extension de son spectre a certaines bactéries a Gram négatif, y
compris des souches classées BMR, est intéressante dans 'optique d'un traitement

probabiliste et dans un contexte nosocomial.

Le niveau d’activitt du ceftobiprole sur les entérobactéries productrices de

céphalosporinase obtenu dans nos travaux confirme qu’il permet de récupérer un
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nombre non négligeable de souches résistantes aux C3G en raison de ce mécanisme.
Néanmoins, l'activité du ceftobiprole était inférieure au céfépime, qui est déja le
traitement de référence des infections par des entérobactéries a risque de production
significative dAmpC (65). D’autant plus que trois associations impliquant le céfépime
sont actuellement en étude de phase lll : céfépime + enmetazobactam, céfépime +
taniborbactam, et céfépime + zidebactam (9). La premiére association permet de
récupérer lactivitt du céfépime sur les souches productrices de BLSE,
'enmetazobactam n’étant pas un bon inhibiteur dAmpC (32). Les deux autres
inhibiteurs ont montré une trés bonne activité sur les céphalosporinases, en plus d’'une
bonne activité sur les carbapénémases pour le taniborbactam. En attendant 'arrivée
sur le marché de ces nouvelles associations, la ceftazidime associée a I'avibactam
présente d’'ores et déja une excellente activité sur les souches productrices de
céphalosporinase (21), mais cette association est plutot réservée au traitement des
infections dues a des bactéries extrémement résistantes comme les EPC (65).
L’avantage de I'approche utilisant des associations de bétalactamines avec des IBL
est qu’elle permet généralement de restaurer I'activité sur les souches productrices de
BLSE, béta-lactamases les plus fréquentes en pratique et sur lesquelles le ceftobiprole

n’a aucune activité.

Ces éléments restreignent donc lintérét du ceftobiprole dans le traitement des
infections a entérobactéries. Cependant, un point a considérer est la toxicité
neurologique bien documentée du céfépime. Des données issues de services de
réanimation rapportent des effets indésirables neurologiques chez prés de 15 % des
patients traités, et le nombre de cas recensés dans la littérature a augmenté ces
derniéres années (93,94). Bien que son utilisation soit plus limitée, de tels effets
indésirables n’ont pas été observés avec le ceftobiprole (71,74). Il n'est pas exclu que
de telles situations puissent justifier I'utilisation du ceftobiprole, apres détermination de
sa sensibilité, ainsi que dans d’autres cas spécifiques en tant que traitement d’épargne
des carbapénemes. Son large spectre pourrait également s’avérer utile pour le
traitement d’infections polymicrobiennes compliquées. Les recommandations de la
SPILF de 2023 suggeérent d’ailleurs une association ceftobiprole + métronidazole en
deuxieme ligne pour les infections de plaies du pied diabétique de grade 4 (95). Une
évaluation du ceftobiprole dans ces indications spécifiques — hors AMM en France —

ou une extension de ces indications, semble donc pertinente.
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nous avons évalué la sensibilité au ceftobiprole de 303 souches d’entérobactéries
productrices de céphalosporinase. Nous avons obtenu des CMI pour 'ensemble de
ces souches, ainsi que des diametres de zone d’inhibition pour 245 d’entre elles. Les
résultats ont été interprétés a I'aide des concentrations et des diametres critiques de
FTEUCAST (version 14.0 de janvier 2024). Le taux de sensibilité au ceftobiprole était
de 84,8 % toutes especes confondues. La sensibilité au ceftobiprole était excellente
pour les souches des groupes 0, 1 et 2 (96,4 % ; n = 28) et pour les souches du groupe
3 sensibles a la ceftazidime (97,1% ; n = 205). En termes d’activité, le ceftobiprole était
supérieur a la ceftazidime (59,1 % des souches CAZ-R étaient sensibles au
ceftobiprole), mais pas au céfépime (aucune des souches FEP-R n’était sensible au
ceftobiprole). Pour les entérobactéries du groupe 3, les souches présentant une
hyperproduction d’AmpC avaient des CMI au ceftobiprole augmentées par rapport aux
souches sauvages. Pour les especes des complexes E. cloacae et C. freundii, cette
augmentation des CMI se traduisait le plus souvent par une résistance au ceftobiprole
(85,7 % et 75 % des cas respectivement) contrairement aux especes M. morganii et

K. aerogenes, qui restaient majoritairement sensibles au ceftobiprole.

Des travaux complémentaires sont a envisager pour consolider et approfondir ces
résultats : d’'une part, la détermination de la sensibilité au ceftobiprole des souches par
micro-dilution en milieu liquide, méthode de référence, et d’autre part, la confirmation
par biologie moléculaire de la production de céphalosporinase plasmidique des
souches étudiées, et I'évaluation de I'activité du ceftobiprole sur les différentes familles
d’AmpC identifiées. L’inclusion de souches supplémentaires de certaines espeéces,
notamment H. alvei, et des groupes 0, 1 et 2, permettrait de mieux interpréter certaines
des données obtenues. Nos résultats semblent limiter la place du ceftobiprole dans
I'arsenal thérapeutique contre les entérobactéries, en particulier avec l'arrivée des
nouvelles associations de bétalactamines avec inhibiteurs. Néanmoins, son spectre
large l'individualise parmi les céphalosporines et certaines circonstances spécifiques

pourraient justifier son utilisation.
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ANNEXES

Annexe 1 : Corrélation entre les valeurs de CMI et les diamétres de la zone

d’inhibition pour le ceftobiprole et différentes especes d’Enterobacterales
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Annexe 2 : Corrélation entre les valeurs de CMI et les diamétres de la zone
d’inhibition pour le couple Enterobacterales/ceftobiprole — données de 'EUCAST (96)
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