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Mécanismes de dissémination des Entérobactéries productrices de bêta-

lactamase à spectre élargi en médecine intensive réanimation 

Introduction : En Europe, les entérobactéries productrices de bêta-lactamases à spectre élargi 
(E-BLSE) sont les principales bactéries pourvoyeuses d’antibiorésistance, à l’origine de 
difficutés thérapeutiques, notamment en réanimation. L’étude des mécanismes de 
dissémination de ces E-BLSE comprenant les mécanismes de transmission de colonisation et 
de lien colonisation-infection est nécessaire afin d’en maitriser la diffusion. Le premier objectif 
de cette thèse est d’étudier le rôle des disséminations clonale et plasmidique ainsi que celui du 
microbiote digestif dans la disséminaion de la colonisation digestive à E-BLSE et dans le lien-
colonisation infection. 

Matériels et Méthodes : Les isolats E-BLSE colonisant et infectant les patients admis en service 
de Médecine Intensive Réanimation de l’hôpital Pellegrin entre janvier et mai 2015 ont été 
collectés. L’analyse de la dissémination clonale a été réalisée par pulsed-field gel 

electrophoresis. L’analyse de la dissémination plasmidique a été réalisée par détermination 
polymerase-chain reaction des groupes d’incompatibilité plasmidique. L’analyse du microbiote 
a été faite à partir du recueil de selles par écouvillon rectal. Les régions V3-V4 de la région 
codant pour l’ARN16S ribosomal et la région ITS2 ont été séquencées. L’assignation a été faite 
suivant le pipe-line DADA-2 et les analyses à l’aide du logiciel R version 3.6.0. 

Résultats : Sur 608 patients dépistés, 55 (9%) étaient porteurs rectaux d’une E-BLSE, 49 (8%) 
dès leur admission et 6 (1%) l’ont acquise en réanimation. Sur ces 6 patients, un seul cas de 
dissémination clonale a été retrouvé. Sur ces 55 patients colonisés, 38 ont été infectés dont 
seulement 6 (16%) par une E-BLSE, par le même clone que celui colonisant. Le fait d’être 
porteur rectal d’E-BLSE avait une valeur prédictive positive de 40% et une valeur prédictive 
négative de 100% pour le fait d’avoir une pneumopathie acquise sous ventilation mécanique. 
Les plasmides associés aux gènes codant pour les enzymes BLSE étaient les plasmides 
classiquement décrits sans qu’il ne soit trouvé de plasmide hégémonique. L’influence des 
plasmides sur le lien colonisation-infection n’a pas été étudiée. Lors de l’étude du microbiote 
intestinal, il n’y avait pas de différence observée de diversité alpha ni de diversité bêta entre les 
bactériobiotes et les mycobiotes des patients colonisés à E-BLSE et ceux des patients non 
colonisés. Il n’y avait pas non plus de différence de diversité alpha ni de diversité bêta entre les 
bactériobiotes des patients infectés à E-BLSE par rapport à ceux non infectés à E-BLSE parmi 
les patients colonisés à E-BLSE. En revanche, il existait une différence statistiquement 
significative de diversité alpha entre les mycobiotes des patients infectés à E-BLSE par rapport 
à ceux non infectés à E-BLSE parmi les patients colonisés à E-BLSE.  

Conclusion : La dissémination clonale semble avoir un rôle limité dans la dissémination de la 
colonisation digestive à E-BLSE mais participer au lien entre colonisation et infection. Notre 
étude ne permet pas de conclure sur le rôle de la dissémination plasmidique. Enfin, des 
altérations qualitatives des bactériobiotes et des mycobiotes digestifs sont associées à la 
colonisation par une E-BLSE. Le passage de la colonisation à l’infection par une E-BLSE 
pourrait s’expliquer par l’ajout d’altérations quantitatives des bactériobiotes et mycobiotes 
digestifs. De futures études incluant de plus nombreux patients et analysant les microbiotes 
associés à la colonisation par les différentes espèces d’E-BLSE permettrait de préciser les 
modifications du microbiote associées à la colonisation et aux infections à E-BLSE. En cas de 
résultat significatif, des tentatives de décolonisation digestive d’E-BLSE pourraient être menées 
par des probiotiques « sur mesure ». 

Mots clés : antibiorésistance, bêta-lactamase à spectre élargi, plasmides, microbiote intestinal 
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Extended-spectrum beta-lactamase producing Enterobacteriales 
mechanisms of dissemination in medical ICU 

 
Introduction: Extended-spectrum beta-lactamase producing Enterobacteriales (ESBL-E) are a 
leading cause of antimicrobial resistance dissemination in Europe. ESBL-E can lead to 
inadequate antimicrobial treatment, especially in intensive care units (ICU). A better 
understanding of ESBL-E mechanisms of dissemination, including colonization diffusion and 
the link between colonization and infection, is needed to improve ESBL-E containment. The 
aims of this work are to investigate the roles of clonal and plasmidic disseminations and of gut 
microbiota in ESBL-E spread. 
 
Materiels and Methods: ESBL-E isolates from ICU patients between January and May 2015 
were collected. Clonal dissemination was assessed by mean of pulsed-field gel electrophoresis 
and plasmidic one by mean of incompatibility groups determination by polymerase-chain 
reaction. Microbiota analysis were performed on rectal swabs by 16SrRNA coding gene and 
ITS2 coding gene sequencing. Assignation was performed thanks to DADA-2 pipe-line and 
statistical analysis on Phyloseq R package (version 3.6.0). 
 
Results: Among 508 screened patients, 55 (8%) were ESBL-E fecal carriers, 49 (8%) imported- 
and 6 (1%) acquired-fecal carriage. Among those 6 patients who acquired ESBL-E fecal 
carriage in ICU, only one case of cross-transmission was found. Among those 55 ESBL-E fecal 
carriers, 38 were infected during their stay in ICU but only 6 (16%) had a subsequent ESBL-E 
infection. To be an ESBL-E fecal carrier had a positive predictive value of 40% and a negative 
predictive value of 100% to have a subsequent ESBL-E ventilator-associated pneumonia. ESBL 
genes carrying plasmids were those usually described and we did not find any hegemonic 
plsmid. The plasmidic impact on the link between ESBL-E colonization and subsequent ESBL-
E infection was not assessed. We did not find any difference regarding gut bacteriobiota and 
mycobiota alpha and beta diversities based on ESBL-E carriage status and regarding gut 
bacteriobiota based on subsequent ESBL-E infection. We found a statistically significant 
difference regarding gut mycobiota alpha diversity but not beta diversity based on subsequent 
ESBL-E infection. 
 
Conclusion: Clonal dissemination seems to be involved in the link between ESBL-E carriage 
and subsequent ESBL-E infection but poorly in ESBL-E cross-transmission. Our results do not 
permit to draw any conclusion regarding plasmidic dissemination. Qualitative alterations of gut 
microbiota could participate to ESBL-E fecal carriage but further studies are needed to better 
understand the underlying mechanisms. Further quantitative alterations seem to be associated 
with the occurrence of subsequent ESBL-E infections but, once again, further studies are 
nedded to decipher the causative mechanisms. These studies could pave the way to tailored 
probiotics to eradicate ESBL-E fecal carriage. 
 
Keywords: antimicrobial resistance, extended-spectrum beta-lactamase, plasmids, microbiota 
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1) Entérobactéries productrices de bêta-lactamase à spectre élargi 

 

1.1. Entérobactéries 

 

1.1.1 Taxonomie et phylogénie 

La taxonomie des entérobactéries a été bouleversée par l’émergence de la biologie moléculaire 

ayant permis le séquençage du gène codant pour l’acide ribonucléique (ARN) ribosomique 16S. 

L’arbre phylogénétique des entérobactéries est désormais construit à partir de ces séquences et 

la classification traditionnelle en « tribus » fondée sur des caractères biochimiques est 

actuellement caduque (2). Ainsi, au sein du règne Bacteria, les entérobactéries appartiennent à 

l’embranchement Proteobacteria. Le terme protéobactéries est en référence au dieu grec 

Protée (dieu marin qui avait la capacité de se métamorphoser) pour souligner la grande variété 

de bactéries composant cet embranchement. Les protéobactéries sont divisées en 6 classes, de 

α à ζ. Les entérobactéries appartiennent à la classe des Gamma Proteobacteria, puis à l’ordre 

des Enterobacteriales. La famille des Enterobacteriaceae est une vaste famille qui représente 

près des trois quarts des souches isolées à partir de prélèvements cliniques humains (2). Cette 

vaste famille est composée d’environ 40 genres de bactéries pour plus de 130 espèces. Les 

espèces les plus communément isolées à partir des prélèvements cliniques appartiennent aux 

genres Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, 

Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella et Yersinia. 

 

1.1.2 Structure et caractères culturaux 

Les entérobactéries sont des bacilles à Gram négatif, le plus souvent courts (1 à 6μm), droits, 

immobiles ou mobiles grâce à une ciliature péritriche, aéro-anaérobie facultatifs, fermentaires, 

oxydase négative, catalase positive, nitrate réductase positive (à de rares exceptions près). 

Elles poussent habituellement très aisément sur les milieux de culture standards, comme le 

milieu Muller Hinton (MH). La température optimale de croissance est généralement de 35 à 

37 °C, à l’exception de quelques genres tels Yersinia, Pantoea et Erwinia. 

Les entérobactéries possèdent de très nombreux antigènes dont certains sont utilisés pour le 

diagnostic : antigènes O (antigène somatique de paroi constitué de la partie polysaccharidique 
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du lipopolysaccharide [LPS] thermostable à 100°C), antigènes H (antigène flagellaire 

thermolabile, composé de protéines appelées flagellines), antigènes d’enveloppe (K, Vi…). 

 

1.1.3 Habitat et pathogénie 

La plupart des entérobactéries sont des commensaux des tractus digestifs humains et animaux 

(Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella sp.) mais elles peuvent également être 

retrouvées préférentiellement dans l’environnement (germes saprophytes : Serratia sp., 

Enterobacter sp.).  

L’ensemble des entérobactéries peut être subdivisé en deux groupes en fonction de leur 

pathogénicité: (i) d’une part les espèces entéro-pathogènes dont l’ingestion provoque quasi-

systématiquement une infection se manifestant par des diarrhées avec ou sans signes 

d’accompagnement  (Salmonella sp., Yersinia sp., Shigella sp., certaines souches d’E. coli, 

Salmonella typhi) ; (ii) d’autre part les entérobactéries commensales ou saprophytes du 

microbiote intestinal (E. coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp., Proteus sp., Morganella sp., 

Providencia sp., Serratia sp., Citrobacter sp.) responsables d’infections extra-intestinales. Elles 

sont d’ailleurs les bactéries les plus fréquemment impliquées en pathologie infectieuse 

humaine, à la fois dans les infections communautaires et nosocomiales (3). Cela s’explique par 

leur abondance dans l’intestin, leur mobilité, leur vitesse de multiplication, et leur capacité à 

acquérir de nouveaux mécanismes de résistance aux antibiotiques. Un petit nombre d’espèces 

(dont E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes, Enterobacter 

cloacae, et Serratia marcescens) est responsable de la majorité des infections car ces espèces 

regroupent toutes ces caractéristiques (4). Il s’agit principalement d’infections urinaires, 

pulmonaires (principalement les pneumopathies associées aux soins ou nosocomiales), 

intraabdominales dont les péritonites, de bactériémies et de méningites (5). 

 

1.1.4 Escherichia coli 

E. coli est l’espèce la plus fréquemment isolée à partir des prélèvements cliniques et est, de loin, 

le pathogène le plus important pour les humains (3). C’est un commensal de l’appareil digestif 

humain et animal à sang chaud qui représente à lui seul la plus grande partie de la flore 

bactérienne aérobie de l'intestin, à raison de 106 à 109 bactéries par gramme de selles (flore 

totale : 1011 à 1012 bactéries par gramme) (6). 
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E. coli est également retrouvé dans l’eau et les boues, augmentant ses capacités de 

dissémination (7). Plus de 20 000 gènes différents ont été amplifiés au sein de l’espèce E. coli 

et une souche d’E. coli peut contenir 4200 à 5500 gènes au sein de son génome (8). Les souches 

appartenant à l’espèce E. coli sont répartis en huit groupes phylogénétiques : A, B1, B2, C, D, 

E, F (9). Les quatre groupes principaux sont A, B1, B2, et D. En raison de divers facteurs de 

virulence et de différents mécanismes pathogéniques, les infections à E. coli sont de gravité très 

variable. Elles sont de deux types : (i) infections du tractus digestif entraînant des diarrhées, (ii) 

et infections extra-intestinales (10). Les souches dites « uropathogènes » parviennent à 

coloniser l’arbre urinaire grâce à la présence de pili ou fimbriae (adhésines) à leur surface qui 

permettent la fixation des bactéries à des récepteurs exprimés à la surface de cellules épithéliales 

urinaires. L’utilisation de matériel (cathéter, sonde urinaire, sonde d’intubation oro-trachéale, 

…) favorise la survenue d’infections nosocomiales (IN) à E. coli car cette bactérie est capable 

de former un biofilm à la surface de ces matériels. Ces IN causées par E. coli représentent 

environ 26 % des IN au sein des établissements de santé français et 9,1 % des IN en réanimation 

(11). E. coli est également responsable d’infections pulmonaires, de méningites et d’infections 

intra-abdominales (cholécystites, angiocholites, péritonites, salpingites, infections 

postopératoires). Toutes ces infections peuvent se compliquer de bactériémies. 

 

1.1.5 Klebsiella pneumoniae 

Klebsiella pneumoniae est principalement isolée en milieu hospitalier et représente environ 5 

% des IN au sein des établissements de santé français (RAISIN) et 5,7 % des IN en réanimation 

(Réa Raisin) (11). Elle est responsable principalement d’infections urinaires et respiratoires, 

parfois compliquées de bactériémies. Comme E. coli, K. pneumoniae a la capacité d’adhérer et 

de se multiplier sur les surfaces inertes, de produire du biofilm et donc de coloniser du matériel 

biomédical (12). Le portage de K. pneumoniae survient le plus souvent après une longue période 

d’hospitalisation chez des patients fragilisés (immunodépression, matériel médical invasif, 

comorbidités, …) ayant reçu des antibiothérapies.  
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1.1.6 Enterobacter spp. 

Le genre Enterobacter regroupe 22 espèces, principalement environnementales mais également 

commensales du tube digestif de certains mammifères dont l’Homme. Ces bactéries peuvent 

être pathogènes opportunistes pour l’Homme, en particulier E. cloacae et E. aerogenes. Ces 

bactéries combinent souvent plusieurs mécanismes de résistance (bêta-lactamases dont 

certaines à spectre élargi, modifications du lipopolysaccharide, porines ou pompes d’efflux) ce 

qui le rend assez fréquemment multi-résistantes (13). Le fait d’être des germes opportunistes et 

d’avoir une adaptation rapide à une pression antibiotique explique pourquoi ces bactéries sont 

fréquemment retrouvées chez des patients immunodéprimés ou en réanimation et sont parfois 

responsables d’épidémies intra-hospitalières (14). Les bactéries du genre Enterobacter sont 

ainsi responsables d’environ 5% des bactériémies et des pneumopathies nosocomiales, 10% des 

péritonites post-chirurgicales et 4% des infections urinaires (15). 

 

Ces 3 espèces sont celles appartenant aux groupe ESKAPE (Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa, Enterobacter spp.) étant fréquemment porteuses de bêta-lactamase à spectre élargi 

(BLSE) (16). 

 

1.2. Résistance aux β-lactamines 

 

1.2.1 Les β-lactamines 

Les ß-lactamines sont largement utilisées en médecine humaine, notamment dans le traitement 

des infections à entérobactéries, en raison de leur activité sur les bactéries fréquemment 

rencontrées en médecine humaine, de leur activité bactéricide et de leur faible toxicité. Elles 

inhibent la synthèse de la paroi bactérienne lors de la réplication par fixation aux protéines liant 

les pénicillines (PLP) impliquées dans la synthèse du peptidoglycane grâce à leur chaine latérale 

acyl D-Ala-D-Ala. Leur structure moléculaire de base et commune aux molécules de la famille 

est le noyau β-lactame indispensable à l’activité antibiotique. Les molécules sont réparties en 

groupes selon la nature des cycles et/ou des radicaux. On retrouve les pénicillines (pénicillines 

G, M, A, carboxypénicillines, uréïdopénicillines) et les céphalosporines (C1G, C2G, C3G, C4G 

et C5G), les inhibiteurs de β-lactamase (IBL) (acide clavulanique, sulbactam, tazobactam et 
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relebactam), les monobactames (β-lactamines monocycliques), et les carbapénèmes (Annexe 1 

page 161). 

Les céphalosporines sont les molécules ayant le plus évolué et sont, de ce fait, classées en 

générations successives, classement globalement superposable à leur développement au cours 

du temps. Cette répartition en différents groupes reflète surtout un élargissement progressif du 

spectre d’action sur les bactéries à Gram négatif. Les C3G sont ainsi actives sur des souches 

produisant des pénicillinases de haut niveau qui hydrolysent les C1G et C2G (à l’exception des 

céphamycines). Les C4G sont actives sur certaines souches productrices de céphalosporinase 

de haut niveau. Les C4G sont parfois associées à des IBL (ceftazidime-avibactam et 

ceftolozane-tazobactam) restaurant une activité de ces antibiotiques contre les E-BLSE. Enfin 

la ceftaroline, présentée comme une C5G, présente un intérêt pour les souches de staphylocoque 

résistant à la méthicilline (SARM) sur lesquelles elle demeure active malgré la présence de 

PLP2A anormales (17). 

 

1.2.2 Sensibilité aux antibiotiques des souches bactériennes 

Le caractère sensible ou résistant d’une souche bactérienne à un antibiotique ne peut pas se 

mesurer directement mais doit être extrapolé à partir de l’activité antibactérienne constatée in 

vitro. La catégorisation clinique (classement des souches bactériennes en sensibles « S », 

intermédiaires « I » et résistantes « R ») vis-à-vis d’un antibiotique donné guide la possibilité 

ou non d’utiliser cet antibiotique dans le traitement de l’épisode infectieux causé par la bactérie. 

Cette catégorisation clinique est basée sur des valeurs critiques de concentrations minimales 

inhibitrices (CMI), méthode de référence, ou de diamètres de zones d’inhibition (18). Les 

valeurs critiques sont proposées par des comités nationaux tels que le Comité de 

l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (CA-SFM) en France, l’European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) en Europe ou le Clinical and 

Laboratory Sandards Institute (CLSI) aux Etats-Unis. Les concentrations critiques sont établies 

à partir de trois types de critères : bactériologiques, pharmacocinétiques/pharmacodynamiques 

(Pk/Pd) et cliniques (18).  

Les critères bactériologiques reposent sur la détermination d’une CMI spécifique pour chaque 

couple souche bactérienne-antibiotique donné. La CMI est définie comme la concentration 

minimale d'antibiotique permettant d'inhiber toute culture visible d’une souche bactérienne 

(bactériostase), après 18 à 24 heures d’incubation à 37 °C.  
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Les critères Pk/Pd reposent sur la relation entre la CMI déterminée in vitro et la concentration 

possible de l’antibiotique au site de l’infection. Une souche est dite « sensible » à un 

antibiotique si la CMI est inférieure aux concentrations sanguines, tissulaires ou présentes dans 

les principaux foyers pathologiques avec une antibiothérapie à doses usuelles restant dans les 

limites de l’index thérapeutique. Une souche est dite « résistante » si la CMI dépasse les 

concentrations les plus élevées qu’il est possible d’obtenir in vivo sans sortir de l’index 

thérapeutique. Elle est dite « intermédiaire » si sa CMI est supérieure aux concentrations 

sanguines mais inférieures aux concentrations obtenues dans certains tissus potentiellement 

infectés comme les voies urinaires ou biliaires. La détermination des valeurs critiques repose 

sur les données d’absorption (pour les antibiotiques administrés par voie orale), de distribution, 

de biotransformation et d’élimination. Des indices Pk/Pd ont ainsi été développés. Le rapport 

concentration maximale (Cmax) / CMI appelé quotient inhibiteur, et le rapport aire sous la 

courbe (AUC) / CMI sont les deux indices prédictifs de l’efficacité des antibiotiques à 

bactéricidie concentration-dépendante comme les aminosides. Le temps pendant lequel la 

concentration d’antibiotique est au-dessus de la CMI du germe est l’indice prédictif de 

l’efficacité des antibiotiques à bactéricidie temps-dépendante comme les ß-lactamines (18).   

Enfin, les critères cliniques sont issus d’études appliquant les CMI en situation de traitement 

réel, idéalement dans le cadre d’essai contrôlé randomisé en double aveugle. Le critère de 

jugement le plus pertinent dans un contexte de réanimation est la mortalité soit en réanimation 

soit à trente jours. Ils valident les critères précédents en vérifiant le succès (survie) ou l’échec 

thérapeutique (décès) en fonction des concentrations critiques proposées. De nombreuses 

études ont ainsi démontré que dans les infections sévères à entérobactéries nécessitant une 

hospitalisation en réanimation, les concentrations sériques des antibiotiques temps-dépendant 

doivent être 4 à 5 fois supérieures à la CMI de la souche bactérienne en cause et maintenues à 

ce niveau plus de 50 % du temps (19). Les recommandations communes françaises et 

européennes CA-SFM/EUCAST 2019 présentent les CMI des principales entérobactéries pour 

les antibiotiques couramment utilisés. 

https://www.sfm-microbiologie.org/wp-content/uploads/2019/02/CASFM2019_V1.0.pdf 

  

https://www.sfm-microbiologie.org/wp-content/uploads/2019/02/CASFM2019_V1.0.pdf
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1.2.3 Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques 

Les antibiotiques, contrairement aux antiseptiques, agissent sur les bactéries en inhibant des 

fonctions physiologiques précises. Les bactéries sont capables de développer des résistances 

aux antibiotiques, par différents mécanismes – hérités de la compétition naturelle entre 

microorganismes – dont la nature et l’efficacité varient suivant les espèces et les molécules.  

Les principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques sont : l’inactivation enzymatique de 

l’antibiotique, la modification de la cible bactérienne de l’antibiotique, la diminution de l’entrée 

de l’antibiotique dans la bactérie par diminution de la perméabilité membranaire et l’efflux actif 

de l’antibiotique hors de la bactérie. Ces mécanismes peuvent être associés (Figure 1).  

                         

Figure 1. Principaux mécanismes de résistance aux ß-lactamines chez les entérobactéries (Nordmann et 

al., 2012). 

 

1.2.4 Distinction entre résistance naturelle et résistance acquise 

La résistance aux antibiotiques peut être naturelle ou acquise. La résistance naturelle ou 

intrinsèque préexiste à l’introduction des antibiotiques produits par l’Homme et est 

caractéristique d’une espèce bactérienne. En effet, de nombreuses molécules aux propriétés 

antibactériennes sont synthétisées naturellement par différentes espèces bactériennes dans le 

cadre de la compétition inter-espèces. Les bactéries cibles ont donc à leur tour produit des 
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molécules pour devenir résistantes aux antibactériens. Le support génétique de cette résistance 

est chromosomique et, de ce fait, toujours transmissible à la descendance (transmission 

verticale).  

La résistance acquise apparaît, elle, chez certaines souches au sein d’une espèce normalement 

sensible à un antibiotique donné. Cette résistance est le résultat de modifications génétiques 

secondaires à des mutations ponctuelles de gènes endogènes ou à l’acquisition de gènes 

exogènes via des éléments génétiques mobiles comme les plasmides et les transposons. La 

transmission peut donc être verticale et/ou horizontale. Les mutations peuvent également 

modifier un gène de résistance acquis au préalable, élargissant ainsi le spectre de la résistance. 

La résistance acquise par mutation aboutit, sous réserve de la viabilité des mutants et du coût 

énergétique engendré par les mutations, à l’émergence d’un clone résistant au sein de l’espèce 

bactérienne principalement par transmission verticale. Cette résistance représente environ 20% 

des résistances observées en clinique humaine.  En plus de cette résistance acquise par mutation, 

l’acquisition de gènes de résistance exogènes, via des éléments génétiques mobiles, est plus 

fréquente et représente ainsi 80% des résistances acquises décrites en clinique humaines. 
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1.2.5 Résistance naturelle aux β-lactamines  

Les entérobactéries sont toutes naturellement résistantes à la pénicilline G et aux pénicillines 

M, et la plupart d’entre elles produisent en plus naturellement diverses ß-lactamases, ce qui a 

permis de les classer en sept groupes phénotypiques de résistance naturelle (Tableau 1) (18). 

 Péni A IBL Carboxy C1G C2G C3G 
Groupe 0 
Salmonella spp, Proteus mirabilis 

S S S S S S 

Groupe 1 
E. coli, Shigella spp. 
Case chromosomique réprimée 

S S S S S S 

Groupe 2 
K. pneumoniae, K. oxytoca, 
Citrobacter koseri 
Pénicillinase bas niveau 

I/R S I/R S S S 

Groupe 3 
E. cloacae, E. aerogenes, S. 

marcescens, Morganella morganii, 
Providencia stuartii, Providencia 

rettgeri, Citrobacter freundii, Hafnia 

alvei  
Case bas niveau inductible 

R R S R S/R* S 

Groupe 4 
Yersinia spp. 
Céphalosporinase et pénicillinase 

R R I/R R R S 

Groupe 5 
Proteus vulgaris et Proteus penneri 

Cefuroximase 

R S I/R R R sauf 
fox 

S 

Groupe 6 
Kluyvera ascorbata, Kluyvera 

cryocrescens, Kluyvera georginia, 
Rahnella aquatilis, Citrobacter 

sedlakii et Erwinia persicina 

BLSE 

R R S R R S 

Tableau 1. Répartition des entérobactéries en fonction de leur profil de résistance naturelle. 
Péni A : pénicilline du groupe A. IBL : association avec inhibiteur de bêta-lactamases. 
Carboxy : carboxypénicilline. C1G : céphalosporine de 1ère génération. C2G : céphalosporine 
de 2ème génération. C3G : céphalosporine de 3ème génération. Case : céphalosporinase. Fox : 
céfoxitine* Le comportement vis-à-vis des C2G et des céphamycines permet de répartir les 
espèces en 3 sous-groupes : (i) les espèces sensibles au céfuroxime (C2G) et à la céfoxitine 
(céphamycine) : H. alvei, P. stuartii, P. rettgeri, et P. agglomerans ; (ii) les espèces plus 
résistantes à la céfoxitine qu’au céfuroxime : E. cloacae, E. aerogenes, et C. freundii ; (iii) enfin 
les espèces plus résistantes au céfuroxime qu’à la céfoxitine : S. marcescens, M. morganii. 
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A la résistance naturelle des entérobactéries aux ß-lactamines peuvent s’ajouter un ou plusieurs 

mécanismes de résistance acquise vis-à-vis de cette famille d’antibiotique. La résistance par 

acquisition ou hyperproduction de ß-lactamases est le mécanisme le plus fréquemment 

rencontré chez les bactéries à Gram négatif et notamment les entérobactéries.  

Tous les mécanismes et les phénotypes de résistance acquise rencontrés chez les entérobactéries 

ne seront pas traités ici, mais exclusivement les mécanismes donnant des phénotypes de 

résistance aux C3G, et notamment les BLSE.  

 

1.2.6 Résistance acquise aux ß-lactamines : les β-lactamases 

Parmi les gènes de résistance aux antibiotiques, certains codent pour des enzymes, appelées ß-

lactamases, hydrolysant le cycle ß-lactame des ß-lactamines. Cette réaction d’hydrolyse 

provoque l’ouverture du cycle au niveau de la liaison amide grâce à la présence au site actif 

d’un résidu sérine ou d’un ou plusieurs ions métalliques Zn2+. Selon le type d’antibiotique 

hydrolysé, les ß-lactamases portent le nom de pénicillinase, céphalosporinase, BLSE ou 

carbapénémase. 

La diversité des ß-lactamases a conduit à de nombreuses tentatives de classification. Deux 

classifications sont classiquement retenues : la classification structurale de R.P. Ambler (20) 

basée sur des critères moléculaires et la classification fonctionnelle de Bush-Jacoby-Medeiros 

(21) reposant sur des caractéristiques phénotypiques.  

La classification d’Ambler définit 4 grandes classes, de A à D. Elle est basée sur l’homologie 

en acides aminés des séquences codant pour le site actif des ß-lactamases. Les protéines de 

classe A, C et D sont les enzymes à sérine active et les enzymes de classe B correspondent aux 

métallo-enzymes à zinc. C’est la classification la plus simple et la plus utilisée en pratique 

courante médicale.  

La classification de Bush repose sur l’activité hydrolytique des ß-lactamases et sur leur 

sensibilité aux IBL. Cette classification offre la possibilité de relier les enzymes à leur rôle 

clinique permettant ainsi au biologiste de relier les propriétés d'une ß-lactamase avec le profil 

de résistance microbienne observée pour une souche bactérienne (21).  

Les différents types de ß-lactamases principalement amplifiées à partir d’entérobactéries sont 

résumées Figure 2. 
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Figure 2. Principales bêta-lactamases retrouvées chez les Entérobactéries réparties selon la classification 
d’Ambler (Ruppé et al. 2015 (22)) 

 

1.2.7 Résistance acquise des entérobactéries aux β-lactamines : place 

des β-lactamases à spectre élargi 

Il n’existe pas de définition consensuelle précise des BLSE (23). Le phénotype BLSE comprend 

une résistance de la bactérie aux pénicillines et aux céphalosporines, mais pas aux 

céphamycines ni aux carbapénèmes. La résistance aux C3G, aux C4G et à l’aztréonam est plus 

ou moins marquée selon les enzymes et les souches (18). Par ailleurs, l’activité hydrolytique 

des BLSE est inhibée par les IBL comme l’acide clavulanique ou le tazobactam (21). L’activité 

des associations β-lactamines - IBL (BL-IBL) est cependant variable car dépendante du type 

enzymatique et de son niveau de production. Elle reste généralement suffisante pour être la base 

de la détection phénotypique sur antibiogramme en milieu gélosé, par la mise en évidence d’une 

image de synergie entre les IBL et les C3G et/ou les C4G et/ou l’aztréonam décrivant la fameuse 

image en « bouchon de champagne » caractéristique des BLSE (voir figure 11 dans la partie 

« Matériels et Méthodes »). Cette synergie n’est toutefois pas forcément assez importante pour 

faire reposer le traitement antibiotique sur ces molécules. 
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A l’exception des enzymes de type OXA qui appartiennent à la classe D (BLSE de classe D), 

les BLSE font partie de la classe A au sein de la classification structurale d’Ambler. Cependant, 

la classe A étant un ensemble hétérogène, les BLSE ont une homologie moléculaire variable 

allant de 20 à 99 % (24).  

Les entérobactéries classiquement retrouvées en pathologie humaine ont acquis des enzymes 

de type BLSE au moyen de 2 mécanismes : (i) par sélection de mutants des pénicillinases de 

type TEM et SHV ayant des mutations ponctuelles élargissant leur spécificité de substrat aux 

C3G et à l’aztréonam ; ces enzymes étant ensuite portées par des plasmides se disséminant au 

sein des entérobactéries depuis les années 1970 (25) ; (ii) par capture de nouveaux gènes codant 

pour des β-lactamases à spectre élargi en provenance du métagénome environnemental 

(typiquement  venant des Kluyvera spp.). Appartenant à ce deuxième groupe, les enzymes de 

type CTX-M sont devenues le type de BLSE le plus répandu dans le monde entier (26). 

 

1.2.7.1 BLSE de type TEM et SHV 

Les enzymes TEM-1, TEM-2 et SHV-1 sont des pénicillinases à spectre étroit hydrolysant les 

pénicillines et les C1G, plus ou moins les C2G, et sensibles à l’acide clavulanique (27).  

La première ß-lactamase d’acquisition plasmidique chez une entérobactérie a été décrite en 

1965, en Grèce. Elle provenait d’une souche d’E. coli isolée à partir d’une hémoculture d’un 

patient nommé Temoniera (28) et fut ainsi appelée TEM-1 (29). Son support génétique mobile 

par des plasmides et des transposons a facilité la diffusion de TEM-1 à de nombreuses autres 

espèces bactériennes comme Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, et Nesseria 

gonorrhoeae (30). En quelques années, TEM-1 s’est répandue à travers le monde puis TEM-2 

a été découverte. TEM-2 est une enzyme moins fréquente, ayant le même profil hydrolytique 

que TEM-1, mais différant par son promoteur et son point isoélectrique.  

SHV-1 (pour sulphydryl variable) est une autre ß-lactamase retrouvée chez E. coli et K. 

pneumoniae (31).  Le gène codant SHV-1 a un support chromosomique chez la majorité des 

souches de K. pneumoniae mais est habituellement porté par un plasmide chez E. coli.  

Au cours des années, la pression de sélection engendrée par l'utilisation massive de nouvelles 

ß-lactamines, en particulier les C3G, a sélectionné de nouveaux variants de ß-lactamases de 

type BLSE (30). 
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Les BLSE ont émergé durant les années 1980-90, juste après l’introduction en médecine 

humaine des C3G (23), et ont connu une expansion écologique importante, en particulier dans 

les services de réanimation où l’utilisation de ces molécules est très répandue. Ces BLSE étaient 

généralement codées par des gènes ayant un support plasmidique facilitant leur diffusion. Elles 

ont surtout été observées chez des souches de K. pneumoniae et Enterobacter spp., responsables 

d’épidémies d’infections nosocomiales. Ainsi, la première BLSE de classe A nommée SHV-2 

a été décrite en Allemagne en 1983 chez K. ozaenae (32). Elle dérivait de la pénicillinase SHV-

1 par la simple variation d’un acide aminé (glycine en sérine à la position 238) (33), ayant pour 

conséquence de modifier l’activité enzymatique en élargissant le spectre d’hydrolyse aux C3G 

et l’aztréonam. En 1984, une souche de K. pneumoniae productrice d’une BLSE dérivée de la 

pénicillinase TEM-2, a été caractérisée en France. L’enzyme avait d’abord été nommée CTX-

1 en raison de sa forte activité hydrolytique vis-à-vis du céfotaxime, puis le nom retenu fut 

finalement TEM-3, l’enzyme différant de TEM-2 par seulement deux substitutions d’acides 

aminés. 

Les TEM et SHV BLSE ont été classées, au fur et à mesure de leur apparition, en deux grands 

groupes : les ceftazidimases qui confèrent un plus haut niveau de résistance au ceftazidime 

qu’au céfotaxime (Ex : TEM-5, TEM-24, SHV-4, SHV-5) et les céfotaximases qui confèrent 

un niveau de résistance équivalent à ces deux molécules (Ex : TEM-3, SHV-2) (18). Les BLSE 

de type TEM et SHV sont présentes dans le monde entier et sont actuellement représentées par 

au moins 136 membres (www.lahey.org/Studies/). La plupart sont des ceftazidimases, et seules 

quelques-unes sont des céfotaximases (24). 

 

1.2.7.2 β-lactamases à spectre élargi de type OXA 

Les enzymes OXA constituent une autre famille de ß-lactamases. La plupart des ß-lactamases 

de type OXA ne sont pas considérées comme BLSE car elles n’hydrolysent pas les C3G à un 

degré significatif, elles sont dites à « spectre étroit ». Cependant, certaines OXA BLSE 

possèdent un spectre étendu aux C2G, C3G et C4G. Alors que la plupart des BLSE de classe A 

sont retrouvées chez les entérobactéries (E. coli, K. pneumoniae, etc.), les BLSE de type OXA 

sont principalement retrouvées chez P. aeruginosa, chez qui elles ont été découvertes pour la 

première fois dans un hôpital d’Ankara en Turquie (34) ainsi que chez Acinetobacter baumanii 

(35). Il en existe deux principaux types : (i) certaines BLSE sont simplement dérivées 

d’oxacillinase à spectre étroit par mutation ponctuelle. Un grand nombre d’oxacillinases BLSE 
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ont été identifiées parmi les variants d’OXA-10 (OXA-11, 14, 16 et 17, 35, 142, 145, 147), 

d’OXA-2 (OXA-15, 32, 34, 36, 53, 141) ou d’OXA-13 (OXA-19, 28). Cette évolution à partir 

d'enzymes mères à spectre plus étroit vers des BLSE a de nombreux parallèles avec l'évolution 

des BLSE de type TEM et SHV (23) ; (ii) d'autres peuvent être des enzymes complètement 

différentes avec une homologie de séquence d'acides aminés faible comme OXA-18, et 45 (36). 

Toutes confèrent une résistance franche au céfotaxime, parfois à la ceftazidime et à l’aztréonam.  

Plus récemment, de nouvelles BLSE codées par des plasmides et non dérivées des pénicillinases 

TEM, SHV, et OXA ont émergé. Il s’agit des céfotaximases de type CTX-M, et des 

ceftazidimases de type PER, BES, GES (ou IBC) et VEB (30). Les enzymes de type PER sont 

surtout observées en Turquie (PER-1) et en Amérique du Sud (PER-2), VEB-1 en Asie, et les 

enzymes de type GES en Europe et Amérique du Sud. A l’exception des CTX-M qui seront 

traitées ci-dessous, ces BLSE ne seront pas abordées dans ce travail. 

 

1.2.7.3 β-lactamases à spectre élargi de type CTX-M 

L’épidémiologie des BLSE a été bouleversée par l’émergence des enzymes de type CTX-M qui 

ont disséminé dans toutes les entérobactéries. E. coli et K. pneumoniae sont les espèces les plus 

couramment productrices de CTX-M, mais ces enzymes ont aussi été détectées chez de 

nombreuses autres espèces, dont S. enterica, Shigella sp., Klebsiella oxytoca, Enterobacter sp., 

Pantoea agglomerans, Citrobacter sp., S. marcescens, P. mirabilis, M. morganii et Providencia 

sp. (37).  

La première observation date de 1986, année pendant laquelle une BLSE non-TEM, non-SHV, 

désignée FEC-1, a été découverte au Japon chez une souche d'E. coli résistante au céfotaxime, 

isolée de la flore fécale d’un chien de laboratoire utilisé pour des études à visée 

pharmacocinétique sur les ß-lactamines (38). En 1989, une équipe allemande a rapporté une 

souche clinique d’E. coli résistante au céfotaxime, isolée à partir de l'exsudat de l'oreille d'un 

nouveau-né. Cette souche produisait une BLSE non-TEM et non-SHV, désigné CTX-M-1, en 

référence à son activité hydrolytique vis-à-vis du céfotaxime (39). Dans le même temps, la 

diffusion de souches de salmonelles résistantes au céfotaxime débutait en Amérique du Sud 

(40). Les ß-lactamases observées dans ces différentes régions avaient toutes des valeurs de point 

isoélectrique alcalines, elles possédaient une activité hydrolytique supérieure pour le 

céfotaxime et conféraient donc un niveau de résistance plus élevé au céfotaxime qu’à la 

ceftazidime, avec une sensibilité aux IBL. En 1992, le même type de BLSE a été rapporté dans 
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une souche clinique d’E. coli, isolée au début de l'année 1989 en France chez un patient 

ressortissant italien (41). Le séquençage de cette enzyme désignée MEN-1 montrait seulement 

39% d’identité avec les enzymes TEM et SHV. Quelques années plus tard, une enzyme liée à 

MEN-1 (83% d'homologie) a été rapportée au Japon. Elle était produite par une souche d’E. 

coli résistante au céfotaxime et fut nommée Toho-1 (42). Plus tard, en 1996, le séquençage a 

permis de révéler que CTX-M-1 était identique à MEN-1, et qu’il s’agissait d’une variante de 

Toho-1. Cette dernière a alors été désignée CTX-M-2 et a été de nouveau identifiée dans une 

souche de Salmonella sp. résistante au céfotaxime isolée en Argentine en 1990 (43). La même 

année, une variante de CTX-M-1 désignée CTX-M-3, a été identifiée chez différentes espèces 

d’entérobactéries (44).   

La famille des CTX-M est assez hétérogène et comprend au moins six sous-lignages ou groupes 

(CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 et KLUC, du nom des enzymes 

archétypales de chaque groupe) (Figure 3). L’enzyme CTX-M-15 est la BLSE la plus 

fréquemment isolée dans les souches E-BLSE au niveau mondial (26,45,46).  

 

Figure 3. Arbre phylogénétique présentant les distances entre les différents groupes CTX-M (D’Andrea 
et al., 2013). 

 

Chacun des groupes diffère des autres par au moins 10% des résidus d'acides aminés (26). 

Chaque groupe comprend à son tour un certain nombre de variants alléliques mineurs qui 

diffèrent les uns des autres par une ou plusieurs substitutions d'acides aminés (≤ 5% de 

différence en résidus d'acides aminés). De plus, il y a au moins quatre variants CTX-M qui 
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présentent une structure hybride. Il s’agit de CTX-M-45 (anciennement Toho-2) qui est un 

hybride de CTX-M-14 avec une protéine d'origine inconnue, et CTX-M-64, CTX-M-123 et 

CTX-M-132 qui sont des hybrides de CTX-M-15 avec différents segments de CTX-M14. Les 

groupes CTX-M-1 et 9 regroupent la majorité des enzymes CTX-M. Cela suggère possiblement 

une plus grande plasticité des gènes contenus dans ces groupes ou bien reflète simplement un 

nombre plus élevé de progéniteurs initiaux ce qui augmente la probabilité d’évoluer en variants 

différents (47).  

L’origine des gènes blaCTX-M codant pour les enzymes CTX-M a finalement été élucidée. 

Comme pour la quasi-totalité des gènes de résistance aux antibiotiques, les gènes codant pour 

les CTX-M dérivent de l’évolution et de la dissémination de gènes permettant initialement aux 

bactéries de s’adapter à leur environnement. Il s’agit ici très probablement d’une mobilisation 

de gènes chromosomiques présents à l’état naturel chez certaines entérobactéries 

environnementales du genre Kluyvera spp. (K. ascorbata, K. gorgiana et K. cryocrescens) par 

transfert médié par un élément génétique mobile. En effet, les gènes acquis sont généralement 

portés par des plasmides conjugatifs et sont rarement intégrés au chromosome (sauf chez P. 

mirabilis) (48–50). Dans la plupart des cas, les gènes blaCTX-M sont associés à ISEcp1 ou ISCR1, 

deux séquences d'insertion différentes capables de mobiliser des fragments d'ADN voisins (51). 

Ces séquences d’insertion semblent impliquées dans la capture des gènes blaCTX-M à partir du 

chromosome de Kluyvera sp. et dans leur transposition sur des plasmides, comme cela a été 

démontré pour ISEcp1 dans un modèle expérimental (52). Les gènes blaCTX-M acquis sont 

généralement flanqués de régions supplémentaires dérivées du chromosome de Kluyvera sp. 

dont les tailles peuvent varier caractérisant ainsi différents événements de mobilisation (47). 

Cela suggère que chaque groupe CTX-M est probablement dérivé d'une ou plusieurs souches 

différentes de Kluyvera, et l'existence de plusieurs groupes de gènes transférables blaCTX-M est 

compatible avec une histoire de multiples événements de capture de gènes (26). Les 

mécanismes de dissémination plasmidique des E-BLSE sont détaillées plus précisement dans 

le paragraphe 1.3.2 

D'autre part, le transfert de gènes plasmidiques codant pour des enzymes CTX-M dans des 

souches clonales d’E. coli et de K. pneumoniae, a généré un certain nombre de clones virulents 

et multirésistants dits à « haut risque » (53), ce qui a également contribué à la diffusion rapide 

et globale des BLSE de type CTX-M. Les différents aspects de cette dissémination clonale sont 

développés plus précisement dans le paragraphe 1.3.1. 
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Grâce à cette dissémination plasmidique et clonale, les BLSE de type CTX-M sont devenues 

les plus fréquentes à travers le monde en quelques années (54). En particulier, leur 

dissémination ne s’est pas limitée au milieu hospitalier, comme cela avait été décrit jusque-là 

pour les autres BLSE, mais elles se sont également répandues dans la communauté (47). 

Enfin, bien que les enzymes de type CTX-M soient principalement rapportées chez des 

entérobactéries, il faut néanmoins noter qu’elles ont parfois été signalées chez d’autres espèces 

bactériennes, comme P. aeruginosa (55,56), Acinetobacter spp. (57,58), Vibrio cholerae (59), 

Aeromonas sp. (60) ou Stenotrophomonas maltophilia (61). Cela souligne la possibilité d’une 

transmission des gènes blaCTX-M à des espèces n’appartenant pas aux entérobactéries. 

Cependant, la plupart des cas rapportés étaient sporadiques, sans aucune tendance significative 

à la transmission croisée et à la diffusion, ce qui suggère que les plasmides diffusent moins ou 

sont moins bien adaptés à ces espèces qui sont donc peu propices à la dissémination des gènes 

blaCTX-M (26). Les BLSE, bien que très largement répandues, ne sont pas la seule source de 

résistance acquise aux β-lactamines et cohabitent avec d’autres mécanismes. 

 

1.2.8 Associations de mécanisme de résistance 

L’hyperproduction d’une céphalosporinase chromosomique ou plasmidique associée à une 

imperméabilité est la cause la plus fréquente de résistance aux carbapénèmes chez les 

entérobactéries (18). La membrane externe des entérobactéries contient des protéines 

spécifiques, appelées porines, qui forment des canaux hydrophiles permettant l'absorption 

sélective de substances nutritives essentielles et d’autres composés, y compris les antibiotiques. 

Toute modification du nombre ou de l’activité des porines bactériennes peut avoir un effet sur 

la résistance aux antibiotiques par un mécanisme d’imperméabilité (62). Ce phénotype de 

résistance aux carbapénèmes a été observé au départ chez des entérobactéries, en particulier 

chez Enterobacter spp., qui associent des modifications des porines OmpC et OmpF en plus de 

l’hyperproduction de leur céphalosporinase chromosomique AmpC (63). Des mécanismes 

similaires ont été rapportés chez d’autres entérobactéries hyperproduisant une enzyme AmpC 

plasmidique de type CMY-2, DHA-1, ou ACC-1 par exemple, conjointement avec des 

modifications des porines OmpK35/36 pour K. pneumoniae, OmpF et OmpC pour E. coli ou 

OmpF pour Salmonella typhimurium (64–66). 

De la même façon, une imperméabilité membranaire associée à la production d’une BLSE de 

type TEM, SHV ou CTX-M peut aussi conférer une résistance aux carbapénèmes. Ce 
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mécanisme a été signalé chez presque toutes les espèces d'entérobactéries, dont E. coli et K. 

pneumoniae (67,68). Néanmoins, plusieurs études suggèrent que la résistance aux 

carbapénèmes par anomalies des porines est instable chez les entérobactéries (62), que les 

souches résistantes aux carbapénèmes sans production de carbapénèmase sont généralement 

moins résistantes aux antibiotiques d'autres familles et que leur résistance n’est pas transférable 

horizontalement. Pour ces raisons, elles sont considérées comme moins préoccupantes que les 

souches d’entérobactéries productrices de carbapénèmase (3). 

 

1.3. Dissémination des E-BLSE 

Comme décrit précédemment, les gènes codant pour les E-BLSE ont pu être transférés des 

Kuyvera spp. aux autres entérobactéries grâce à la mobilisations d’éléments génétiques sur des 

plasmides. 

1.3.1 Dissémination plasmidique 

Les plasmides sont des molécules d’acide désoxyribonucléique (ADN) double brin extra-

chromosomique de structure en général circulaire et de taille variable (de 1 kb à plus de 200 

kb), capables de réplication autonome. Ils peuvent porter des gènes codant pour des facteurs de 

virulence mais aussi être vecteurs de transmission horizontale de résistance aux antibiotiques 

dont les bêta-lactamines, les aminosides, les macrolides, les quinolones et le triméthoprime 

(50). Des résistances à plusieurs classes d’antibiotiques peuvent d’ailleurs être médiées par un 

même plasmide comme c’est fréquemment le cas pour les plasmides portant un gène BLSE. 

Les plasmides peuvent être échangés entre bactéries soit par conjugaison autonome soit par 

mobilisation grâce à un autre plasmide et sont donc des pourvoyeurs majeurs d’échange de 

matériel génétique entre bactéries. La transmission horizontale médiée par les plasmides peut 

s’opérer intra-espèce ou entre bactéries d’espèce, de genre voire de phyla différents en fonction 

du spectre d’hôte du plasmide et de son caractère conjugatif ou non.  

Plus de 580 séquences ADN de plasmides présents dans des entérobactéries d’intérêt clinique 

ont été décrits et référencés sur les bases de données, 242 isolés à partir d’E. coli, et 62 à partir 

de K. pneumoniae (69). Les plasmides acquièrent des éléments génétiques mobiles (séquences 

d’insertion et transposons) permettant la mobilisation des gènes de résistance aux antibiotiques 

au sein du plasmide mais aussi entre chromosome bactérien et plasmide. Ces séquences 

d’insertion (en particulier ISEcp1, ISCr1 et IS26) sont celles qui ont permis le transfert de gènes 
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chromosomiques de Kluyvera spp. sur des plasmides diffusant au sein des Enterobacteriaceae 

ayant eu pour conséquence l’expansion mondiale des gènes blaCTX-M  comme discuté 

précédemment (70–74). Les transposons sont, eux, des molécules d’ADN double brin, 

incapables d’autoréplication mais pouvant se mobiliser d’un réplicon (plasmide ou 

chromosome) à un autre et/ou au sein d’un même réplicon.  

La portion minimale du plasmide capable de réplication est appelée réplicon, contient l’origine 

de réplication (ori) et code pour des protéines spécifiques régulant l’initiation de la réplication 

se fixant sur l’ori et aux autres facteurs de régulation (75,76). Ce contrôle strict de la réplication 

implique que deux plasmides ayant le même type de réplicon ne peuvent pas être stables au sein 

d’une même lignée cellulaire. Ce phénomène, appelé incompatibilité plasmidique, permet de 

classer les plasmides en groupes homogènes appelés groupes d’incompatibilité notés Inc. 

Les plasmides du même groupe d’incompatibilité sont incompatibles et ne peuvent pas exister 

au sein d’une même bactérie, ceux ne partageant pas les mêmes mécanismes de régulation de 

la réplication sont compatibles et peuvent coexister (77).  

Ces propriétés ont donné naissance à la première classification plasmidique par Hedges et Datta 

en fonction des phages auxquels les plasmides étaient sensibles (78). L’identification 

plasmidique repose actuellement sur le typage de ces réplicons et cette nomenclature est 

toujours la plus largement utilisée (79–82). En effet ces techniques sont plus rapides et 

efficaces, permettant l’identification de 18 types de réplicon grâce à 5 PCR multiplex et 3 PCR 

simplex à la recherche des groupes FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1-Igamma, L/M, N, P, W, T, A/C, 

K, B/O, X, Y, F, and FIIA (79). Avec les avancées des techniques de séquençage haut débit, il 

est actuellement possible de séquencer un plasmide en entier ce qui offre un outil 

potentiellement puissant. Néanmoins, il existe encore plusieurs limites à la généralisation de 

cette technique. Ainsi, les plasmides contenant de nombreuses séquences répétées, l’analyse est 

périlleuse à partir de séquençage en fragments courts (autour de 250 pb). Le séquençage par 

des techniques permettant l’obtention de longs fragments (> 1000bp) est essentiel pour une 

cartographie plasmidique mais reste cher (83,84). Les techniques récentes permettant 

l’obtention de fragment de plus de 10 000pb sont les plus adaptées à ces techniques de 

cartographie plasmidique (85–87). Deuxièmement, quand plusieurs plasmides compatibles sont 

présents dans la bactérie, il n’est pas toujours possible de déterminer quelle séquence appartient 

à quel plasmide. Une étape de conjugaison ou transformation préalable est alors indispensable. 

Les nouvelles techniques de séquençage par nanopore et/ou la combinaison de ces techniques 

de séquençage par cartographie optique à l’aide de microscopie fluorescente permettant 
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d’identifier les régions riches en GC pourraient à l’avenir faciliter l’analyse des plasmides mais 

restent encore à valider (88–90). 

Comme évoqué précédemment, la détermination du groupe d’incompatibilité du plasmide 

présent dans une souche bactérienne est parfois compliquée par le fait que différents plasmides 

compatibles peuvent coexister au sein d’une même bactérie sans qu’il soit possible de prime 

abord de savoir lequel porte quel gène. Dans ce cas, le transfert à une autre bactérie initialement 

sensible par conjugaison ou transformation puis l’étude du plasmide extrait à partir de la 

bactérie réceptrice permet de répondre à la question. Quand ce transfert n’est pas réalisable, une 

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) plasmidique peut permettre d’identifier le nombre de 

plasmides et leurs tailles. Pour cela, les plasmides doivent être linéarisés car ils peuvent être 

naturellement linéaires, circulaires ouverts ou superenroulés ce qui impacte la migration. Ils 

sont ensuite digérés par une nucléase S1 transformant le plasmide en de l’ADN double brin 

linéarisé. Après identification du fragment de taille ciblée, il peut être réalisé un Southern Blot 

ou une extraction de l’ADN contenu dans la bande pour réalisation de PCR (91). Ce travail de 

typage reste néanmoins fastidieux et n’est pas réalisé en routine. De plus, la technique de 

Southern Blot n’est pas assez spécifique et sous-estime la diversité plasmidique. 

Les plasmides mobilisant des gènes codant pour des enzymes BLSE sont habituellement de 

grande taille (entre 50 et 200 kb), auto-conjugatifs et portent des mécanismes de régulation du 

nombre de copies et du taux de réplication (92). 

Les plasmides présents dans les Enterobacteriaceae actuellement sont les mêmes que ceux 

isolés avant l’utilisation des antibiotiques (93,94). Ils différent uniquement par le portage plus 

fréquent de gènes de résistance aux antibiotiques depuis l’utilisation large de ceux-ci.  

Ainsi le gène blaCTX-M-1 a été retrouvé, dans des E. coli isolés en médecine humaine comme 

vétérinaire, associé à des plasmides du groupe d’incompatibilité IncN, proches de ceux déjà 

décrits comme portant le gène blaVIM-1 (95,96). Le gène blaCTX-M-1 a également fréquemment 

était retrouvé porté par des plasmides du groupe IncI1. Les plasmides de ce groupe IncI1 sont 

caractérisés par la présence d’un cluster de gènes codant pour un pili de type IV permettant 

l’adhésion et l’invasion de souches E.coli productrices de Shiga-toxine (97). Le groupe IncI1 

contient plus de 359 plasmides différents dont au moins 186 portent des gènes blaCTX-M. Les 

plasmides de ce groupe ont aussi été retrouvés dans des bactéries isolées chez l’Homme comme 

chez des animaux, soulignant leur capacité de dissémination et la multiciplicité des réservoirs 

(49,98). 
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 Le gène blaCTX-M-14 a lui aussi été décrit dans des bactéries isolées en médecine humaine et 

vétérinaire mais plus fréquemment associé à des plasmides appartenant aux groupes IncK ou 

IncF.  

Les plasmides du groupe IncF ont été particulièrement étudiés au début des années 2010 car ils 

sont capables de porter de multiples gènes de résistance ainsi que des facteurs de virulence. Le 

clone E. coli O25 :H4-ST131 pandémique, virulent et multirésistant contenait ainsi des 

plasmides du groupe IncF portant plusieurs gènes de résistance (81,99). Ces plasmides du 

groupe IncF sont finalement ceux les plus fréquemment isolés dans les souches 

d’Enterobacteriaceae (ils ont d’ailleurs un spectre d’hôte limité à ces Enterobacteriaceae). Ce 

sont des plasmides à faible nombre de copies, faisant plus de 100kb et pouvant porter plusieurs 

réplicons compatibles (FII, FIA et FIB) comprenant des gènes de résistance mais aussi des 

facteurs de virulence (81). Les gènes codant pour des BLSE sont donc portés par des plasmides 

appartenant à des familles connues pour avoir un spectre large d’hôte (IncA/C), une activité 

réplicative forte et un pouvoir conjugatif important (IncI1 et IncN) ce qui a amplement aidé à 

la dissémination de ces gènes codant pour des enzymes BLSE. 

Les séquences d’insertion impliquées dans la capture et la mobilisation des gènes blaCTX-M 

fournissent également des promoteurs forts permettant une expression de haut niveau nécessaire 

pour conférer une résistance au nouvel hôte bactérien. L’ISEcp1 est retrouvée associée à des 

membres de tous les groupes CTX-M (37,100) et jouerait ainsi le rôle le plus important dans la 

capture et la mobilisation des gènes blaCTX-M. L'étendue de l'espacement entre l’ISEcp1 et le 

gène blaCTX-M  en aval peut influencer le niveau d’expression du gène et par conséquent le 

niveau de résistance (101). L’ISCR1 a, pour sa part, été retrouvée associée avec les membres 

des groupes CTX-M-2 et CTX-M-9 (102). Les variants alléliques mineurs au sein de chaque 

groupe pourraient refléter différents événements de capture de gènes ou d’évolution post-

capture ayant lieu dans des hôtes secondaires, et probablement influencés par la pression de 

sélection antibiotique rencontrée dans les milieux cliniques et vétérinaires (26). Enfin, les 

enzymes CTX-M présentant une structure hybride sont probablement dérivées d'événements de 

recombinaison entre des gènes des différents groupes. En effet, la coexistence de plusieurs 

variants CTX-M au sein d’une même bactérie a été rapportée et pourrait favoriser l'émergence 

de tels hybrides (103). 

Les capacités de mobilisation des gènes blaCTX-M a conduit à leur dissémination rapide chez 

pratiquement tous les grands groupes plasmidiques circulant au sein des entérobactéries 

(37,49,50,104,105). Certains de ces plasmides ont joué un rôle majeur dans la diffusion des 
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CTX-M, par le biais d’épidémies plasmidiques. Les exemples typiques sont la diffusion 

pandémique du gène blaCTX-M-15 favorisée par des plasmides IncFII (48,104), la diffusion du 

gène blaCTX-M-3 en Pologne et dans d’autres pays d’Europe de l’Est par des plasmides IncN 

(106), la diffusion du gène blaCTX-M-65 en Chine par des plasmides de type F33:A-:B (107), et la 

diffusion de gène blaCTX-M-14 en Espagne et au Royaume-Uni par des plasmides IncK (108–110). 

De façon générale, les génomes bactériens sont à considérer comme un ensemble extrêmement 

dynamique propice à la diffusion de gènes entre bactéries dont des gènes de résistance aux 

antibiotiques. 

 

1.3.2 Dissémination clonale 

En plus de cette dissémination plasmidique, les plasmides portant des gènes codant pour des 

enzymes de résistance BLSE se sont parfois intégrés dans clones bactériens « hypervirulents ». 

Ces clones, le plus souvent suite à l’apport de facteurs de virulence antérieurement ou 

concomitamment à celui des gènes de résistance, ont eu la capacité de se multiplier et de 

s’implanter dans de nombreux environnements tout en conservant le plasmide portant la 

résistance de type BLSE. De ce fait, ces clones bactériens peuvent assurer la dissémination par 

transmission verticale par transmission des bactéries « mères » aux bactéries « filles » lors de 

leur multiplication mais également par transmission horizontale car l’accroissement du nombre 

de bactéries accroit la probabilité de transfert (53). L’étude de la diffusion clonale s’est faite 

par « multilocus sequence typing » (MLST), « pulsed-filed gel electrophoresis » (PFGE), 

« amplified fragment length polymorphism » (AFLP) ou « multi-locus variable tandem repeat 

number analysis » (MLVA). La MLST, qui analyse les variations de séquence de gènes de 

ménage, est adaptée pour les études d’évolution mais manque de pouvoir discriminatif pour 

analyser la clonalité lors d’une épidémie (111,112). La PFGE, qui analyse les patterns de 

migration des fragments du génome après restriction, a l’avantage d’avoir un plus grand pouvoir 

discriminatif mais est plus longue et nécessite un équipement encombrant (113–115). La 

détection d’empreinte génétique par PCR (ou détermination des polymorphismes) a été 

longtemps été une méthode plébiscitée mais ces techniques ne sont que peu reproductibles entre 

les laboratoires à l’exception de l’AFLP. L’automatisation de ces techniques a permis d’en 

améliorer la reproductibilité (116,117). Enfin, le pouvoir discriminatif de la MLVA, qui 

détermine le nombre de répétitions de séquences à différents loci, varie en fonction des loci 

choisis ce qui permet d’adapter la précision (et la lourdeur de manipulation en fonction du 

nombre de loci) à la question posée (118–120). Le choix de la technique utilisée est donc 
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essentiellement guidé par la question posée. En cas de recherche de transmission croisée, un 

pouvoir discriminatif élevé est nécessaire et la PFGE est souvent privilégiée. Néanmoins, en 

cas de nécessité de réponse rapide ou en cas de grands nombres d’isolats à étudier comme lors 

de l’étude de la dissmination entre pays, la PFGE ne peut être utilisée et des approches de typage 

par PCR peuvent être utilisées. Le développement des techniques de séquençage haut débit 

devraient également permettre l’analyse complète des génomes pour disséquer plus finement 

les mécanismes et les facteurs de virulence impliqués dans cette dissémination clonale (121–

123).  

Ces techniques ont permis d’identifier certains clones ayant grandement favorisé la 

dissémination mondiale des E-BLSE. 

Parmi les exemples les plus emblématiques, on peut citer la pandémie à E. coli clone ST131 

(groupe phylogénétique B2), associé à l’enzyme CTX-M-15 (124–127). Ce clone, 

hypervirulent avec une expansion mondiale, est reconnu par PCR du gène pabB (128,129). La 

PFGE a permis d’identifier plusieurs variants portant des facteurs de virulence différents au 

sein de ce clone avec des pouvoirs de dissémination différents (48,115,125,130–132). A 

contrario, les 5 souches d’E. coli les plus fréquemment porteuses de CTX-M initialement 

isolées au Royaume-Uni étaient différentes en PFGE mais le fait qu’elles appartenaient toutes 

au clone ST131 ne fut identifié que plusieurs années ensuite par MLST (115,133). Cet exemple 

illustre bien la complémentarité des informations apportées par ces différentes techniques. Les 

autres principaux complexes clonaux sont STC405 et STC38 (groupe phylogénétique D) d’E. 

coli associés aux enzymes du groupe CTX-M-9 (principalement CTX-M-14 et CTX-M-9) et à 

CTX-M-15 (134). Enfin, E. coli ST10 (groupe phylogénétique A) a été récemment associé à la 

diffusion de plusieurs groupes d’enzymes de type CTX-M (groupes CTX-M-1, CTX-M-2 et 

CTX-M-9) (108,135–139).  

Chez K. pneumoniae, des souches du complexe clonal 11 ont été associées à la diffusion 

d’enzymes de type CTX-M-15 et CTX-M-14 (140–142). Néanmoins, l’analyse par MLST a 

identifié plus de 40 complexes clonaux parmi 67 souches isolées ce qui a remis en question le 

dogme de la diffusion massive de quelques clones porteurs de BLSE chez K. pneumoniae mais 

a plutôt été en faveur d’une émergence globale de différents clones porteurs de ces gènes de 

résistance (111). En revanche, il semble que certains clones virulents de K. pneumoniae soient 

en partie responsables de la diffusion des gènes codant pour des carbapénèmases, 

problématique hors du spectre de cette thèse (143–145). 
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1.3.3 Dissémination en réanimation et mesures de prévention 

Cette dissémination clonale a longtemps été le moteur principal de la dissémination des E-

BLSE en réanimation entrainant une mortalité accrue ainsi que des durées et des coûts 

d’hospitalisation importants (146). Par conséquence, les premières épidémies clonales d’E-

BLSE ont eu pour réponse la mise en place de précautions complémentaires contact en hygiène 

pour les patients porteurs d’E-BLSE après dépistage systématique à l’admission et plus ou 

moins dépistage hebdomadaire lors du séjour en réanimation. Devant l’émergence des E-BLSE 

dans la communauté (développée dans le paragraphe 1.3.5) et une frontière moins marquée avec 

le développement de soins en ville, la pertinence de ces précautions complémentaires a été 

remise en cause. Le renforcement et l’application systématique de précautions standards de bon 

niveau semblent avoir la même efficacité dans le contrôle de la transmission manu-portée des 

E-BLSE avec un coût plus faible et moins d’effets secondaires pour les patients. L’impact d’un 

dépistage systématique et des mesures de contrôle de la dissémination des E-BLSE en 

réanimation ont également été discutés dans la revue systématique publiée dans Critical care 

(en Annexe n°2 pages 162-174). 

 

1.3.4 Autres mesures de maitrise de la résistance aux antibiotiques : 

maitrise de l’antibiothérapie 

 

Un autre moyen de limiter la dissémination hospitalière des E-BLSE pourrait être de diminuer 

la consommation d’antibiotiques.  La causalité de la pression de sélection des antibiotiques a 

été montrée pour les résistances créées par des mutations (évolution d’une TEM en TRI, 

résistance aux fluoroquinolones par mutation des topo-isomérases, résistance à la rifampicine 

ou aux macrolides, …). Un lien de corrélation mais sans causalité formelle a pu être prouvé 

pour la sélection de résistance pré-existante comme les BLSE ou les carbapénèmases et 

l’utilisation respectivement des C3G et des carbapénèmes. Devant l’augmentation 

préoccupante des niveaux de résistance, un principe de précaution s’est ajouté à cette 

corrélation, ce qui a conduit les autorités de santé à essayer de maitriser au mieux la prescription 

des antibiotiques. De nombreuses campagnes ont été lancées, à destination du grand public, des 

médecins libéraux et aussi des médecins hospitaliers. Ces campagnes ont eu une efficacité 

limitée en France puisqu’elles n’ont pas permis de faire baisser l’utilisation des antibiotiques 

(https://ecdc.europa.eu/en/antimicrobial-consumption/database/country-overview).  

https://ecdc.europa.eu/en/antimicrobial-consumption/database/country-overview
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Depuis 2015, dans le cadre du plan antibiotique, une nouvelle campagne de lutte contre 

l’antibio-résistance à l’hôpital a été lancée : « les antibios juste ce qu’il faut » dans le but de 

préserver l’efficacité des antibiotiques et de limiter l’émergence des bactéries multirésistantes. 

Les médecins sont ainsi incités à limiter l’usage des antibiotiques aux situations nécessaires, à 

limiter les durées de traitement, à réévaluer systématiquement les prescriptions d’antibiotiques 

et à avoir recours à un avis spécialisé auprès d’un infectiologue. 

Concernant plus spécifiquement les réanimations, une étude analysant les pratiques de 113 

réanimations françaises sur les 3 premiers mois de 2018 a démontré que ces stratégies d’épargne 

antibiotique devaient encore être largement améliorées puisque seulement la moitié des 

traitements empiriques non justifiés étaient ensuite arrêtés. De plus, seulement 57% des 

hémocultures prélevées étaient mises en culture la nuit ou les week-ends (147). 

Dans cette perspective d’épargne globale des antibiotiques, en particulier les antibiotiques de 

derniers recours, les patients colonisés à E-BLSE posent un défi thérapeutique à la fois à la 

phase empirique et documentée. En effet, le traitement de première ligne en cas d’infection 

suspectée ou prouvée à E-BLSE repose souvent sur l’utilisation de carbapénèmes sans que les 

recommandations n’aient pu trancher en l’absence de donnée scientifique de bon niveau de 

preuve (148). Le problème posé est que les carbapénèmes sont des antibiotiques de dernière 

ressource et que leur utilisation a conduit à la sélection d’entérobactéries résistantes aux 

carbapénèmes (149). Cette situation amène d’ores et déjà à des situations d’impasse 

thérapeutique (150,151). Il apparait dès lors primordial d’épargner au maximum l’utilisation 

des carbapénèmes d’autant plus que les E-BLSE peuvent garder une sensibilité à certaines bêta-

lactamines (cefoxitine, témocilline, ceftazidime, céfépime, pipéracilline-tazobactam), à certains 

aminosides voire au triméthoprime-sulfaméthoxazole. 

 

Les stratégies d’épargne des carbapénèmes peuvent avoir lieu lors du traitement après obtention 

de la documentation microbiologique. Les pneumopathies acquises sous ventilation mécanique 

(PAVM) et les bactériémies sont les deux infections nosocomiales les plus fréquentes en 

réanimation. Les rares études sur le sujet se sont donc concentrées sur ces infections. 

Concernant les PAVM à E-BLSE, une étude monocentrique rétrospective a comparé les 

céphalosporines de 3ème génération et les associations pénicilline – IBL (dont fait partie la 

pipéracilline-tazobactam) aux carbapénèmes (152). Cette étude ne retrouvait pas de différence 

de mortalité ni de guérison de l’épisode infectieux entre les 2 groupes de traitement malgré un 

taux inférieur d’antibiothérapie adaptée dans le groupe céphalosporines de 3ème génération. 
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Concernant les bactériémies à E-BLSE, une large étude multicentrique est restée négative ne 

parvenant pas à prouver la non-infériorité de la pipéracilline-tazobactam comme traitement 

documenté par rapport au méropénème (153) mais plusieurs biais de l’étude en limitent 

l’interprétation comme discuté par notre équipe (154) et par d’autres équipes (155,156). En 

premier lieu, cette étude n’a pas prouvé la supériorité du méropénème et doit donc être 

considérée comme une étude négative. Deuxièmement, les modalités d’administration de la 

pipéracilline-tazobactam par perfusions courtes de 30 minutes ne permettent pas d’optimiser 

les paramètres pharmacocinétiques de l’atibiothérapie. Troisièmement, les infections étaient 

causées, dans 12% des cas, par des β-lactamases de type AmpC non sensibles à la pipéracilline-

tazobactam alors que ces patients non E-BLSE auraient pu être exclus comme l’étude 

s’intéressait au traitement documenté et non au traitement probabiliste. Enfin, la mortalité était 

supérieure chez les patients ayant eu une antibiothérapie probabiliste comparés aux patients 

ayant reçu une antibiothérapie probabiliste inadaptée. Les traitements probabilistes utilisés ainsi 

que les stratégies, chirugicales ou non, de contrôle de la porte d’entrée de la bactériémie 

n’étaient pas précisés. Cette discussion sur les résultats de cette étude a pu être valorisée par 

notre équipe avec une publication d’une lettre dans le Journal of the American Medical 

Association (en Annexe n°3 pages 175-178). Les associations ceftazidime-avibactam et 

ceftolozane-tazobactam semblent également pouvoir être utiles pour épargner les carbapénèmes 

avec un avantage pour la ceftazidime-avibactam en situation de traitement d’infection à E-

BLSE, lorsqu’aucune alternative n’est possible (157). Malheureusement, ces molécules sont 

très proches chimiquement des céphalosporines déjà existantes et l’émergence de résistances 

par mutation d’AmpC ou production de porines d’imperméabilité a déjà été décrite sous 

traitement (158,159). En conséquence, une émergence rapide de clones résistants est à craindre, 

ce qui, en plus de leur coût, incite à utiliser ces molécules avec parcimonie. 

 

Les stratégies d’épargne des carbapénèmes pourraient également avoir lieu à l’étape du 

traitement probabiliste. Les patients colonisés par les E-BLSE sont plus à risque d’infections 

par E-BLSE que les non colonisés et il a donc été proposé de guider le traitement probabiliste 

des infections acquises en réanimation en fonction du statut de colonisation. Néanmoins, le taux 

d’infection à E-BLSE reste faible (autour de 15 à 20%) chez les patients colonisés (11,160,161). 

Les facteurs de risque identifiés de PAVM à E-BLSE sont le fait d’être colonisé par une K. 

pneumoniae [OR : 60.6; (IC95% 56.33-578.73)] et/ou un Enterobacter sp. [OR 10.96 (IC95% : 

2.93-41.0)] et un score de SAPS II à l’admission supérieur à 43 [OR 2.81 (IC95% : 1.16-6.79)] 

(162,163). Malgré l’identification de ces facteurs de risque, la prédiction individuelle par 
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patient de la survenue d’une PAVM à E-BLSE reste très difficile même chez les patients 

colonisés. 

Plusieurs études se sont donc intéressées à la valeur prédictive de la colonisation digestive par 

E-BLSE. Une première étude a évalué le pronostic de la colonisation digestive sur la 

colonisation pulmonaire à E-BLSE trouvant une valeur prédictive négative (VPN) excellente 

[99.2% (IC95% : 98.7;99.6) avant 5 jours de ventilation et 93,4% (IC95% : 91.9;95.0) après 5 

jours) mais une valeur prédictive positive (VPP) médiocre [14.5% (IC95% : 12.8; 16.3) et 

34.4% (IC95% : 31.4; 37.4) respectivement avant et après 5 jours de ventilation mécanique] 

(164). De plus, colonisation pulmonaire n’est pas synonyme d’infection pulmonaire. Une étude 

rétrospective a montré une VPP de 41,5% et une VPN de 99,4% de la colonisation digestive à 

E-BLSE pour la survenue de PAVM à E-BLSE résultat confirmé par une autre équipe (VPP : 

43,6%, VPN : 97,3%) (165,166). Ces excellentes valeurs prédictives négatives renforcent le fait 

de ne pas prescrire de carbapénèmes aux patients non porteurs de E-BLSE mais les VPP 

médiocres n’aident pas à décider du traitement probabiliste adéquat chez ces patients porteurs 

d’E-BLSE.  

Très peu d’études se sont intéressées au traitement probabiliste des infections chez les porteurs 

d’E-BLSE ; en particulier aucune étude prospective n’existe pour les PAVM. L’étude 

rétrospective abordant ce sujet ne retrouvait pas de différence en terme de durée de ventilation 

mécanique, de durée de séjour en réanimation ni de taux de mortalité en réanimation (55.8% vs 

50%, p = 0.48) entre les PAVM à E-BLSE comparées aux PAVM non à E-BLSE (166). Les 

études rétrospectives ayant étudié l’impact du traitement probabiliste dans les bactériémies à E-

BLSE ne retrouvent pas non plus d’augmentation de la mortalité en fonction de la couverture 

microbiologique de ce traitement probabiliste (167–169) ce qui est extrêmement rassurant quant 

à l’inocuité d’une telle stratégie. Le pronostic de ces infections était essentiellement déterminé 

par des facteurs liés à l’hôte ; ce qui suggère que le portage d’une E-BLSE est probablement le 

reflet d’une fragilité de l’hôte (170). Le microbiote intestinal étant également corrélé à la 

condition de l’hôte, il pourrait expliquer en partie cet état de fait. Ce point sera abordé dans la 

2ème partie de l’introduction. 

Au vu des données décrites précédemment, il apparait logique de s’interroger s’il ne serait pas 

possible d’épargner l’utilisation de carbapénèmes lors de l’antibiothérapie probabiliste des 

PAVM survenant chez les patients colonisés au niveau digestif par des E-BLSE en ayant une 

stratégie d’usage systématique de la pipéracilline-tazobactam. 

Cette interrogation est renforcée par les résultats d’une étude ayant évalué l’arrêt du dépistage 

systématique de la colonisation digestive par E-BLSE, dépistage étant censé guidé cette 
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utilisation de carbapénèmes. Ces résultats suggèrent que cette stratégie pourrait permettre de 

diminuer la consommation de carbapénèmes (75 vs 61 jour-carbapénème pour 1000 patient-

jours, p : 0,01) sans effet ni sur la survenue d’infections à E-BLSE [OR ajusté : 1.16 (IC95% : 

0.38-3.50), p = 0.79] ni sur la mortalité en réanimation [SHR : 1.22 (IC95% : 0.93-1.59), p = 

0.15] (171). Néanmoins, ces résultats provenaient d’une étude de cohorte avant-après 

monocentrique et doit être confirmée par des études de plus haut niveau de preuve. Ces 

discussions ont été développées dans la revue systématique publiée dans Critical care (en 

Annexe n°2 pages 162-174). 

 

A court terme, le développement de tests de diagnostique rapide de la présence ou non d’une 

enzyme BLSE semble l’approche la plus prometteuse pour adapter l’antibiothérapie 

probabiliste chez les patients en réanimation ou pour permettre une désescalade rapide. Ces 

tests se basent le plus souvent sur des milieux chromogéniques pour détecter rapidement 

l’hydrolyse des C3G (172). Il est également possible de tester la sensibilité aux antibiotiques 

directement sur le prélèvement et non une fois après isolement de la souche infectante. Cette 

approche a été utilisée par notre équipe sur des liquides de LBA (173,174). Enfin, des outils de 

détection moléculaire des gènes codant pour les BLSE ont récemment été développés. Leur 

pertinence dans la prise en charge clinique doit encore être démontrée mais tous ces outils 

semblent des pistes prometteuses pour adaper au mieux l’antibiothérapie (172). 

 

Enfin, une autre stratégie pour diminuer la pression de sélection liée aux antibiotiques a été 

d’effectuer des rotations d’antibiothérapie ou des restrictions d’utilisation des C3G en 

réanimation mais cette approche a eu des résultats mitigés. L'utilisation de la pipéracilline-

tazobactam en remplacement des C3G, générant une pression de sélection différente mais 

réelle, pourrait en être l’explication selon les auteurs (175,176). 

 

1.3.5 Dissémination environnementale 

Non contentes de disséminer au sein des structures de soins, ces E-BLSE sont également 

largement retrouvées dans l’environnement avec des taux de portage digestif de personnes non 

hospitalisées dans la communauté entre 3 et 60% en fonction des pays (177).  L’acquisition 

d’E-BLSE ne se fait donc plus uniquement à l’hôpital ou en institution mais également dans la 

communauté et dans l’environnement (Figure 4). Cette dissémination des bactéries résistantes 

aux antibiotiques de façon endémique est aujourd’hui devenu un problème de santé publique 
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majeur. Cette antibiorésistance a causé la mort de 33 000 personnes en Europe en 2015 (178) 

et 10 millions décès par an directement liés à cette antibiorésistance sont attendus dans le monde 

en 2050 selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (179). 

 

Figure 4 : Principaux réservoirs d’E-BLSE participant à la dissémination globale des E-BLSE.  
Les flèches signalent les flux entre les différents réservoirs (54). 
 

L’émergence récente du concept « One Health » faisant enfin le lien entre exposition globale 

environnementale et exposition hospitalière sur la pression de sélection a amené à reconsidérer 

le problème dans sa globalité. La maitrise des eaux usées (hospitalières, des usines de 

production d’antibiotiques, des personnes dans la communauté sous antibiothérapie), la 

maitrise de la consommation d’antibiotiques en médecine vétérinaire et en production agro-

alimentaire et la consommation d’antibiotiques en médecine humaine (de ville et hospitalière) 

sont les mêmes pendants d’un problème global dont aucun volet ne saurait être négligé (180).  
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Figure 5. Ecosystème intégré aboutissant à la dissémination de l’antibiorésistance et illustrant 
l’importance du concept « One Health » (Andersson et al., 2014 (181)) 

 

Le concept de « Global Health » remet la dissémination des E-BLSE en perspective sur une 

échelle mondiale. En effet, les perturbations météorologiques, la mobilité de personnes (conflits 

et réfugiés, commerce, tourisme) et les migrations animales participent également à la 

dissémination des E-BLSE (1). Par exemple, des E-BLSE ont été isolées dans les fécès de 

certains oiseaux migrateurs. Ceux-ci se sont probablement contaminés dans l’environnement 

de leur lieu de départ (« One Health »). Au cours de leur migration, ils vont traverser de 

nombreux pays et peuvent donc y contaminer l’environnement en y disséminant des E-BLSE 

(« Global Health »). Il est ensuite possible que des humains soient contaminés soit par contact 

direct soit via l’ingestion de culture ou de viande contaminée par l’environnement (« One 

Health ») (Figure 6) (1). 
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Figure 6 : Prise en compte des concepts « One Health » and « Global Health » dans la lutte contre 
l’antibiorésistance (1).  
 

Les politiques de santé publique visant à contenir les bactéries résistantes aux antibiotiques 

doivent donc impérativement considérer, en plus de l’échelle individuelle, ces échelles 

d’environnement local et d’intégration globale pour être efficaces. Des mesures 

« écologiques », en plus des mesures d’épargne des antibiotiques et d’hygiène hospitalière, sont 

nécessaires à l’échelle locale et globale. Des mesures « écologiques » à l’échelle individuelle 

sont également requises, l’environnement individuel étant constitué par le microbiote intestinal. 

 

1.3.6 Dissémination au sein d’un autre environnment : le microbiote 

Les E-BLSE se sont donc répandues dans l’environnement avec 2 facteurs favorisants. Le 

premier est un inoculum de contamination de l’environnement plus important (plus de patients 

porteurs éliminant plus d’E-BLSE dans l’environnement). Le second tient en la présence accrue 

d’antibiotiques dans l’environnement due à l’augmentation de l’utilisation des antibiotiques en 

médecine humaine et vétérinaire ainsi que par le déversement des eaux usées des usines de 

production. Cette augmentation de la présence d’antibiotiques dans l’environnement a éliminé 

un certain nombre de bactéries initialement présentes et qui arrivaient à limiter la colonisation 

environnementale par les E-BLSE. Ces E-BLSE, avec différents clones impliqués, ont alors eu 

un avantage sélectif leur permettant de coloniser cet environnement « pollué » d’antibiotiques. 

Il en va probablement de même dans leur environnement au sein du tube digestif humain 

constitué principalement du microbiote intestinal. 
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2)  Microbiote et dissémination des E-BLSE 

 

2.1. Généralités sur le microbiote intestinal 

L’existence d’une flore intestinale est connue depuis longtemps. Cependant, le fait que 

seulement 20% environ des bactéries composant classiquement cette flore soient cultivables en 

a limité l’exploration. L’amélioration des techniques de culture a donné naissance à la 

culturomique qui a permis de cultiver de nouvelles bactéries et plus récemment de nouveaux 

champignons (182,183). Néanmoins, c’est l’essor des technologies de séquençage 

s‘affranchissant des techniques de culture qui a permis d’étudier plus avant cette flore 

intestinale. Les techniques de séquençage haut débit ont permis de découvrir la présence de 

bactéries jusque-là insoupçonnées, principalement anaérobies, constituant le microbiote 

intestinal. 

Le microbiote a depuis été défini comme l’ensemble des microorganismes présents au sein de 

l’organe d’un individu ou au sein d’un environnement. Il se compose de bactéries mais aussi de 

champignons, de virus, d’archées ou encore d’organismes eucaryotes comme les helminthes. 

Le microbiome est l’ensemble du matériel génétique présents dans les microorganismes 

composant le microbiote. 

Le compartiment du microbiote le plus étudié est celui bactérien. Par abus de langage, il est 

appelé microbiote alors que bactériobiote serait probablement plus approprié. Initialement, le 

nombre de bactéries présentes dans le microbiote était évalué comme étant supérieur à celui de 

cellules humaines dans l’organisme. Un article récent, utilisant des méthodes plus précises, a 

estimé le nombre total de bactéries hébergées par un adulte de 70kg à 3,8.1013, avec une masse 

estimée à 200 grammes (0,3% de la masse totale). Le nombre total de cellules humaines, 

dominées par les lignées hématopoïétiques, était évalué à 3,0.1013. Cette étude a remis en 

question le dogme d’une nette supériorité numérique des bactéries par rapport aux cellules 

humaines, en montrant que les deux types cellulaires étaient numériquement équivalents (184). 

Néanmoins, le nombre de gènes bactériens au sein du microbiome est très largement supérieur 

aux nombre de gènes du génome humain (plusieurs millions contre environ 23 000 gènes 

humains soit un rapport 150/1) (185). 

Le compartiment mycologique, appelé mycobiote, est relativement méconnu car il est 

minoritaire au sein de l’écosystème digestif et a donc été étudié plus tardivement (186). De 
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plus, les méthodes d’analyse du mycobiote sont encore moins standardisées que celle du 

microbiote bactérien. Néanmoins, le mycobiote digestif semble récapituler un certain nombre 

d’effets du microbiote digestif (187,188) et son rôle en santé et en pathologie est de plus en plus 

évident (189,190). 

Le microbiote viral, appelé virobiote, a été encore moins étudié en raison de problèmes 

techniques majeurs. En effet, la diversité des structures de support de l’information (ADN 

simple brin ou double brin, circulaire ou non, ARN, …), l’absence de région conservée à 

amplifier et le fait que le génome humain soit constitué à au moins 50% d’éléments génétiques 

d’origine virale acquis durant l’évolution rendent son étude extrêmement complexe (191). Il 

semble composé d’environ 90% de bactériophages (192) de l’ordre des Caudovirales même si 

la majorité des espèces est inconnue (193). De façon intéressante, la composition du virobiote 

semble varier concomitamment avec les compositions des compartiments bactérien et fongique 

du microbiote (194). 

Concernant les Archées, il n’existe pas, à l’heure actuelle, d’élément faisant suspecter un rôle 

en pathologie humaine même si leur étude reste extrêmement parcellaire (195). 

 

2.2. Rôles physiologiques du microbiote intestinal 

Le microbiote semble jouer un rôle dans tellement de fonctions physiologiques humaines que 

le concept d’holobionte a aujourd’hui émergé. Cet holobionte humain désigne l’entité formée 

par les cellules humaines et le microbiote au sein d’un « super-organisme » humain. 

Ainsi, le microbiote est impliqué dans plusieurs fonctions majeures nécessaires à la survie de 

l’hôte humain. 

En premier lieu, le microbiote influence des fonctions métaboliques telles que la balance 

énergétique, l’équilibre glycémique et la sensation de satiété (196,197). La dégradation des 

nutriments par le microbiote permet d’apporter 5 à 10% de sa consommation énergétique à 

l’hôte humain (198). Le microbiote peut aussi aider au métabolisme des sels biliaires (199) et 

permettre la synthèse de vitamines, comme la vitamine K (200). 

En second lieu, le microbiote est impliqué dans le développement et le fonctionnement du 

système immunitaire (201–203). Le microbiote est ainsi capable de conférer une protection 

directe par compétition entre micro-organismes ou indirecte par stimulation de l’immunité de 

l’hôte avec une action locale ou à distance définissant le concept de co-immunité (204).  
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En plus de ces rôles, le microbiote pourrait influencer la prolifération cellulaire (205), la 

vascularisation (206), moduler le développement synaptique cérébral (207), l’activité de la 

microglie (208) et la signalisation cérébrale (209), prédisposer à des maladies psychiatriques 

comme l’autisme ou la schizophrénie (210), réguler des fonctions endocrines (211,212), … De 

nombreuses autres implications du microbiote en santé humaine restent probablement encore à 

découvrir. 

 

2.3. Notion de dysbiose 

Le terme, actuellement à la mode, de dysbiose est aujourd’hui employé très diversement. Il est 

communément accepté comme une composition d’un microbiote différant de la normale et 

associée à un état pathologique. Le problème est, d’une part, qu’il n’existe pas de définition 

d’un microbiote normal et, d’autre part, que la définition de la composition d’un microbiote est 

extrêmement variable (charge bactérienne totale, abondances absolue ou relative, présence ou 

absence d’espèces(s) particulière(s), α ou β diversité). Ce terme est donc probablement à éviter 

pour lui préférer une description précise des différences observées (213).  

Ainsi, en situation d’homéostasie, le microbiote est composé d’organismes variés dont certains 

sont bénéfiques pour le développement et la santé de l’hôte. Sous l’effet de perturbations 

environnementales (traitement antibiotique, régime alimentaire, …) ou endogènes (état 

inflammatoire, perturbations de l’immunité, …), l’écosystème microbien peut se trouver 

perturbé, perdant potentiellement des organismes bénéfiques ou voyant le développement 

d’organismes commensaux au potentiel délétère (pathobiontes) voire de pathogènes. Ces 

perturbations jouent probablement un rôle soit déclencheur soit d’entretien dans l’installation 

d’un certain nombre de pathologies. 

Ainsi le maintien d’un état stationnaire hors équilibre de la composition du microbiote intestinal 

est considéré critique pour la santé de l’organisme au sein duquel il se développe, l’être humain 

dans notre situation. Cet état stationnaire est la résultante des innombrables interactions de 

coopération et/ou de compétition qui modulent les réseaux de coopération entre les différents 

micro-organismes présents et avec l’hôte (214). Ces réseaux de coopération confèrent une 

capacité de résilience au microbiote permettant une oscillation autour de l’état stationnaire sans 

sortir des limites de l’homéostasie (215). En cas de dépassement des capacités de résilience, un 

nouvel état stationnaire hors équilibre est alors atteint, associé ou non à un état pathologique de 

l’hôte (Figure 7).  
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Figure 7 : Représentation schématique du “paysage de stabilité” de la composition du microbiote 
intestinal. La balle représente la composition du microbiote intestinal et le déplacement horizontal de la 
balle représente les changements de composition. La profondeur des « vallées » représente la probabilité 
que la composition se maintienne dans son état initial malgré des perturbations mineures et donc sa 
stabilité. La perturbation peut modifier la composition A. directement en modifiant la répartition des 
microorganismes ou leur activité B. indirectement en changeant les paramètres environnementaux. Dans 
les deux cas la composition peut être modifiée et atteindre un état stable différent (Costello et al., 2012 
(216)). 

 

2.4. Facteurs de variabilité du microbiote intestinal 

Les facteurs affectant la composition du microbiote intestinal sont extrêmement nombreux. 

Les facteurs endogènes sont le terrain génétique, la réponse immunitaire et l’âge (217,218). 

Au-delà des facteurs exogènes décrits ci-après, les facteurs endogènes exercent un impact 

continu mais d’intensité variable au cours du temps sur la composition du microbiote.  

Les facteurs exogènes comprennent, eux, le mode d’accouchement (219), l’alimentation et ce 

dès la période de l’allaitement (220), les médicaments dont les antibiotiques (221,222), les 

expositions à des microorganismes qu’elles soient responsables d’infections ou non (223,224), 
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le rythme circadien (225), le rythme du transit (226) ou encore le degré d’activité physique 

(227). Leur poids relatif sur la composition du microbiote est encore sujet à débat. 

La première étape de colonisation du tractus digestif pourrait se produire in utero avant même 

l’accouchement (228). Entre l’âge de 1 et 5 ans (après arrêt de l’allaitement), la diversité du 

microbiote augmente rapide puis se maintient jusqu’à la préadolescence, période à laquelle la 

diversité augmente de nouveau pour atteindre un état stationnaire vers l’âge de 12 ans.  

A l’échelle des phyla, le microbiote intestinal adulte est stable, mais à l’échelle des espèces et 

des sous-espèces (souches) on observe une variabilité interindividuelle majeure. La 

composition du microbiote d’un individu est unique, on parle de « code-barre microbiotal ». 

Cependant, du point de vue fonctionnel, il existe une relative homogénéité entre les personnes 

non atteintes de pathologie (229). 

Avec l’âge, la composition du microbiote devient moins diversifiée avec une perte progressive 

des capacités de résilience, ce qui coïncide avec la survenue des pathologies liées à l’âge ainsi 

qu’avec une baisse de l’immunocompétence (230). 

 

2.5. Microbiotes et réanimation 

L’étude de l’impact potentiel du microbiote sur la prise en charge en réanimation est récente, 

datant majoritairement de moins de 10 ans. Ses rôles potentiels restent encore mal compris mais 

pourraient toucher plusieurs domaines.  

 

2.5.1. Impact de la réanimation sur le microbiote intestinal 

Les interactions hôte/microbiote sont des interactions bi-directionnelles et la condition de l’hôte 

a une influence directe sur la composition du microbiote. Plusieurs études ont montré une perte 

de diversité du microbiote digestif au cours d’un séjour en réanimation avec une expansion des 

Proteobacteria aux dépends des Firmicutes et Bacteroïdetes commensaux ainsi que des 

Actinobactéries productrices de butyrate (métabolite anti-inflammatoire) comme Akkermansia 

spp. (231,232). Cependant, il existe une vaste variabilité inter-individuelle dans ces variations 

(233) probablement expliquée par « l’état » du microbiote avant l’admission en réanimation, la 

sévérité de la pathologie, les traitements reçus, … 
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L’impact de la réanimation sur le microbiote est médié par de nombreux mécanismes (234). 

Les facteurs endogènes les plus décrits sont une production accrue d’opioïdes et de 

catécholamines endogènes, une diminution de la concentration en acides biliaires, des 

perturbations de la motricité intestinale et une perte de l’intégrité épithéliale digestive. Les 

facteurs exogènes comprennent bien évidemment les traitements antibiotiques mais aussi les 

inhibiteurs de la pompe à protons, la nutrition entérale ou la mise à jeun, les produits sédatifs et 

analgésiques et enfin les catécholamines utilisées. Les modifications du microbiote intestinal 

ont des conséquences extrêmement larges. Au niveau pulmonaire, on constate par exemple une 

diminution de la migration des cellules dendritiques. Ces perturbations du microbiote entrainent 

également une diminution de la synthèse d’immunoglobulines, de la production de neutrophiles 

au sein de la moelle osseuse, des modifications d’activité des macrophages, lymphocytes T, … 

ainsi que des modifications de l’immunité muqueuse. Toutes ces perturbations entrainent une 

sensibilité accrue aux infections ou des états pro-inflammatoires systémiques (235). 

 

2.5.2. Microbiotes et inflammation en reanimation 

Cet état pro-inflammatoire systémique pourrait favoriser le développement d’un sepsis au cours 

d’une infection (236) ou participer au retard de sa résolution. Ainsi, quelques cas d’amélioration 

d’un syndrome de défaillance multi-viscérale après transplantation fécale ont été décrits (237–

239). Néanmoins, les données sont très préliminaires et de nombreux travaux sont nécessaires 

avant de généraliser la modulation du microbiote dans cette indication. Le concept de syndrome 

post-réanimation est en train d’émerger avec, parmi ses composantes, un épuisement 

immunitaire médié, entre autres, par la surexpression de PD-1 et PD-L1 (240,241). Une 

première étude de phase I a évalué les anticorps anti-PD-1 (nivolumab) dans cette indication 

avec des résultats encourageants (242). Il est bien établi en oncologie que l’efficacité de ces 

anticorps est influencée par la composition du microbiote (243–246). Si les résultats de cette 

étude de phase I se confirment, une modulation du microbiote serait potentiellement 

intéressante pour moduler l’efficacité de ces traitements. 

Le microbiote digestif a également un effet sur le degré d’inflammation d’organes à distance, 

en particulier dans le poumon. Cette influence à distance est décrite sous le terme d’axe 

« intestin – poumon ». De nombreuses maladies respiratoires chroniques comme l’asthme, la 

bronchopneumopathie chronique obstructive ou la mucoviscidose sont associées à des 

modifications du microbiote digestif. De plus, la composition du microbiote digestif influe sur 
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celle du microbiote respiratoires. Concernant les pathologies inflammatoires pulmonaires 

aiguës, plusieurs auteurs suggèrent un rôle pour le microbiote pulmonaire dans le syndrome de 

détresse respiratoire (SDRA) mais peu d’études expérimentales sont disponibles (247). Une de 

ces rares études a néanmoins identifié la composition du microbiote pulmonaire comme 

prédictif de la survenue de SDRA non infectieux chez les polytraumatisés (248). 

En plus de son action pro- ou anti-inflammatoire, la composition du microbiote semble jouer 

un rôle dans la colonisation digestive ou pulmonaire par des pathogènes, en raison de la 

compétition entre micro-organismes pour survivre dans un milieu donné. 

 

2.5.3. Microbiotes et résistance à la colonisation 

Les interactions entre bactéries, champignons et virus sont multiples et diverses. Ces 

interactions peuvent être directes par compétition pour les nutriments ou par toxicité 

(production de bactériocines, système de sécrétion de type VI, infections par des 

bactériophages, …) ou indirectes par induction immunitaire (stimulation de la production de 

défensines, RegIIIγ) ou production de métabolites comme les acides gras à chaine courte ou des 

sels biliaires (249). Certaines compositions du microbiote semblent ainsi protéger de la 

colonisation et de l’infection par des pathogènes. A l’inverse, la perturbation du microbiote peut  

également promouvoir ces infections (250–252). 

En réanimation, il a été montré une modification profonde du microbiote pulmonaire au cours 

de la ventilation mécanique avec, chez certains patients, une colonisation des poumons par le 

microbiote digestif. Cette colonisation est facilitée par la contamination par les soignants lors 

des soins, la perte de diversité du microbiote digestif avec l’expansion de quelques espèces, la 

perte d’acidité gastrique ou encore le transport intra plaquettaire de certaines bactéries. 

Quelques qu’en soient les mécanismes, la profondeur de la modification du microbiote 

pulmonaire au cours de la ventilation mécanique a été identifiée comme un marqueur prédictif 

de la survenue de PAVM (253,254). Ces données d’association sont renforcées par les données 

d’un modèle murin prouvant une causalité entre les modifications des microbiotes pulmonaires 

mais aussi digestifs et la résistance aux infections pulmonaires bactériennes (255–258). Ainsi, 

la surveillance de la composition du microbiote pulmonaire pourrait, peut-être un jour, 

permettre une identification précoce des patients à risque de PAVM (259,260). 
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Certains auteurs proposent également des stratégies de modulation du microbiote pour prévenir 

la survenue des PAVM. Les modalités de modulation du microbiote seront discutées dans la 

partie 2.6. Succinctement, la décolonisation digestive sélective (DDS) diminue probablement 

la survenue de PAVM mais ne semble pas avoir d’impact sur la mortalité en réanimation (261). 

De plus, des résistances aux antibiotiques utilisés pour la DDS émergent (262,263). Une autre 

approche est de donner des probiotiques pour « contrer » les modifications du microbiote. Les 

résultats des différentes études sont extrêmement hétérogènes probablement en raison du fait 

du choix souvent aléatoire des microorganismes donnés comme probiotiques (264,265). 

En plus de la résistance à la colonisation à des pathogènes, les modulations du microbiote 

pourraient avoir un rôle dans la colonisation et l’infection à des germes résistant aux 

antibiotiques comme les E-BLSE. Cela n’a pas encore été étudié en réanimation malgré le grand 

nombre de patients colonisés à E-BLSE mais certaines données émergent actuellement dans la 

littérature. 

En effet, les microbiotes intestinaux de patients hospitalisés porteurs de bactéries multi-

résistantes ont été comparés à ceux de patients non porteurs de bactéries multi résistantes. Les 

microbiotes de patients porteurs avaient une composition différente de celle des patients non-

porteurs. Les Lactobacillus spp. semblent être protecteurs de cette colonisation (266). 

Néanmoins, les bactéries multi-résistantes étaient aussi bien des bacilles à Gram négatif que 

des cocci à Gram positif et il ne semble pas forcément judicieux de les analyser ensemble. 

Concernant les E-BLSE, une étude thaïlandaise étudiant les microbiotes de personnes dans la 

communauté porteuses vs non-porteuses d’E-BLSE n’a pas retrouvé de différence de diversité 

alpha mais a montré que les bactéries du phylum Bacteroidetes, en particulier l’espèce 

Bacteroides uniformis était plus abondante chez les non-porteurs d’E-BLSE que chez les 

porteurs (267). Peu de données sont actuellement disponibles sur le sujet mais l’impact du 

microbiote sur la portage d’E-BLSE et les moyens de modulation de ce microbiote devrait être 

un sujet d’intérêt dans les années à venir. 
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2.6. Modulation du microbiote 

Comme abordé succintement précédemment, il existe plusieurs approches pour tenter de 

moduler le microbiote. Les plus explorées sont celles de l’administration d’une antibiothérapie 

ou de probiotiques « à l’aveugle ». De nouvelles approches plus ciblées et plus personnalisées 

pourraient émerger. 

2.6.1. Antibiothérapie 

L’administration systématique d’antibiotique aux porteurs digestifs d’E-BLSE afin d’éradiquer 

le portage a été proposé. Cette DDS se fait principalement avec des traitements basés sur la 

colimycine, la tobramycine et la chlorhexidine, le plus souvent en association. L’intérêt de la 

DDS dans cette indications d’éradication du portage digestif des E-BLSE est également débattu 

car l’effet semble très modeste et peu stable dans le temps. L’absence de données robustes a 

amené la société européenne « European Society of Clinical Microbiology and Infectious 

Disease » à ne pas se prononcer sur la DDS dans cette indication (268). De plus, la DDS semble 

s’accompagner de l’émergence de résistance aux antibiotiques utilisés. Les données sur ce sujet 

ont également été développées dans la revue systématique publiée dans Critical care (en 

Annexe n°2 pages 162-174). Un débat existe également sur le fondement même de l’approche 

visant à résoudre un problème lié à l’utilisation des antibiotiques par l’utilisation d’autres 

antibiotiques. 

 

2.6.2. Transplantation fécale 

La première preuve de concept de l’utilisation de la transplantation fécale pour l’éradication 

d’un pathogène a été publiée dans le cadre du traitement de la colite à Clostridium difficile, 

cadre dans laquelle son efficacité est associée à une augmentation de la diversité alpha (269). 

Concernant l’éradication de bactéries résistantes aux antibiotiques, quelques cas sont rapportés 

dans la littérature, essentiellement pour des colonisations digestives à entérocoque résistant à la 

vancomycine (ERV), des Acinetobacter baumanii ou des E-BLSE (270,271). Un premier essai 

contrôlé randomisé, publié récemment, est négatif mais a été stoppé avant son terme (272). De 

nouvelles études sont en cours, en particulier un Programme Hospitalier de Recherche Clinique 

national lauréat de l’appel d’offres 2018 (PHRCN-18-0161FECES) mené par Victoire de 

Lastours (Hôpital Beaujon, AP-HP). Cependant, la transplantation fécale reste une approche 

récente pour laquelle il y a peu de recul. Un décès récent dans une étude aux Etats-Unis en 
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raison du transfert d’une bactérie résistante aux antibiotiques a rappelé la nécessité d’une 

sélection rigoureuse des donneurs (273). De plus, il existe un pan entier du microbiote 

(bactériophages, autres virus, prions, métabolites, …) non connu transféré à l’aveugle au patient 

sans connaissance des conséquences potentielles à moyen et long termes. Par ailleurs, les 

patients de réanimation ont fréquemment une perméabilité digestive augmentée, ce qui 

augmente le risque de translocation des microorganismes transférés et donc potentiellement le 

risque d’infections ou d’inflammation à distance chez ces patients fragiles (274). Enfin, les 

procédures de recueil sanitaire et de conservation rendent la transplantation coûteuse, en ces 

temps de tension budgétaire. Des approches alternatives sont donc recherchées pour parvenir 

au moins à la même efficacité en limitant les effets indésirables et les coûts. 

 

2.6.3. Autres approches 

Une première approche serait de réaliser des « auto-greffes » fécales. Une entreprise de 

biotechnologie française, MaaT Pharma (du nom de la déesse égyptienne de la justice et de 

l’équilibre divin) propose de restaurer la composition intiale du microbiote par greffe de son 

propre microbiote préalablement congelé (conservation par précaution ou ou avant le début 

d’un traitement). Une étude a récemment démontré que cette approche était efficace pour 

reconstituer le microbiote digestif de patients ayant reçu une allo-greffe de moelle osseuse 

(275).  Si cette approche apporte une certaine sécurité par rapport à « l’allo-greffe » fécale, elle 

ne résout pas les problèmes de coût. De plus, le microbiote évoluant avec l’âge et la physiologie 

de l’hôte, il n’est pas certain que le microbiote pré-maladie à un âge donné soit celui adapté à 

l’hôte après la maladie avec quelques années de plus. 

Une seconde approche serait de donner des probiotiques. Comme discuté précédemment pour 

la prévention des PAVM, les résultats des études sont très discordants car chaque équipe choisit 

le ou les micro-organisme(s) qu’elle souhaite. Les résultats de ces études sont donc 

difficilement comparables. Une étude récente a même montré que l’administration de 

probiotiques de façon standardisée pouvait retarder plutôt qu’aider la reconstitution du 

microbiote après une antibiothérapie (276). Cette étude met bien en exergue le fait qu’il n’existe 

pas de microbiote « normal » et que le microbiote cible dépend probablement et de l’indication 

voire de l’étape d’évolution de la maladie, et de chaque individu. Une première étape dans le 

ciselage des probiotiques en fonction de l’objectif et de l’indication a été franchie par l’équipe 

américaine d’Eric Pamer. En comparant les microbiotes d’un modèle murin de colonisation à 
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ERV avant et après traitement par ampicilline, un consortium de quatre bactéries commensales 

capable de restaurer une résistance à la colonisation digestive par l’ERV a été identifié. De 

façon intéressante, une des bactéries identifiées, Clostridium boltea n’a aucune action directe 

sur l’ERV mais permet la colonisation digestive par Blautia producta qui, elle, produit une 

bactériocine active contre ERV (277). La majorité de ces études se sont centrées sur les 

bactéries mais il ne faut pas oublier les champignons qui sont capables d’interaction avec les 

bactéries et ont, par eux-mêmes, des interactions multiples avec l’hôte mimant un certain 

nombre de propriétés du microbiote bactérien (278,279). Ils pourraient donc également avoir 

un rôle dans la prédisposition ou, a contrario, la résistance à la colonisation par des pathogènes 

ou des bactéries résistantes aux antibiotiques. 

Enfin, le fait que le transfert du surnageant d’un prélèvement de selles ou de culture bactérienne 

puisse avoir des effets similaires à une transplantation fécale classique (280–282) incite à en 

étudier ses composantes. Ce surnageant contient en premier lieu des bactériophages, plus grands 

régulateurs de biomasse sur terre. Ces virus infectant les bactéries ont été découverts au 19ème 

siècle par Félix d’Hérelle et ont connu un essor en thérapeutique humaine jusqu’à la découverte 

de la pénicilline. Ils ont continué à être utilisés dans la prévention et le traitement des infections 

bactériennes en Europe de l’Est communiste (en particulier en Géorgie) avec une efficacité 

empirique mais sans avoir prouvé leur efficacité dans des essais de méthodologie robuste. Des 

cas rapportés ainsi que le traitement d’infections dans des modèles murins rendent cette 

approche prometteuse et plusieurs essais cliniques sont en cours (283–286). Si les résultats de 

cette voie prometteuse sont encourageants, il faut néanmoins rester prudents car les 

bactériophages n’agissent pas seulement par lyse directe mais aussi par stimulation du système 

immunitaire de l’hôte (287). De plus, le dogme comme quoi les bactériophages n’infectent que 

les bactéries est probablement partiellement faux. En tout cas, il a été montré qu’ils ont au moins 

une capacité de transcytose des cellules épithéliales humaines mais uniquement dans le sens 

apical vers basal (288). Enfin les bactériophages lysogéniques et non lytiques ont une capacité 

de dissémination des gènes de résistance (289,290). 

Le surnageant ne contient pas que les bactériophages mais également des protéines et des 

métabolites produits par les microorganismes présents au sein du microbiote. La bactériocine 

produite par B. producta active contre ERV, peut se retrouver dans le surnageant. En se 

focalisant sur les Entérobactéries, le surnageant de L. delbrueckii subsp. delbrueckii LDD01, 

inhibe la croissance de K. pneumoniae en présence d’α-amylase et de NaOH 1N mais plus après 

traitement à la protéinase K suggérant la production de bactériocine (291). Il en va de même 
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pour les surnageants de Clostridium butyricum, Clostridium dificile, Clostridium perfringens, 

Enterococcus faecium et Lactobacillus plantarum mais pas de Bacteroides fragilis ni de 

Bifidobacterium longum. La surnageant de la culture de C. butyricum MIYAIRI 58 supprime 

même la transcription du gène blaCTX-M-15 pendant la phase de croissance d’E.coli et diminue 

les capacités de transmission du gène de résistance dans des expériences de conjugaison (292). 

Ces effets sont possiblement dus à des bactériocines mais pourrait également être la 

conséquence de métabolites. En effet, le microbiote naïf d’antibiotique limite la croissance 

d’isolats cliniques de K. pneumoniae, E. coli ou encore Proteus mirabilis en acidifiant la 

lumière colique et en perturbant le pH intracellulaire de ces bactéries via des acides gras à 

chaîne courte (293). Ces métabolites, et en particulier les acides gras à chaîne courte, sont 

également les composés médiant un certain nombre de stimulations immunitaires ou 

métaboliques de l’hôte et donc pourraient être, à ce titre, doublement intéressant. 

Tous ces exemples prouvent qu’il existe de multiples façons de moduler le microbiote en dehors 

de la transplantation fécale avec chacune ses avantages et ses inconvénients. La compréhension 

des modifications du microbiote associées à une pathologie est une première étape afin de 

disséquer ces mécanismes. 
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Tout d’abord, nous avons souhaité étudier la dissémination clonale des E-BLSE. 

Nous nous sommes d’abord concentrés sur la dissémination clonale inter-patients. En effet, les 

données disponibles dans la littérature amènent à poser l’hypothèse que l’acquisition d’une 

colonisation digestive par E-BLSE n’est pas majoritairement liée à une transmission clonale. 

Pour répondre à cet objectif, nous avons étudié la clonalité des souches isolées lors du dépistage 

de la colonisation digestive à E-BLSE en réanimation par pulsed-field gel electrophoresis.  

Nous avons ensuite étudié la dissémination clonale « intra-patients » à savoir le lien entre 

colonisation et infection par une E-BLSE. En effet, le fait d’être colonisé au niveau digestif par 

une E-BLSE pourrait être un facteur de risque d’infection par E-BLSE. Nous avons alors étudié 

la clonalité entre la souche colonisante et celle infectante également par PFGE. 

Ensuite, nous avons étudié la dissémination plasmidique. En effet, les capacités d’échange 

des plasmides supports des gènes codant pour les BLSE suggèrent que cette dissémination 

plasmidique pourrait participer à la dissémination des E-BLSE La deuxième hypothèse est que 

cette acquisition pourrait, en partie, être liée à une dissémination plasmidique entre 

entérobactéries. Pour cela, un typage des groupes d’incompatibilité plasmidique par PCR après 

conjugaison ou transformation a été réalisé.  

Enfin, nous avons voulu étudier le rôle de l’environnement dans l’acquisition et l’expansion 

d’une E-BLSE par un patient. L’environnement dans lequel se trouve cette E-BLSE au niveau 

du tube digestif est constitué par le microbiote intestinal. L’hypothèse est que les modifications 

du microbiote induites par la fragilité de l’hôte et les différents traitements reçus, a fortiori en 

réanimation, pourraient favoriser l’implantation et/ou l’émergence d’un clone d’E-BLSE au 

niveau digestif.  

Dans un premier temps, nous avons comparé les microbiotes associés ou non à un portage d’E-

BLSE. Un suivi longitudinal d’une grande population pour faire une étude avant-après étant 

coûteuse et difficile à réaliser sur le plan pratique, nous avons donc comparé les microbiotes et 

mycobiotes de patients colonisés par une E-BLSE au niveau digestif à leur admission en 

réanimation à ceux de patients non colonisés. 

Dans un second temps, nous avons comparé les microbiotes associés au lien colonisation-

infection en comparant les microbiotes des patients colonisés à E-BLSE ayant développé une 

infection à E-BLSE à ceux des patients clonisés à E-BLSE n’ayant pas eu d’infection à E-

BLSE. 
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1) Dépistage des E-BLSE en réanimation 

 

1.1. Inclusion des patients et définitions 

Nous avons mené une étude observationnelle, prospective et monocentrique sur une période de 

six mois, entre le 1er janvier 2015 et le 30 juin 2015. Le service de réanimation médicale du 

GH Pellegrin au CHU de Bordeaux est composé de 37 lits (25 lits répartis sur 2 ailes de 

réanimation lourde et 12 lits de post-réanimation sur une 3ème aile) avec 1200 patients admis 

par an pour une durée moyenne d’hospitalisation de 5 jours. 

Dans notre étude, un transfert d’une aile à une autre (en général vers l’unité de soins continus) 

était considéré comme un seul et même séjour. Les dépistages étaient effectués de façon 

systématique, par écouvillonnage rectal, chez tous les patients admis dans le service de 

réanimation, à l’admission et de façon hebdomadaire pendant toute la durée du séjour. Le 

prélèvement était réalisé à l’aide d’un Transport Swab VWR de Copan®. Un patient dont le 

dépistage rectal revenait positif était considéré porteur de E-BLSE durant la totalité de son 

séjour, mais continuait à participer aux dépistages. La détection d’une souche de portage E-

BLSE d’importation a été définie comme un premier dépistage positif dans un délai de 48 

heures après l’admission dans le service. A contrario, l’acquisition d’une souche de portage E-

BLSE au cours du séjour a été définie comme un premier dépistage positif dans un délai 

strictement supérieur à 48 heures après l’admission alors que les précédents étaient négatifs. 

Nous avons considéré comme « redondantes » les souches de même espèce bactérienne 

retrouvées en portage digestif chez un même patient sur deux ou plusieurs dépistages 

consécutifs durant la même hospitalisation. Dans ce cas, une seule souche E-BLSE a été prise 

en compte, la première détectée, et les souches isolées à partir des autres dépistages positifs 

n’ont pas été analysées. En revanche, pour les patients connus porteurs de E-BLSE lors d’une 

hospitalisation précédente, nous avons conservé la souche du dépistage positif réalisé lors de la 

nouvelle admission, même si l’espèce bactérienne était identique à celle du dépistage antérieur. 

De plus, si un même dépistage était positif avec deux E-BLSE différentes, chacune des souches 

disponibles a été analysée.  
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1.2. Procédures de dépistage 

Les prélèvements rectaux effectués dans le service de réanimation ont été acheminés à 

température ambiante vers le laboratoire de bactériologie du GH Pellegrin. L’écouvillon rectal 

a été déchargé sur un milieu de culture de type chromID ESBL® (bioMérieux® référence 

43481), qui a ensuite été ensemencé manuellement en cadran à l’aide d’un ensemenceur. La 

gélose chromID ESBL® est un milieu chromogène sélectif commercial contenant un mélange 

d’antibiotiques, dont le cefpodoxime (C3G), et de substrats non colorés. Ces substrats sont 

assimilés par les bactéries et ils donnent une substance colorée (métabolite) si la bactérie produit 

certaines enzymes caractéristiques d’espèce ou de genre. Après incubation de la gélose dans 

une étuve à 37°C pendant 16 à 24 h dans des conditions aérobies, cela conduit à la production 

de colonies bactériennes colorées, visibles à l’œil nu. Ce milieu permet d’obtenir simultanément 

une orientation d’espèce et de résistance, et il est ainsi utilisé pour dépister les E-BLSE.  

Toutes les colonies colorées ayant poussé sur le milieu ont été suspectées de produire une 

BLSE. La lecture des cultures s’est effectuée comme suit, selon les recommandations du 

fabricant : une coloration spontanée rose à bordeaux (souches productrices de ß-glucuronidase) 

évoquait une souche de l’espèce E. coli, une coloration spontanée vert/bleu à brun-vert (souches 

exprimant une ß-glucosidase) orientait vers une souche du genre Klebsiella, Enterobacter, 

Serratia, Citrobacter et une coloration spontanée brune à marron (souches exprimant une 

désaminase) évoquait une souche du genre Proteus, Providencia et Morganella. Un test à 

l’oxydase a permis d’éliminer les souches du genre Pseudomonas (oxydase positive) qui 

prennent une coloration brune sur ce milieu. Les souches d’A. baumanii ont également pu être 

détectées sur ce milieu, sous la forme de colonies muqueuses blanches ou crème et oxydase 

négative. Toutes les colonies colorées ayant poussé sur le milieu chromID ESBL® (à 

l’exception des colonies dont la recherche de l’oxydase était positive) ont été identifiées par 

spectrométrie de masse MALDI-TOF. 
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1.3. Identification bactérienne par spectrométrie de masse MALDI-TOF 

Le laboratoire de bactériologie du GH Pellegrin dispose d’un appareil MALDI Biotyper de type 

Microflex® de marque BRUCKER® utilisé en routine et permettant une identification précise, 

rapide, et fiable des bactéries. Il s’agit d’un spectromètre de masse utilisant une source 

d’ionisation laser assistée par une matrice (MALDI = Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionisation) et d’un analyseur de temps de vol (TOF = Time Of Flight). C’est une 

technique qui permet de séparer des biomolécules de grande taille sans les dégrader.   

Chaque échantillon analysé correspondait à une fraction de colonie bactérienne, prélevée 

directement à partir d’une culture de 18 à 24h et déposée au sein d’un disque de 3 mm de 

diamètre sur une plaque en métal inerte. La matrice ionisante a ensuite été ajoutée à 

l’échantillon, et le mélange matrice-échantillon cristallisé (après un temps de séchage) a formé 

un dépôt solide appelé cible. Ensuite, la plaque a été introduite dans l’appareil et la cible a été 

ciblée par le laser (Figure 8). L’énergie du laser a deux effets : (i) la matrice s’est vaporisée 

entraînant la désorption des particules ionisables du mélange matrice-échantillon, et (ii) un 

transfert de protons s’est fait entre les molécules de la matrice et celles de l’échantillon qui se 

sont ionisées. Les ions produits ont été accélérés grâce à l’application d’un champ électrique 

dans un tube de vol sous vide jusqu’à un détecteur permettant de mesurer le temps mis pour 

l’atteindre, appelé temps de vol. Le temps de vol d’une particule est proportionnel à sa masse 

et à sa charge permettant d’obtenir un spectre des particules présentes (Figure 9). Les fichiers 

des spectres ont été lus par le logiciel FlexAnalysis® associé à l’appareil, et un algorithme 

statistique a permis de comparer le spectre obtenu à ceux définis dans une base de données. 

Ceci a permis l’identification du micro-organisme analysé, selon un score de confiance estimant 

la fiabilité de l’identification au genre et à l’espèce bactérienne. Après identification de l’espèce 

bactérienne par spectrométrie de masse MALDI-TOF, les souches appartenant à la famille des 

entérobactéries ont fait l’objet d’une recherche complémentaire afin de détecter une activité 

BLSE. 
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Figure 8 : Méthode pour l'identification des bactéries par spectrométrie de masse MALDI-TOF à partir 
d’une culture bactérienne (Clark et al., 2013 (294)). 

 

 

 

Figure 9 : Schéma général du fonctionnement du spectromètre de masse MALDI-TOF (Clark et al. 
2013). 
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1.4. Détection de l’activité BLSE par le test MAST® AMPC & ESBL 

DETECTION DISCS 

Pour chaque colonie colorée oxydase négative ayant poussé sur le milieu de culture chromID 

ESBL® et ayant été identifiée comme une entérobactérie par spectrométrie de masse MALDI-

TOF, une recherche complémentaire de la production de BLSE a été réalisée à l’aide du test 

MAST® AMPC & ESBL DETECTION DISCS D68C. Ce test est indiqué pour la distinction 

de la production d’enzymes de type céphalosporinase AmpC ou BLSE. Il est composé de 4 

disques : disque A = Cefpodoxime 10 µg, disque B = Cefpodoxime 10 µg + acide clavulanique, 

disque C = Cefpodoxime 10 µg + cloxacilline, disque D = Cefpodoxime 10 µg + acide 

clavulanique et cloxacilline. Pour chaque souche suspecte, une suspension bactérienne a été 

préparée dans une solution saline physiologique à partir d’une culture pure de 18 à 24h. Cette 

suspension a été répartie uniformément à la surface d’une gélose de type Mueller Hinton (MH). 

Les 4 disques ont alors été placés sur la gélose ensemencée, en assurant un espace suffisant 

entre chaque disque pour obtenir des zones d’inhibition bien définies. Après incubation à 37°C 

pendant 18 à 24 h dans des conditions aérobies, les diamètres des zones d’inhibition ont été 

comparés selon les instructions du fabricant, permettant de détecter la production d’une BLSE 

et/ou l’hyperproduction d’une céphalosporinase plasmidique ou chromosomique. Ensuite, les 

souches E-BLSE ont été conservées dans des tubes de milieu de conservation : MH avec 10 % 

de glycérol et stockées à -80°C dans un congélateur du laboratoire de l’université. 
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2) Caractérisation des gènes de résistance des isolats E-BLSE 

 

2.1. Antibiogramme en milieu gélosé par diffusion 

Au laboratoire de bactériologie du GH Pellegrin, l’antibiogramme n’est pas réalisé en routine 

pour les souches E-BLSE de portage digestif. Les souches E-BLSE de cette étude ont donc été 

ré-isolées sur gélose MH et incubées pendant 18 à 24h à 37°C en atmosphère aérobie. Les 

antibiogrammes ont été réalisés par la méthode de diffusion en milieu gélosé, conformément 

aux recommandations du Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie 

et de l’European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (295). La sensibilité des 

souches E-BLSE a été étudiée au moyen de la grille standard du laboratoire de bactériologie du 

GH Pellegrin qui contient 28 disques antibiotiques répartis de la façon suivante (Figure 10) :  

1) 1ère boîte MH « ß-lactamines » 16 disques antibiotiques : ampicilline, amoxicilline 

+  acide clavulanique, ticarcilline, ticarcilline + acide clavulanique, pipéracilline + 

tazobactam, céfalotine, céfixime, céfuroxime, céfoxitine, ceftriaxone, ceftazidime, 

céfépime, aztréonam, méropénème, ertapénème et imipénème. 

2) 2e boîte MH « divers » 12 disques antibiotiques : gentamicine, tobramycine, 

amikacine, colistine, acide nalidixique, norfloxacine, ciprofloxacine, 

nitrofurantoïne, cotrimoxazole, doxycycline, tigécycline et fosfomycine.  

 
Figure 10 : Antibiogramme des entérobactéries selon les recommandations EUCAST. A noter, la 
présence d’une image de bouchon de champagne en faveur d’un phénotype BLSE De plus, les disques 
antibiotiques de mécillinam et témocilline, non contenus dans la grille standard du laboratoire, ont été 
testés en parallèle sur gélose MH, portant à 30 le nombre d’antibiotiques testés avec cette méthode. 
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2.2. Détermination des CMI par méthode E-test 

La détermination de la CMI par bandelette antibiotique E-test est également une méthode de 

diffusion en milieu gélosé MH à 37°C. C’est une méthode de référence au laboratoire de 

bactériologie pour mesurer la sensibilité d’une souche bactérienne à un antibiotique donné. Le 

principe repose sur l’utilisation d’une bandelette au verso de laquelle des inserts de 

concentration croissante de l’antibiotique étudié ont été déposés. Quand la bandelette est 

déposée sur une gélose MH préalablement ensemencée avec la bactérie à tester, il se crée un 

gradient continu d’antibiotique croissant du bas vers le haut de la bandelette. Après incubation 

de 18 à 24h à 37°C, une zone d’inhibition en forme d’ellipse apparait permettant la lecture de 

la CMI à l’intersection basse de la culture avec la bandelette (Figure 11).  

 

Figure 11 : Détermination de la CMI au ceftolozane-tazobactam par bandelette E-test 

 

Nous avons réalisé des CMI par méthode E-test sur les souches E-BLSE de portage disponibles 

pour les 5 antibiotiques suivants : pipéracilline-tazobactam (i2a®), ceftazidime, céfépime, 

témocilline et ceftolozane-tazobactam (bioMérieux®).  Après 18 à 24 h d’incubation en 

aérobiose, les CMI ont été lues comme décrit plus haut et interprétées selon les concentrations 

critiques définies pour les entérobactéries dans l’édition 2016 de l’EUCAST (295). 
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2.3. Identification moléculaire des gènes codant les β-lactamases à spectre 

élargi 

2.3.1. Extraction d’ADN génomique par technique dite « SET » 

L’extraction d’ADN génomique à partir des cultures bactériennes a été réalisée par une 

technique « maison » dite « SET ». Les souches E-BLSE de portage disponibles ont été ré-

isolées sur gélose MH et incubées pendant 18 à 24h à 37°C en atmosphère aérobie. Les bactéries 

ainsi obtenues ont été mises en suspension dans 500 µL de tampon « SET » (NaCl à 75 mM ; 

EDTA à 25 mM ; Tris pH=7,5 à 20 mM) auxquels ont été ajoutés 50 µL de sodium dodecyl 

sulfate (SDS) à 10 % et 5 µL de lysozyme à 20 mg/mL. Après une heure au bain marie à 37°C, 

220 µL de NaCl à 5 M ont été ajoutés pour arrêter la réaction de lyse. Par la suite, 700 µL de 

chloroforme isoamylalcool ont été ajoutés. Le mélange ainsi formé a été vortexé afin de séparer 

les protéines des acides nucléiques. Une centrifugation de 10 minutes à 10 000 g a permis de 

récupérer l’ADN en solution dans la phase aqueuse supérieure dans un tube eppendorf propre. 

Sept cent microlitres d’isopropanol froid y ont été ajoutés et le mélange a été placé au moins 

une heure au congélateur à - 20°C dans le but de précipiter l’ADN (apparition d’une pelote 

blanche). Après une centrifugation de 10 minutes à 10 000 g, l’isopropanol a été retiré et le 

culot a été lavé avec 800 µL d’éthanol à 70°. Après une dernière centrifugation de 5 minutes à 

10 000 g, le surnageant a été retiré et le culot a été laissé à température ambiante jusqu’à 

évaporation totale de l’éthanol. Enfin le culot a été repris dans 50 µL d’eau distillée stérile.  

 Pour chaque extrait, la concentration en ADN, ainsi que le taux de contamination par divers 

constituants, ont été calculés, à partir de la mesure de l’absorbance effectuée sur 2 µL 

d’échantillon, à l’aide du spectrophotomètre NanoDrop® 2000 de marque Thermo Scientific®. 

La concentration en ADN double brin a été calculée sur la base de l'absorbance à 260 nm, et du 

coefficient d'extinction défini pour l’ADN double brin soit 50 ng/µL. En fonction des 

concentrations en ADN obtenues, chaque échantillon a ensuite été dilué avec de l’eau distillée 

stérile, afin d’obtenir une concentration finale en ADN homogène pour tous les échantillons 

avoisinant 50 ng pour 10 µL d’échantillon ; 10 µL étant le volume d’extrait d’ADN utilisé pour 

chaque réaction de PCR (décrite ci-après). Le taux de contamination des extraits d’ADN a été 

calculé par deux rapports d’absorbance. Le rapport de l'absorbance à 260 et 280 nm (260/280) 

est utilisé pour évaluer la pureté de l'ADN. Un rapport aux alentours de 1,8 est généralement 

accepté comme un ADN « pur ». Si le rapport est nettement plus faible, il peut indiquer la 

présence de protéines ou d'autres contaminants qui absorbent à 280 nm. Le rapport de 

l’absorbance à 260 et 230 nm (260/230) est utilisé en complément. Les valeurs de ce rapport 
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sont souvent plus élevées que celles du rapport 260/280 et sont généralement attendues dans la 

gamme allant de 2,0 à 2,2. Si le rapport est plus faible, cela peut indiquer la présence de 

contaminants qui absorbent à 230 nm (EDTA, polysaccharide, polyphénol). 

 

2.3.2. Réaction d’amplification par PCR 

La réaction de polymérisation en chaîne, ou PCR, est une technique qui permet d’amplifier in 

vitro de façon exponentielle une région d’ADN, dans le but d’en obtenir une quantité suffisante 

pour pouvoir l’analyser ultérieurement. La PCR multiplex permet d’amplifier plus d’un 

amplicon à la fois par utilisation de plusieurs couples d’amorces au cours d’une même réaction.  

La réaction d’amplification par PCR utilisée pour la caractérisation des gènes codant pour les 

BLSE était une technique « maison ». Deux PCR multiplex ont été réalisées pour chaque souche 

: (i) la première (PCR multiplex TSO) utilisant des amorces universelles pour la détection des 

gènes blaTEM, blaSHV et blaOXA-1-like et entrainant la production d’amplicons de 800, 713 et 562 

paires de bases (pb) respectivement ; (ii) l’autre (PCR multiplex CTX-M) utilisant des amorces 

universelles pour la détection des gènes blaCTX-M groupe 1, blaCTX-M groupe 2 et blaCTX-M groupe 9 et 

entraînant la production d’amplicons de 688, 404 et 561 pb respectivement. Enfin, une troisième 

PCR en point final dite « 16S » a été réalisée en parallèle comme témoin d’extraction. Elle a, 

en effet, permis de détecter de l’ADN bactérien à l’aide d’amorces ciblant un gène très conservé, 

le gène codant pour l’ARN ribosomal 16S. 

L’amplification par PCR a été réalisée en utilisant l’enzyme GoTaq® G2 Flexi DNA 

Polymerase (Promega®). Le mélange réactionnel a été réalisé en utilisant du tampon 5X Green 

GoTaq® Flexi Buffer (Promega®), du MgCl2 à 25 mM, des désoxyribonucléotides 

triphosphates (dNTP) à 200 µM, des amorces spécifiques à 10 µM, de l’ADN à amplifier, et 

complété avec de l’eau milli-Q nuclease-free pour avoir un volume final de 50 µL. Pour chaque 

réaction d'amplification par PCR, il a été utilisé un témoin négatif (de l'eau milli-Q nuclease-

free) et des témoins positifs. Chaque témoin positif était constitué d'ADN extrait chez des 

bactéries précédemment identifiées comme porteuses des gènes blaTEM, blaSHV, blaOXA-1-like, 

blaCTX-M groupe 1, blaCTX-M groupe 2 et blaCTX-M groupe 9. 

La réaction d’amplification a été réalisée sur un thermocycleur MyIQ® ou MyCycler® de 

marque BIO-RAD® dans les conditions suivantes : 1) première dénaturation à 95°C pendant 4 

min, 2) amplification génique : 30 cycles composés d’une étape de dénaturation à 95°C pendant 
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40 secondes, d’une étape d’hybridation à 60°C pendant 40 secondes et d’une étape d’élongation 

à 72°C pendant une minute, 3) enfin, une étape finale à 72°C pendant 7 min 

L’électrophorèse a pour but de séparer, selon leur taille, les acides nucléiques chargés 

négativement, au travers d’un gel d’agarose, sous l’effet d’un champ électrique. Les produits 

de PCR ont été analysés par électrophorèse en gel d’agarose à 1 %. L’électrophorèse a été 

réalisée en tampon TAE 1X (solution pH 8,0 ; 40 mM de TrisHCl, 20 mM d’acide acétique, 1 

mM d’EDTA), sous une tension d’environ 3V/cm (100V) à l’aide d’un appareil Mupid®-One 

de marque Eurogentec®. Un marqueur de poids moléculaire a été déposé dans les puits du gel 

situés de part et d'autre des produits de PCR, afin de pouvoir évaluer la taille des amplicons.  

La migration a été suivie visuellement grâce au tampon de la polymérase (5X Green Go Taq® 

Flexi Buffer) qui contient un colorant bleu migrant à la même vitesse que des fragments d’ADN 

de 3-5 kb, et un colorant jaune migrant plus vite que les amorces (< 50 pb) dans un gel d’agarose 

à 1 %. Après la migration, le gel a été immergé pendant 5 à 10 minutes dans un bain de Bromure 

d’Ethidium (BET), qui est un agent intercalant de l’ADN visualisé sous ultraviolets. Après 

immersion, le gel a été placé dans l’appareil Gel Doc® de marque BIO-RAD® qui permet 

l’exposition du gel aux ultraviolets, révélant ainsi les produits d’amplification sous forme de 

bandes d'ADN fluorescentes (Figure 12). La photographie, puis l’acquisition de l’image ont été 

réalisées à l’aide du logiciel Quantity One®. 

 
Figure 12 : Gel de migration révélant les amplicons obtenus à partir des amorces TEM. 
 
 

2.3.3. Séquençage des gènes codant les BLSE 

Les amplicons obtenus par PCR étaient envoyés pour séquençage Sanger par la société Eurofins 

genomics à l’aide du Mix2Seq Kit. L’alignement des séquences ainsi que leur lecture étaient 

réalisés à l’aide du logiciel BioEdit 7.2.  
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3) Etude de la dissémination clonale par électrophorèse en champ pulsé 

Dans un premier temps, les souches E-BLSE sont isolées sur gélose MH avec une incubation 

de 24h à 37°C en conditions aérobies. Après croissance des souches, une culture de 4-5 heures 

sous agitation dans les mêmes conditions dans 3 mL de milieu MH liquide est réalisée. 

Les cultures bactériennes ainsi obtenues sont centrifugées puis suspendues 150µl de Cell 

Suspension Buffer froid. Sont ensuite ajoutés 6 µl de lysozyme à 100mg/ml puis 150µl 

d'Agarose 1% obtenu dans un milieu Tris-Borate-EDTA. L’ensemble est coulé dans le moule 

à inserts afin d’obtenir les inserts qui seront ultérieurement intégrés au gel de migration. 

Une fois solidifiés, ces inserts sont plongés dans 500µl de Lysis Buffer 1X et 20µl de lysozyme 

à 100mg/mL puis incubés 1heure à 1heure 30 à 37 °C en conditions aérobies sans agitation. Les 

inserts sont ensuite rincés avec 1 ml de Wash Buffer 1X. Après rinçage, 400 µl de tampon de 

la protéinase K et 100 µl de protéinase K à 20 mg/ml sont ajoutés pour incubation 16 à 20h à 

50°C sans agitation. Les inserts sont de nouveau rincés avec 1 ml de Wash Buffer 1X pendant 

30 à 60 minutes à température ambiante sur agitateur rotatif, cette étape étant répétée 3 fois de 

suite. 

Après le troisième lavage, les mêmes lavages avec 1 ml de Wash Buffer 0,1X sont réalisés afin 

de se rapprocher progressivement de la force ionique du tampon de l’enzyme de restriction. 

Les inserts sont ensuite immergés dans 500 µL du tampon Multicore® de l’enzyme de 

restriction pendant 30 à 60 minutes à température ambiante, tampon renouvelé pour un volume 

de 300 µL auxquels sont ajoutés 5 µL (30 à 50U) de l’enzyme de restriction. L’enzyme de 

restriction est laissée active pendant 16 à 20 heures à 37°C. Les inserts sont de nouveau rincés 

avec 1 ml de Wash Buffer 1X. Les inserts sont alors prêts à être incorporés dans un gel d’agarose 

1% en Tris-Borate-EDTA pour migration. 

Une fois l’assemblage solidifié, le gel est baigné dans le même tampon Tris-Borate-EDTA 1X 

maintenu à 14°C dans la cuve de migration. Pour les entérobactéries, les paramètres de 

migration sont un « Initial switch » de 10 secondes et un « Final switch » de 40 secondes, un 

angle de 120°, un temps de migration de 19,5 heures et une tension électrique de 6 volts/cm. 

L'intensité du courant doit être comprise entre 220 et 260 mA. 

La révélation du gel se fait par bromure d’éthidium selon le même principe que celui présenté 

précédemment pour les gels de PCR, le temps de bain étant simplement plus long. Le logiciel 

acquisition d’image utilisé était Gel Smart. 
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4) Etude du lien colonisation-infection 

4.1. Identification des patients infectés à E-BLSE 

Les logiciels des laboratoires de bactériologie de l’hôpital Pellegrin ainsi que du service 

d’hygiène hospitalière ont été utilisés pour vérifier que le recueil des patients infectés à E-BLSE 

était bien exhaustif. Le logiciel de codage des PMSI de l’hôpital Pellegrin a permis d’obtenir 

tous les séjours avec PAVM ou bactériémie que ce soit à E-BLSE ou à un autre germe pendant 

la période de l’étude. Le diagnostic de PAVM était confirmé rétrospectivement par deux 

cliniciens en lecture indépendante selon les recommandations françaises en vigueur (296). Les 

bactériémies étaient définies par la pousse d’une bactérie sur une hémoculture à l’exception des 

Staphylocoque à coagulase négative pour lesquels il fallait 3 flacons d’hémoculture positifs 

pour retenir le diagnostic. 

Pour les patients colonisés à E-BLSE, les données démographiques, les antécédents, 

l’administration d’antibiotiques ou le statut de patient déjà colonisé à E-BLSE au cours de 

l’année précédente, les hospitalisations ou le caractère « associé aux soins » également dans 

l’année précédente ainsi que la mortalité à 28 jours et à 1 an ont été recueillis rétrospectivement. 

 

4.2. Statistiques 

Les variables quantitatives ont été exprimée en moyenne ± écart-type ou médiane (intervalle 

inter-quartile) Les variables qualitatives ont été exprimées en compte (pourcentages). En raison 

du faible nombre relatif de patients par rapport au études existant sur le sujet et du fait que les 

données étaient souvent incomplètes pour les patients non colonisés à E-BLSE, nous n’avons 

pas réalisé de statistique analytique à la recherche de facteur de risque de colonisation à E-

BLSE. 

 

4.3.Ethique pour l’étude de la dissémination clonale et plasmidique 

Les prélèvements réalisés étant des examens de routine, il n’y avait pas besoin d’autorisation 

particulière pour leur réalisation. L’exploitation des résultats et des données cliniques étaient 

faites après anonymisation dans le cadre d’une déclaration de Méthodologie de Référence 3 

auprès de la « Commission Nationale Informatique et Libertés » puisque les données 

provenaient toutes du même service hospitalier. 
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5) Etude de la dissémination plasmidique par détermination des groupes 

d’incompatibilité plasmidique 

 

5.1.  Extraction plasmidique par technique « Miniscreen » 

Les plasmides étaient extraits selon une méthode maison dite « Miniscreen ». En effet, les 

plasmides portant les gènes codant pour les BLSE sont souvent des plasmides de grande taille 

(100 à 200kb) parfois difficiles à extraire avec les kits commerciaux. Un bouillon MH de 5mL 

était ensemencé à 37°C en conditions aérobies avec l’isolat E-BLSE toute la nuit en présence 

de C3G. La culture était ensuite centrifugée 10 minutes à 9 000 rotation par minute (rpm) et le 

culot était resuspendu dans 1mL de Tris-Glucose-EDTA puis de nouveau centrifugé selon les 

mêmes conditions pour enfin être resuspendu dans 100µL de Tris-Glucose-EDTA, l’EDTA 

permettant de prévenir la dégradation d’ADN et le glucose assurant une osmolarité permettant 

que les bactéries ne lysent pas avant l’adjonction du tampon de lyse. Deux cents microlitres 

d’une solution de lyse (200 µL de NaOH 10M, 8,8mL d’eau distillée stérile et 1mL de SDS 

10%) étaient ensuite ajoutés et le mélange était laissé dans la glace entre 5 et 8 minutes. Ensuite, 

150 µL de potassium 3M pH = 5 permettaient l’obtention d’un précipité blanc après 5 minutes 

dans la glace. Le surnageant d’une centrifugation à 14 000rpm pendant 4 minutes à 4°C était 

ensuite récupéré. Cinq cent microlitres de Phénol-Chloroforme-alcoolIsoamylique-

Hydroxyquinoléine étaient alors ajoutés permettant de séparer les protéines des acides 

nucléiques. Après centrifugation 5 minutes à 10 000 rpm, la phase aqueuse était recueillie et 

mélangée à 1mL d’éthanol 95° froid puis laissée à -20°C toute la nuit ou à -80°C pendant 2-3 

heures afin de permettre la précipitation de l’ADN plasmidique. Après centrifugation 15 

minutes à 14 000 rpm à 4°C, le surnageant était retiré afin de permettre une étape de lavage 

avec 500 µL d’éthanol 70° froid. Le surnageant était retiré et les culots étaient laissé à l’air libre 

pour évaporation totale de l’éthanol. Le culot était ensuite resuspendu dans de l’eau milliQ 

stérile. L’efficacité de l’extraction était ensuite vérifiée par migration sur gel d’agarose et 

coloration BET comme précédemment décrit sauf que le gel d’agarose était à 0,7% en raison 

de la taille des plasmides bien supérieure à celles des amplicons. Il est courant que la quantité 

de plasmides extraite soit trop faible pour être visible sur le gel. Dans ce cas, la PCR des gènes 

de résistance BLSE était faite sur l’extrait plasmidique afin de vérifier la présence du plasmide. 

Les bactéries pouvant contenir plusieurs plasmides (comme décrit dans l’introduction), il est 

important d’augmenter la probabilité d’avoir un seul plasmide dans la bactérie pour pouvoir 

l’analyser sans être parasité par les autres plasmides éventuellement présents. Pour cela, le but 
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est de transférer le plasmide porteur du gène BLSE à une bactérie connue ne contenant pas de 

plasmide. 

 

5.2. Conjugaison 

La conjugaison est un moyen de transfert d’ADN entre deux bactéries nécessitant un contact 

direct entre ces bactéries qui établissent un « pont cytoplasmique » permettant l’échange 

horizontal de matériel génétique. Pour cela, la souche donatrice (E-BLSE dans notre cas) et la 

souche « réceptrice » (sans plasmide) doivent avoir une résistance différente à deux 

antibiotiques. En effet, si la souche donatrice est résistante à un antibiotique A auquel la souche 

réceptrice est sensible et inversement pour l’antibiotique B, un milieu de culture contenant les 

antibiotiques A et B ne laissera pousser que les souches réceptrices ayant accepté le plasmide 

de résistance provenant de la bactérie donatrice. La souche réceptrice utilisée était la souche E. 

coli K12 résistante à la rifampicine si la souche donatrice y était sensible ou la souche E. coli 

C600 si la souche donatrice était déjà résistante à la rifampicine. Pour cela, la souche réceptrice 

était mise en culture dans un milieu BH liquide jusqu’à phase stationnaire (5 à 6 heures) et celle 

donatrice en phase exponentielle (3 heures) à 37°C en conditions aérobies sous agitation. Cinq 

cents microlitres de chaque culture étaient mélangés, centrifugés et le culot suspendu dans le 

reliquat de surnageant puis déposé sur un filtre Millipore de 15mm de diamètre avec pores de 

0,45µm sur une gélose MH avec incubation 24 heures à 37°C. Après incubation, le filtre était 

rincé dans de l’eau distillée stérile et des dilutions de 100 à 10-2 étaient réalisées. Cette dilution 

était ensuite ensemencée sur une gélose MH contenant du céfotaxime 1mg/mL et soit de la 

rifampicine à 200mg/L soit de l’azide à 300mg/L en fonction de la souche réceptrice utilisée et 

de nouveau incubée pendant 24 heures à 37°C en conditions aérobies. L’antibiogramme des 

colonies ainsi isolées est alors déterminé comme décrit précédemment afin de s’assurer de la 

présence d’un phénotype de type BLSE du transconjugant.  

Cependant, certains plasmides restent peu ou non conjugatifs et la conjugaison ne permet 

d’isoler de transconjugant. Dans ce cas, il est nécessaire de réaliser une transformation c’est-à-

dire le transfert d’ADN nu de la bactérie E-BLSE à une souche réceptrice, ici sous l’effet de 

l’application d’un champ électrique. 
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5.3. Transformation 

Pour réaliser cette transformation, il faut donc préparer des bactéries électrocompétentes, en 

l’occurrence à partir de souche d’E.coli Top 10. Pour cela, une culture pendant 12 heures de 

souches d’E.coli en milieu BH liquide à 37°C en conditions aérobies était réalisée. Un millilitre 

de cette culture était transféré dans 150mL de milieu LB, cette nouvelle culture étant stoppée 

en phase exponentielle (densité optique entre 0,5 et 0,7). Dans la glace, les cellules ainsi 

stoppées étaient lavées une première fois dans 15mL de glycérol 10% puis une deuxième et une 

troisème fois dans 10mL de glycérol 10%. Les cellules ainsi lavées étaient ensuite plongées 

dans l’azote liquide puis conservées à -80°C. 

Deux microlitres de l’extrait plasmidique sont ensuite ajoutés au tube eppendorf contenant les 

souches d’E. coli Top 10 rendues électrocompétentes. Cent microlitres du mélange extrait 

plasmidique – Top 10 sont introduits dans une cuve métallique qui est placée dans 

l’électroporateur Gene Pulser Biorad avec les paramètres suivants : voltage : 2.5kV, 

capacitance 25microF, résistance 200 ohms. Immédiatement après l’application du courant 

électrique, 1 mL de milieu MH liquide est ajouté et l’ensemble est transféré à 37°C en 

conditions aérobies sous agitation au moins 1 heure. Après cette incubation permettant aux 

bactéries de « récupérer » après l’électroporation, le milieu MH contenant les bactéries étaient 

centifugé 5 minutes à 4 000 rpm, le surnageant jeté et le culot resuspendu dans 400µL de milieu 

MH puis ensemencé sur une boite de gélose MH contenant du céfotaxime à 2mg/L après 

dilution de 100 à 10-2 et cultivé 24 heures à 37°C en conditions aérobies. Les colonies obtenues 

étaient ensuite isolées et un antibiogramme était réalisé pour confirmer leur phénotype BLSE. 

 

5.4. Identification moléculaire des groupes d’incompatibilité plasmidique  

La détermination des groupes d’incompatibilité plasmidique a été menée selon la méthode 

publiée par Alessandra Carattoli (79). Brièvement, 5 PCR multiplex et 3 PCR simplex 

permettent de rechercher les groupes FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1-Igamma, L/M, N, P, W, T, 

A/C, K, B/O, X, Y, F, and FIIA. Les amorces, conditions de PCR et tailles d’amplicon attendues 

sont décrits dans l’article (79). L’intérêt de ces PCR est de pouvoir s’appliquer à une large 

variété de souches de bacilles à Gram négatif à la recherche des plasmides portant le plus 

fréquemment les gènes de résistance en Europe. Les témoins positifs de PCR étaient des 

souches présentes au laboratoire connues pour porter un plasmide de tel groupe 
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d’incompatibilité. Malheureusement, il n’existait pas de témoin positif pour chaque groupe 

d’incompatibilité. 

 

5.5. Révélation des produits d’amplification par le BET  

La méthode utilisée est la même que celle décrite précédemment pour les PCR amplifiant les 

gènes de résistance BLSE. 

 

5.6. Séquençage d’un plasmide et analyse bioinformatique 

Devant les difficultés d’identification des groupes d’incompatibilité, un plasmide porteur d’un 

gène partiellement amplifié par les amorces spécifiques de CTX-M9 et sans groupe 

d’incompatibilité plasmidique retrouvé a été séquencé. Pour cela, l’extrait plasmidique a été 

envoyé à la plateforme génome transcriptome de Bordeaux où la librairie de séquençage 

Illumina® Nextera a été utilisée puis le run lancé sur une flow cellNano sur un séquenceur 

MiSeq Illumina®. 

Concernant l’assemblage du plasmide en bioinformatique, les données fournies ont été 

nettoyées à l’aide du logiciel AfterQC (version 0.9.6). Pour l’assemblage à proprement parler, 

4 logiciels différents ont été utilisés : Abyss (version 2.1.0), MIRA (version 4.9.6), Velvet 

(version 1.2.10), Spades (version 3.12.0). L’assemblage en résultant a ensuite été comparé. 
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6) Etude de l’association entre colonisation digestive à E-BLSE et microbiote 

 

6.1. Sélection des patients 

Tous les patients admis en Réanimation Médicale entre janvier et août 2018 pour lesquels 

l’écouvillon d’entrée était suffisamment chargé pour faire une 2ème dilution après celle réalisée 

en routine par le laboratoire de Bactériologie furent inclus dans l’étude. 

 

6.2. Prélèvements et stockage 

L’écouvillon était conservé à +4°C au laboratoire de Bactériologie pendant 24h maximum. En 

cas de qualité suffisante de prélèvement, l’écouvillon était alors déchargé dans 250 µL de milieu 

MH liquide puis congelé à -80°C. 

 

6.3.Extraction 

L’extraction a été réalisée avec le kit QIAamp® Power Fecal® Pro DNA en ajoutant une étape 

de lyse mécanique sur Precellys Evolution pendant 2 cycles de 30 secondes chacun séparés par 

une pause de 30 secondes à 7000 rpm après l’agitation prévue par le fabricant. 

 

6.4. Préparation de la librairie et séquençage 

Une première PCR amplifiant la région cible a été réalisée avec 2,5µL d’ADN provenant de 

l’étape d’extraction dilué à 5ng/ µL, 5 µL des amorces ciblant les régions codant pour V3-V4 

du gène de l’ARNr 16S ou ITS2 et 12,5 µL du mix réactionnel avec Taq de haute fidélité 2X 

KAPA Hifi HotStart Ready Mix. Les amorces utilisées pour la PCR ciblant les régions V3-V4 

de l’ARNr 16S sont :  

Forward Primer : 

5'TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG 3’ 

Reverse Primer : 

5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC 3’. 
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Celles pour ITS2 sont :  

Forward Primer : 

5' TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGARTCATCGAATCTTT 3’ 

Reverse Primer : 

5' GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGATATGCTTAAGTTCAGCGGGT 3’ 

Après une phase de dénaturation de 3 minutes à 95°C, 25 cycles de 30 secondes à 98°C puis 30 

secondes à 55°C puis 30 secondes à 72°C ont été appliqués. Une étape finale d’élongation à 

72°C pendant 5 minutes finissait cette PCR pour obtention d’un amplicon de 460bp environ. 

Les adaptateurs de séquençage étaient ensuite ajoutés lors d’une seconde PCR selon les 

instructions du Nextera® XT Index kit. Le run de séquençage était ensuite lancé sur un 

Illumina® MiSeq flow cell V2. 

 

6.5. Analyse bioinformatique 

L’assignation taxonomique a été réalisée à l’aide du pipe-line DADA2 

(https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial.html) (297). Ce pipe-line permet sous le logiciel R 

d’éliminer les amorces, adaptateurs de séquençage et séquences chimériques. Il permet 

également de déterminer les séquences double brin à partir des divers amplicons dans le sens 

forward comme reverse. DADA2 permet d’analyser le compartiment bactérien du microbiote 

à partir de V3-V4 mais aussi le compartiment fongique à partir d’ITS2. Ce pipe-line, en 

assignant chaque séquence individuellement avant le regroupement en groupes de séquences 

homologues, permet de pouvoir comparer différents projets de différentes équipes à la condition 

d’avoir ciblé les mêmes régions hypervariables du gène codant pour l’ARN16S (298). Les 

analyses de diversité alpha et bêta ainsi que d’identification d’espèces associées au portage d’E-

BLSE ont été réalisées à partir du package « Phyloseq » à l’aide du logiciel R version 3.6.0. 

Les analyses LefSe ont été réalisées grâce à l’interface Galaxy de l’équipe du Dr Huttenhower, 

inventeur de cette analyse, à Harvard (https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/).  

 

6.6. Ethique pour l’étude des microbiotes digestifs associés à la colonisatioon 
digestive à E-BLSE 

L’exploitation des résultats et des données cliniques étaient faites après anonymisation dans le 

cadre d’une déclaration de Méthodologie de Référence 3 auprès de la « Commission Nationale 

Informatique et Libertés » puisque les données provenaient toutes du même service hospitalier. 

https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial.html
https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/
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Résultats 
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1) Dissémination clonale inter et intra patient des E-BLSE 

Les résultats en lien avec les objectifs d’étude de l’implication de la dissémination clonale dans 

la transmission croisée et dans le lien colonisation-infection ont fait l’objet d’une publication 

dans le journal « Antimicrobial resistance and Infection Control » (pages 93-99). 

 

En résumé, un seul cas de transmission croisée (pour une souche de K. pneumoniae) a été 

retrouvé malgré 6 cas d’acquisition, lors du séjour en réanimation, de colonisation digestive par 

E-BLSE ce qui confirme que la dissémination clonale n’est plus un moteur majeur de 

dissémination entre patients des E-BLSE en réanimation. 

Parmi 55 patients colonisés à E-BLSE, 38 développaient une infection au cours de leur séjour 

en réanimation avec seulement 6 (16%) cas d’infection prouvée à E-BLSE. Le fait d’être 

colonisé au niveau digestif à E-BLSE avait une VPP de 40% et une VPN de 100% pour 

l’implication d’une E-BLSE dans les PAVM survenant chez les porteurs d’E-BLSE. Quand la 

souche E-BLSE infectante était disponible pour analyse par PFGE, il s’agissait du même clone 

que la souche colonisante. Ces résultats suggèrent que la dissémination clonale des E-BLSE 

joue un rôle dans la diffusion des E-BLSE « intra-patient » mais que d’autres bactéries 

s’expandent également et limitent donc la probabilité d’infection par cette E-BLSE. 
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Abstract

Background: Extended-spectrum beta-lactamases-producing Enterobacterales (ESBL-E) are disseminating worldwide
especially in Intensive Care Units (ICUs) and are responsible for increased health costs and mortality. The aims
of this work were to study ESBL-E dissemination in ICU and to assess the impact of ESBL-E fecal carriage on
subsequent infections during a non-outbreak situation.

Methods: We therefore screened every patient at admission then once a week in a medical ICU between January
and June 2015. Each ESBL-E isolate was characterized by ESBL genes PCR amplification and the clonal dissemination
was assessed by Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE).

Results: Among the 608 screened patients, 55 (9%) were colonized by ESBL-E. Forty-four isolates were available for
further analysis. Most of them (43/44, 98%) contained a ESBL gene from the CTX-M group. Only one case of ESBL-E
cross-transmission occurred, even for acquired ESBL-E colonization. Subsequent infection by ESBL-E occurred in
6/55 (11%) patients and infecting ESBL-E strains were the colonizing ones. ESBL-E faecal carriage had a negative
predictive value of 100% and a positive predictive value of 40% to predict ESBL-E ventilator associated-pneumonia
(VAP). Alternatives to carbapenems consisting in piperacillin-tazobactam, ceftolozane-tazobactam and
ceftazidime-avibactam were all active on this panel of ESBL-E.

Conclusions: ESBL-E expansion and acquisition in ICU in a non-outbreak situation are not any more fully explained by
cross-transmission. Mechanisms underlying ESBL-E dissemination in ICU are still to investigate. Interestingly, as far as we
know, our study demonstrates for the first time by PFGE that the colonizing strain is indeed the infecting one in case
of subsequent ESBL-E infection. Nevertheless, subsequent ESBL-E infection remains a rare event conferring poor
positive predictive value for ESBL-E colonization to predict ESBL-E VAP. Relevance of systematic ESBL-E faecal screening
at ICU admission and during ICU stay needs further investigation.
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Background

The increase in antimicrobial resistance remains a major

threat [1]. Among resistant bacteria, extended-spectrum

β-lactamase-producing Enterobacterales (ESBL-E) are of

special concern. In fact, ESBL-E faecal carriage is increas-

ing worldwide [2, 3] , especially in long term care facilities

and ICUs, but even among healthy people with up to ten-

fold increase in a 5 years French Survey [4, 5]. ESBL-E fae-

cal carriage rates vary between western and non-western

countries probably because of discrepancies in water sani-

tation procedures (from 1 to 6% in Europe and North

America but up to 60% in India) [3] . Known risk factors

are previous antibiotic exposure, previous admission to a

healthcare facility, previous hospitalization and previous

ESBL-E carriage [6–8]. Cross-transmission in ICU has

been mainly described during outbreaks leading to en-

forcement of hygiene isolation procedures [9]. However,

hygiene procedures were not able to fully prevent ESBL-E

increase in ICU despite increased standard precautions

and an efficient prevention from nosocomial cross-

transmission [10, 11]. The environment of healthcare fa-

cilities (such as floors and walls contamination) was also

suspected to play a role in ESBL-E cross-transmission but

its role does not seem to be that important [12]. Finally,

little is known about the mechanisms of ESBL-E faecal

carriage dissemination during ICU stay in a non-outbreak

situation when cross-transmission by healthcare workers

is controlled by thorough hygiene procedures.

Moreover, to date, the link between ESBL-E faecal car-

riage and the risk of subsequent ESBL-E infection is not

fully understood even if colonization by ESBL Klebsiella

pneumoniae seems to be at higher risk than colonization

by Escherichia coli [13]. A better understanding of this

link between colonization and infection is of paramount

importance since ESBL-E ICU infections lead to in-

creased healthcare costs, length of stay and mortality

[14]. In a non-ICU low-endemy environment, ESBL-E in-

fections among ESBL-E faecal carriers were shown to be a

rare event but this remains an issue regarding ICU pa-

tients, especially those developing ventilator-associated

pneumonia (VAP) [15, 16]. The aim of this work was to

assess the ESBL-E dissemination (acquisition and clonal

transmission) and subsequent infection among ESBL-E

faecal carriers in ICU during a non-outbreak situation.

Methods

Design of the study

From January 1st to June 30th 2015, all patients of the

medical ICU at Pellegrin Hospital, a 1300-bed tertiary

center, were screened by rectal swab at admission and

then weekly until they were discharged and isolates were

collected. Our ICU is divided into 2 ICU wards of re-

spectively 13 and 14 beds and one 12 beds ward dedi-

cated to post-intensive care, admitting 1200 patients per

year with a mean length of stay of 5 days. All patients

were hospitalized in single rooms. Standard isolation

procedures for all patients and contact isolation proce-

dures for ESBL-E faecal carriers were applied according

to the French Society of Hygiene guidelines [17] includ-

ing hand hygiene procedures, dedicated medical supplies

and single room.

For each ESBL-E carriers, demographic information,

medical history, exposure to antibiotics for the past 12

months, prior ESBL-E fecal carriage for the past 12

months, hospitalization or health-care facility contact for

the past 12 months and mortality at day 28 and year 1

were retrospectively collected through medical records.

The patients were characterized as imported carriers if

they were colonized at admission (from the community

or from a non-ICU medical unit) and acquired carriers if

the first screening was negative but any of the weekly

screening was subsequently positive. Recording of pa-

tients suffering from VAP or pneumonia without intub-

ation was made retrospectively through our prospective

patient database. Patient status was assessed by two

independent clinicians for all data including the con-

firmation of VAP diagnosis according to French current

guidelines [18]. Bloodstream infection was defined by

any positive blood culture except for coagulase-negative

Staphylococcus.

Samples processing

Each rectal swab was inoculated on the chromID ESBL®

plate for 16-24hours at 37°C. Confirmation of the pres-

ence of ESBL was assessed by MAST AMPC&ESBL de-

tection discs D68C® (Mast Group). Identification of each

selected colony was assessed by mass spectrometry

(Maldi Biotyper Microflex®, Brucker). If 2 different

ESBL-E isolates were identified on a screening test, each

isolate was characterized individually. In case of positive

screening at admission, the isolates collected during

weekly screenings were considered as duplicate if being

the same species and carrying the same resistance genes

and not investigated. Susceptibilities to ceftolozane-

tazobactam and ceftazidime-avibactam were assessed by

E-test® (BioMérieux). ESBL-E isolates were then stored

at -20°C.

ESBL type determination

Detection and characterization of bla genes were

performed by multiplex PCRs for blaCTX −M, blaSHV,

blaTEM, and blaOXA-1 and then confirmed by simplex

PCRs [19].

Clonality assessment by pulsed-field gel electrophoresis

The clonality of ESBL-E dissemination in the ICU was

determined by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) of

XbaI-digested genomic DNA of all collected ESBL-E
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isolates available as previously described [20]. Patterns

were visually compared and analyzed according to previ-

ously reported criteria [21]. Plasmids were not analyzed by

PFGE as concerns exist about its discriminative power.

Statistics analysis

Quantitative variables were summarized as mean ± standard

deviation or median (interquartile range). Categorical data

were summarized as count (%).

Results

ESBL prevalence in ICU patients

Among 613 patients admitted to ICU during the 6

months study-period, 608 were screened (371 (61%) only

at admission and 237 (39%) at admission and weekly

during their ICU stay). Fifty-five (9%) were positive for

ESBL-E faecal carriage. No ESBL-E outbreak was de-

tected during the study. Only 6 (1%) patients acquired

ESBL-E faecal carriage during their ICU stay (Figure 1):

2 came from the community and 4 were already hospi-

talized at our universitary hospital before the transfer in

ICU. Mean time to acquisition was 31 (±17) days, me-

dian time 30 (4-53) days. Each patient who acquired

ESBL-E during ICU stay received several courses of

broad-spectrum antimicrobial therapy between time of

admission in ICU and ESBL-E acquisition.

ESBL-E faecal carriers’ characteristics and risk factors

ESBL-E faecal carriers are described in Table 1. ESBL-E

faecal carriers were mainly colonised with Escherichia

coli (37/55, 67%), 37/47 (79%) patients had at least 1 risk

factor of EBL-E faecal carriage with 32/47 (68%) having

several risk factors (Table 2) including previous anti-

microbial therapy Table 2.

ESBL-E clonality assessment by pulsed-field gel

electrophoresis (Figs. 2 and 3)

Fifty-seven ESBL-E isolates from faecal carriage were

collected from the 55 patients. Unfortunately, 13 isolates

were not available for analysis (loss of ESBL after freezing

n = 8, the isolate did not grow after – 20°C freezing n = 83,

and the wrong isolate was frozen at -20°C n = 82)). Among

these 13 isolates, 10 were imported and 3 acquired in

ICU. One of the missing acquired ESBL-E isolate was a

Citrobacter freundii with no other patient carrying that

bacteria during his/her stay in ICU. Forty-four isolates

from faecal carriage were available for PFGE and 2 isolates

from weekly samplings of imported ESBL-E faecal carriage

were considered as duplicate and used as positive control

(8C and 18C, Fig. 2).

No case of cross transmission regarding E. coli and

only one case of K. pneumoniae cross transmission

(39CT, Fig. 3) was identified. ESBL gene PCR identified

103 different ESBL-E genes mostly from blaCTX-M
(43, 42%), blaTEM (27, 26%), blaOXA-1 (18, 17%) and

blaSHV (14, 15%) groups.

ESBL-E infections among carriers during ICU stay

Among the 55 ESBL-E faecal carriers, 38 were infected

and 16 of them received carbapenems as part of

empirical antimicrobial therapy during their ICU stay.

Infection sites were distributed as follow: pulmonary in-

fections 23/38, bloodstream infection 9/38 (5 patients

having both pulmonary and bloodstream infections),

skin infection 5/38, urinary tract infection 4/38, abdom-

inal infection 2/38. Among the 38 infected ESBL-E

faecal carriers, a non ESBL-E isolate was identified for

22 patients and 10 patients had no documentation be-

cause cultures remain sterile. Thus, only 6/38 patients

were subsequently infected by an ESBL-E. None of these

6 ESBL-E infected patients had acquired the ESBL-E fae-

cal carriage during their ICU stay. Respectively for E. coli

and K. pneumonia carriers, 2/37 (6%) and 4/16 (25%)

were subsequently infected with ESBL-E.

The 6 ESBL-E infections were as follow: 2 ventilator-

associated pneumonias (VAP), 2 pneumonias in non-

intubated patients (2 E. coli and 2 K. pneumoniae), 1

bloodstream infection (K. pneumoniae) and 1 urinary

Fig. 1 Flow-chart
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tract infection (K. pneumoniae). Three isolates involved in

pneumonia episodes (1 K. pneumoniae: 37I and 2 E. coli:

2I and 15I) were also available for PFGE analysis. The

PFGE analysis, according to Tenover’s criteria, classified

the strains 15I and 37I as indistinguishable from strains 15

and 37 respectively and closely related which means prob-

ably the same strain for 2I when compared to strain 2

which confirmed that the same clone was involved in col-

onisation and infection (Figs. 2 and 3). Both VAP occurred

early in the ICU course (2 and 3 days after intubation).

ESBLE-E VAP prediction among ESBL-E faecal carriers

During the study, 433 patients received mechanical ventila-

tion among whom 39 VAP were observed: 34 non-ESBL-E

VAP among the non ESBL-E faecal carriers, 3 non-ESBL-E

VAP among the ESBL-E faecal carriers (n = 55), 2 ESBL-E

VAP among the ESBL-E faecal carriers and 0 ESBL-E VAP

among the non ESBL-E faecal carriers. ESBL-E faecal car-

riage had thus a positive predictive value (PPV) of 40%, a

negative predictive value (NPV) of 100%, a sensitivity of

100% and a specificity of 10% for ESBL-E causing the VAP.

Alternatives to carbapenems

In vitro, all the available isolates (n = 44) were suscep-

tible to imipenem, ertapenem, ceftolozane-tazobactam

and ceftazidime-avibactam, 43/44 to temocillin and to

piperacillin-tazobactam (according to the EUCAST 2016

Version 6.0 breakpoint recommandations).

Discussion

ESBL-E fecal carriage rate was 9% with only one case of

ESBL-E cross-transmission whereas 6 cases of ESBL-E

acquisition were observed. In case of subsequent ESBL-E

infection, our data demonstrate that the colonizing

ESBL-E strain is indeed involved but it remains a rare

event conferring poor predictive value to ESBL-E

colonization status for subsequent ESBL-E infection.

A prevalence of ESBL-E faecal carriage of 9% is con-

sistent with a previous rate of 13,2% found in another

study [22]. Most of the ESBL genes were of CTX-M

group as previously described [2, 3]. Only 6 patients

(1%) acquired ESBL-E fecal carriage during their stay in

ICU and this can be over-estimated. In fact, the rate of

false negatives is a major concern regarding ESBL-E

screening by rectal swab and 2 patients acquired the

ESBL-E in only 4 days, suggesting a possible false nega-

tive screening at admission [23].

However, the low rate of ESBL faecal carriage cross

transmission (1%), even among patients acquiring faecal

carriage in the ICU, underlines the respect of isolation pro-

cedures by ICU healthcare givers but also the limitation of

these measures as suggested by Tschudin-Sutter et al. [10].

These results are consistent with those of three recent

studies but our study is the first assessing ESBL-E clonal

dissemination in ICU by PFGE. One shows no case of

cross transmission with the respect of the sole standard

hygiene precautions in 3 Dutch hospitals but the study

did not focus on ICU [11]. The second found only two

cases of cross transmission in a ICU with no single room

but the major limitation of this work is that no clonal

analysis (by PFGE or whole genome sequencing) was

performed [22]. The third one found only one case of

cross transmission in a medical ICU by repetitive

element sequence-based PCR (repPCR) [24]. RepPCRis

another tool to assess clonality based on the amplifica-

tion of repetitive and non-coding parts of the genome

but PFGE has a better ability to discriminate between

E. coli isolates belonging to different subtypes [25].

New techniques such as whole genome sequencing or

Table 1 ESBL-E faecal carriers’ characteristics at admission

ESBL-E faecal carriers’ characteristics at admission Patients (%age)

Age (years, mean ± SD) 61 ± 22

Sex ratio (women/men) 0,49 18/37

Simplified Acute Physiology Score 2 (mean ± SD) 50 ± 32

Admission from community 24/55 44%

Admission from another hospitalization unit 31/55 56%

D28 mortality 19/54 35%

1-year mortality 20/45 44%

Escherichia coli carriage 37/55 67%

Klebsiella pneumoniae carriage 16/55 29%

Citrobacter koseri carriage 2/55 3%

Citrobacter freundii carriage 1/55 3%

Serratia fonticola carriage 1/55 1%

Table 2 ESBL-E faecal carriage risk factors

ESBL-E faecal carriage risk factors Patients (%age)

ESBL-E previous colonization within 12 months 16/55 29%

Travel in a ESBL-E endemic area within 12 months 2/55 3,6%

Previous hospitalization within 12 months 37/55 67%

Health-care associated 26/55 47%

Previous antimicrobial therapy within 12 months 35/47 74%

Penicillin 26/41 63%

3rd generation cephalosporins 17/41 41%

Fluroquinolones 9/41 22%

Trimethoprim/sulfamethoxazole 7/41 17%

Aminoglycosids 9/41 22%

0 risk factor 10/47 21%

1 risk factor 5/47 11%

2 risk factors 9/47 19%

3 risk factors 12/47 26%

4 risk factors 11/47 23%

5 risk factors 0/47 0%
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Maldi-Tof clonality determination will provide an easier

and faster assessment of cross-transmission avoiding time-

and staff-consuming techniques as PFGE [26, 27].

These data suggest that other mechanisms than cross

transmission occur in ICU and should be investigated to

better fight ESBL-E faecal carriage acquisition. In fact, be-

sides clonal dissemination, ESBL plasmid-mediated dis-

semination can occur with horizontal transfer of genetic

determinants for antimicrobial resistance which is en-

hanced during the exposure to antibiotics [28]. Neverthe-

less, ESBL gene and plasmid incompatibility groups

determinations (data not shown for incompatibility groups)

do not suggest horizontal transfer to be involved even if

definitive conclusions cannot be drawn for 8 of the strains.

Another mechanism could correspond to the expansion of

a previously present but not detectable ESBL-E clone. This

non detectable clone could be acquired in the community

or during a previous hospitalization. Antimicrobial therapy

before admission or at the early phase of the ICU stay is

thought to favor such ESBL-E expansion [29].

The fact that only 6/38 ESBL-E faecal carriers with in-

fection had a proven subsequent ESBL-E infection ques-

tions the systematic use of carbapenems in that case,

currently a hot topic [30–32]. Piperacillin-tazobactam,

ceftazidime-avibactam and ceftolozane-tazobactam could

represent safe alternatives to spare carbapenems [33–36].

Regarding piperacillin-tazobactam, the only randomized

controlled trial available did not manage to prove the

Fig. 2 PFGE analysis for Escherichia.coliPFGE migration for Escherichia coli colonizing isolates. 8C and 18C: duplicate colonizing isolates used as
positive control. 2I and 15I: infecting isolates. L: ladder

Fig. 3 PFGE analysis for Klebsiella pneumoniaPFGE migration for Klebsiella pneumoniae colonizing isolates. Patient 3 was colonized with both E. coli

and K. pneumonia. 37I: infecting strain. 39CT: isolate involved in cross-transmission. L: ladder
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non-inferiority of piperacillin-tazobactam compared with

meropenem for the documented treatment of BSI due to

3CG-resistant E.coli or K. pneumoniae but some limita-

tions apply and so the results should be interpreted cau-

tiously [37, 38]. Nevertheless, in case of high-inoculum or

in case of septic shock, carbapenems use remains a gold

standard according to the current guidelines [16, 23].

This study confirms that ESBL-E VAP is a rare event

even among ESBL-E carriers and that ESBL-E faecal car-

riage has a very good NPV for ESBL-E VAP but a poor

PPV [39] but it demonstrates for the first time that the

infecting strain corresponds to the colonizing one in

case of subsequent ESBL-E infection. The low rate of

VAP (39/433, 9%) in this cohort can decrease the PPV of

ESBL-E fecal carriage for subsequent infection.

Besides, infection by ESBL-E seems to be more

frequent in the case of Klebsiella pneumoniae than

Escherichia coli as previously suggested [13, 40]. Unfor-

tunately, in front of the small number of events we can-

not definitely conclude here.

Our study has some limitations. First some isolates were

missing (3 regarding acquired ESBL-E faecal carriage) and

we cannot exclude other cases of cross-transmission.

Nevertheless, one of the 3 missing isolates was a Citrobac-

ter freundii with no other patient carrying a ESBL Citro-

bacter freundii at that time excluding a cross-transmission

in that case.

Systematic ESBL-E faecal carriage screening has long

been a standard of care for ICU-hospitalized patients but

those results question the relevance of screening proce-

dures. In other terms, the paradigm of ESBL-E faecal car-

riage in ICU patients is changing with a low rate of cross

transmission and a majority of imported ESBL-E.

Investigation of the mechanisms leading to plasmid-

mediated dissemination or to the expansion of ESBL

clones up to detectable ESBL faecal carriage is also

needed to resolve ESBL-E colonization issue.

Conclusions

In this single-centre ICU study, a 9% rate of ESBL-E faecal

carriers was observed. Only 1% of patients acquired the

ESBL-E faecal carriage during their ICU stay with only one

case of cross-transmission. Interestingly, as far as we know,

our study demonstrates for the first time by PFGE that the

colonizing strain is indeed the infecting one in case of sub-

sequent ESBL-E infection. Nevertheless, only 6/55 ESBL-E

faecal carriers were subsequently infected by a proven

ESBL-E strain. A negative ESBL-E faecal carriage ruled out

its participation in VAP but positive predictive value was

poor. The paradigm of ICU transmitted ESBL-E faecal car-

riage may be changing with a majority of imported ESBL-E

and a low rate of cross transmission. Relevance of system-

atic ESBL-E faecal screening at ICU admission and during

ICU stay needs further investigation.
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2) Dissémination plasmidique 

Dans un premier temps, nous avons analysé les groupes d’incompatibilité plasmidique de 

chaque plasmide isolé à partir d’un conjuguant ou transformant. Les résultats sont présentés 

dans le tableau 2. 

Tableau 2 : Groupe d’incompatibilité plasmidique des plasmides portant les gènes codant pour 
des enzymes BLSE au sein des souches isolées en portage digestif en réanimation 

Gènes portés sur le plasmide  Groupe d’incompatibilité plasmidique (nombre de souches) 

CTX-M-1 IncP (2) 

Inconnu (2) 

CTX-M-1 + SHV112 Inconnu (1) 

CTX-M-1 + TEM-1 IncF (2) 

Inconnu (1) 

CTX-M-1 + TEM-2 Inconnu (1) 

CTX-M-14 IncF (2) 

IncFiC (1) 

IncP (1) 

Inconnu (4) 

CTX-M-14 + OXA-1 IncF (1) 

CTX-M-14 + TEM-1 Inconnu (3) 

CTX-M-14 + TEM-2 IncY (1) 

CTX-M-15 IncY (2) 

IncF (1) 

CTX-M-15 + OXA-1 IncF (2) 

IncP (1) 

IncY (1) 

Inconnu (2) 

CTX-M-15 + TEM-1 IncF (3) 

IncP (1) 

Inconnu (1) 

CTX-M-15 + TEM-2 IncF (1) 

Inconnu (1) 

CTX-M-15 + TEM-1 + Oxa-1 Inconnu (6) 
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Nous avons eu un problème avec un plasmide pour lequel nous n’avions ni groupe 

d’incompatibilité plasmidique ni séquence du gène de résistance car la séquence était tronquée 

(amplificon obtenu à partir des amorces génériques amplifiant la région codant pour les 

enzymes du groupe CTX-M-9). Nous avons alors décidé de réaliser le séquençage de ce 

plasmide. Pour des raisons budgétaires, nous avons réalisé ceci avec un séquençage « short-

read » mais nous avons eu la chance de pouvoir reconstituer ce plasmide avec l’aide des 

bioinformaticiens du Centre de Bioinformatique de Bordeaux. 

 

Tableau 3 : Résultats de l’assemblage du plasmide 

Logiciel Fichier  Nombre de séquences Taille totale 

Abyss Contigs (c) 13 71 218 nt 

MIRA Contigs (c) 4 046 2 567 254 nt 

MIRA Large contigs (lc) 54 166 389 nt 

Velvet Contigs (c) 101 918 11 983 830 nt 

Spades Contigs (c) 4 574 3 759 865 nt 

Spades Scaffolds (s) 4 569 3 760 005 nt 

 

 
Figure 13 : Distribution de la taille des contigs obtenus après assemblage à l’aide des différents logiciels 
utilisés. 
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L’assemblage selon le logiciel Velvet étant très morcelé, nous avons exclu cette analyse. Le 

logiciel d’assemblage permettant l’obtention de contigs de la taille estimé du plasmide est 

MIRA large contigs. 

Nous avons ensuite aligné la séquence de référence du gène blaCTX-M-9 à l’aide du logiciel 

BLAST (version 2.7.1plus) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ668794.1). Cette 

analyse a permis d’identifier 4 positions pour lesquelles les 3 logiciels d’assemblage donnaient 

la même base, différente de la séquence de référence (Figure 14).  

 
Figure 14 : Alignement des assemblages obtenus comparés à la séquence de référence.  
En rouge, nucléotide identique dans les 3 assemblages mais différent de la séquence de référence. En 
orange, positions pour lesquelles le logiciel MIRA utilise le code IUPAC pour les bases ambiguës (par 
exemple K pour T ou G). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ668794.1
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Nous avons ensuite voulu savoir si les substitutions nucléotidiques induisaient des substitutions 

d’acide aminé. Nous avons ainsi pu identifier la substitution d’une alanine par une valine en 

position 226 (Figure 15) permettant d’identifier la séquence protidique de l’enzyme CTX-M-

14. 

 

 

Figure 15 : Analyse de la séquence protidique indiquant la substitution d’un acide aminé alanine par une 
valine en position 226.  

Enfin, l’annotation du plasmide a permis d’obtenir la cartographie suivante (Figure 16) : 

Figure 16 : cartographie plasmidique avec identification du gène blaCTX-M-14. 

 

En résumé, la dissémination plasmidique a probablement un rôle dans la dissémination des E-

BLSE dans l’environnement comme discuté dans l’introduction. Cette dissémination 

plasmidique pourrait également avoir un rôle dans la dissémination de ces E-BLSE en 

réanimation. Cependant, nos résultats ne permettent pas d’en apprécier l’importance. Ils 

permettent uniquement d’exclure la présence d’un plasmide hégémonique suffisant à expliquer 

toute la diffusion des E-BLSE. 
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3) Comparaison des microbiotes digestifs des patients colonisés à E-BLSE à 

ceux non colonisés à E-BLSE 

 

Dix-neuf patients colonisés au niveau digestif par une E-BLSE ont pu être inclus, 11 par E. 

coli, 6 par K. pneumoniae et 2 par E. aerogenes. Trente-huit patients appariés sur l’âge et le 

sexe non colonisés au niveau digestif par une E-BLSE ont été utilisés comme contrôle. 

 

3.1. Comparaison des bactériobiotes 

Il n’y avait pas de différence observée de diversité alpha selon les index de Shannon, Simpson 

et Evenness (respectivement p = 0,55 ; p = 0,78 ; p = 0,99) (Figure 17) ni de diversité bêta 

(permanova, p ajusté :  0.81) (Figure 18) entre les bactériobiotes des patients colonisés à E-

BLSE et ceux non colonisés.  

Figure 17 : Comparaison des diversités alpha des bactériobiotes digestifs en fonction de la colonisation 
digestive par une E-BLSE. a : index de Shannon. b : index de Simpson. c : evenness. Rouge : patients 
colonisés au niveau digestif à E-BLSE. Bleu : patients non colonisés au niveau digestif à E-BLSE 
 
Comme nous suspectons des interactions entre espèces composant le microbiote, nous avons 

ensuite décidé de comparer les bactériobiotes des 11 patients colonisés par E. coli BLSE à ceux 

des 6 patients colonisés par K. pneumoniae BLSE. Nous n’avons pas comparé les patients 

colonisés par E. aerogenes car ils n’étaient que 2. 

 

Les diversités alpha des bactériobiotes des patients colonisés à E. coli BLSE étaient 

significativement plus élevées que celles des patients colonisés à K. pneumoniae BLSE 

(respectivement pour les index Shannon, Simpson et evenness, p = 0,02 ; p = 0,007 et p = 0,007) 

(Figure 19). En revanche, il n’y avait pas de différence observée de diversité bêta entre ces 2 

groupes (permanova, p ajusté = 0,44). 
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Figure 25 : Comparaison par analyse LefSe des ASV fongiques associés, au sein des mycobiotes 
digestifs, à la colonisation digestive par E. coli BLSE. ASV_32 : Candida albicans 
 

 

 
Figure 26 : Comparaison par analyse LefSe des ASV fongiques associés, au sein des mycobiotes 
digestifs, à la colonisation digestive par K. pneumoniae BLSE. ASV_4 et 14 : Saccharomyces sp. 
ASV_25 : Issatchenkia orientalis ASV_38 : Candida tropicalis ASV_135 : Dipodascus geotrichum 

ASV_16 : Saccharomyces sp. 

 

Nous n’avons pas mis en évidence de différence de diversité alpha ou beta entre les mycobiotes 

des patients colonisés ou non colonisés par une E-BLSE, ni en comparant par espèce porteuse 

de BLSE. En raison de l’importance probable de l’espèce porteuse de la BLSE dans les 

interactions au sein du microbiote, nous avons malgré analysé les abondances relatives 

d’espèces fongiques en fonction de l’espèce BLSE colonisante. 

Concernant la colonisation par E. coli BLSE, nous n’avons pas mis en évidence d’espèce 

associée à l’absence de colonisation mais C. albicans comme espèce associée à la colonisation. 

Concernant la colonisation par K. pneumoniae BLSE, les champignons associés à l’absence de 

colonisation appartenaient au genre Saccharomyces, ceux associés à la colonisation étaient 

Issatchenkia orientalis, Candida tropicalis, Dipodascus geotrichum et un champignon du genre 

Saccharomyces sp.  
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4) Comparaison des microbiotes digestifs des patients infectés à E-BLSE par 

rapport à ceux non infectés à E-BLSE parmi les patients colonisés à E-

BLSE 

 

Parmi les 19 patients colonisés à E-BLSE, 4 ont été infectés par une E-BLSE au cours de leur 

séjour en réanimation (2 PAVM et 1 bactériémie d’origine urinaire à E. coli BLSE, 1 

pyélonéphrite à E. aerogenes BLSE). 

 

4.1. Comparaison des bactériobiotes 

Il n’y avait pas de différence statistiquement significative observée de diversité alpha selon les 

index de Shannon, Simpson et Evenness (respectivement p = 0,26 ; p = 0,47 ; p = 0,47) ni de 

diversité bêta (permanova, p ajusté = 0,12) entre les bactériobiotes des patients infectés à E-

BLSE par rapport à ceux non infectés à E-BLSE parmi les patients colonisés à E-BLSE. 

 

L’analyse par espèce n’était possible que pour E. coli BLSE car c’était la seule espèce pour 

laquelle il y avait plusieurs cas d’infection par la même espèce BLSE. Les diversités alpha des 

bactériobiotes des patients colonisés par E. coli BLSE infectés par E. coli BLSE semblaient 

plus faibles que celles des patients non infectés par E. coli BLSE, sans toutefois atteindre une 

différence statistiquement significative (selon les index de Shannon, Simpson et Evenness, 

respectivement p = 0,13 ; p = 0,38 ; p = 0,28) (Figure 27). De même, l’analyse de bêta diversité 

semblait différencier les bactériobiotes des patients infectés à E. coli BLSE de ceux non infectés 

à E. coli BLSE, sans être statistiquement significatif (permanova, p ajusté = 0,16) (Figure 28).

Figure 27 : Comparaison des diversités alpha des bactériobiotes digestifs en fonction du fait d’être 
infecté par E. coli BLSE en étant colonisé au niveau digestif par E. coli BLSE. a : index de Shannon. b : 
index de Simpson. c : evenness. Rouge : patients infectés par E. coli BLSE. Bleu : patients non infectés 
par E. coli BLSE. 
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Discussion 
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1) Disséminations clonale et plasmidique des gènes codant pour les enzymes 

BLSE. 

Les résultats en lien avec les premiers objectifs de cette thèse ont permis de confirmer que la 

dissémination clonale ne permet plus d’expliquer l’acquisition de colonisation digestive à E-

BLSE sauf cas particulier. Cette avancée est le résultat de l’application de précautions 

d’hygiène rigoureuses, On constate également une association « préférentielle » de certains 

gènes codant pour des BLSE à certains plasmides sans pour autant constater une hégémonie 

d’un plasmide. Il est donc peu probable qu’une dissémination plasmidique permette, à elle 

seule, la dissémination des enzymes BLSE en réanimation. 

Ces résultats sont en accord avec les données disponibles dans la littérature ces dernières 

années. En effet, les études réalisées sur le sujet après 2010 retrouvent des taux d’acquisition 

de colonisation digestive à E-BLSE de 4 à 12%. Dans ces travaux, très peu d’acquisitions sont 

expliquées par des transmissions croisées (299–302). Notre étude est justifiée par le fait qu’elle 

a été débutée alors que les 3 articles les plus récents parmi les 4 cités n’étaient pas encore publiés 

et cherchait à répondre à une question clinique prégnante. De plus, deux de ces articles, 

n’utilisant pas la méthode de PFGE, sont moins discriminants que notre étude et pourraient 

donc surestimer le rôle de la transmission croisée. 

Concernant la dissémination plasmidique, nous retrouvons dans notre étude les plasmides 

classiquement décrits associés aux gènes de résistances codant pour les enzymes BLSE (50,69). 

Nous ne retrouvons pas de plasmide hégémonique expliquant à lui seul la dissémination des 

BLSE. Malheureusement, nous avons un nombre non négligeable de plasmides dont le 

groupe d’incompatibilité n’a pas pu être déterminé. Les témoins positifs n’étant pas 

disponibles pour tous les groupes d’incompatibilité plasmidique malgré des demandes répétées 

aux équipes européennes spécialistes du sujet (Luisa Peixe, Université de Porto, Portugal et 

Alessandra Carattoli, Université Sapienza de Rome, Italie), nous ne pouvons pas savoir si ce 

sont les PCR qui ont été prises en défaut ou si des plasmides d’autres groupes d’incompatibilité 

co-existent. Devant les limites budgétaires du laboratoire, nous n’avons pas pu réaliser le 

séquençage de tous les plasmides n’ayant pas de groupe d’incompatibilité déterminé. 

La principale limite de notre étude est le fait que 13 souches ont été perdues ou n’ont pas pu 

être cultivées après congélation. Cependant, seules 3 concernaient un cas de colonisation 

acquise en réanimation et dans un de ces 3 cas, il s’agissait d’un Citrobacter freundii alors 

qu’aucun autre patient n’était porteur de cette bactérie BLSE. Enfin, le dépistage de la 
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colonisation par E-BLSE nécessite la réalisation correcte de l’écouvillon ce qui ne semble 

malheureusement pas toujours le cas et ce qui peut amener à sous-estimer le pourcentage de 

patients colonisés que ce soit par importation ou acquisition.  

Ces travaux ouvrent plusieurs perspectives. En effet, si l’acquisition des E-BLSE ne s’explique 

pas uniquement pas les disséminations plasmidique et clonale, il faut envisager un autre 

mécanisme. A l’inverse des résistances aux antibiotiques survenant de novo par mutation de 

quelques nucléotides, il ne peut y avoir d’émergence ex nihilo de plasmide porteur de gènes 

codant pour des BLSE. Une hypothèse pourrait être l’acquisition d’un clone E-BLSE lors d’une 

hospitalisation précédente ou dans la communauté dont la croissance serait contrôlée par les 

autres micro-organismes présents dans le tube digestif, à savoir le microbiote. A l’occasion d’un 

changement d’état de l’hôte (comme lors d’un séjour en réanimation) et/ou des différentes 

antibiothérapies, le microbiote serait profondément remodelé et ces changements pourraient 

entrainer un défaut de contrôle du clone E-BLSE qui pourrait donc s’expandre. Cette expansion 

pourrait alors le rendre détectable par les méthodes classiques de dépistage du portage de E-

BLSE et la croissance de l’inoculum pourrait augmenter la contamination de l’environnement 

et augmenter le risque de propagation. Cela souligne l’importance du maintien de précautions 

d’hygiène rigoureuses mais indique également que ces procédures ne suffisent pas à enrayer 

l’acquisition d’E-BLSE. L’étude du rôle du microbiote dans la colonisation par E-BLSE a été 

le deuxième axe de cette thèse et les résultats sont décrits ci-après. 

  



 

Page 117 sur 181 

2) Lien colonisation-infection chez les patients colonisés à E-BLSE 

Concernant le lien entre colonisation digestive à E-BLSE et le risque d’infection à E-BLSE, 

nous trouvons un faible nombre d’infections à E-BLSE parmi les porteurs. En effet, sur les 55 

patients colonisés au niveau digestif à E-BLSE, 38 ont eu une infection et, dans seulement 6 de 

ces 38 (16%) cas, la bactérie responsable de l’infection était une E-BLSE. Ces résultats sont 

également en accord avec les données de la littérature puisqu’une autre étude avait déterminé 

que 10% des premiers épisodes d’infection acquise en réanimation et 27% des deuxièmes 

épisodes étaient dus à une E-BLSE chez les patients colonisés (160). Ces résultats ne nient pas 

le fait que la colonisation digestive à E-BLSE soit un facteur de risque d’infection à E-BLSE 

mais rappelle que la grande majorité des infections, même chez ces patients colonisés, est 

causée par une autre bactérie qu’une E-BLSE (162,163). Nous trouvons dans notre travail une 

VPP de 40% et une VPN de 100% du fait d’être colonisé au niveau digestif par une E-BLSE 

pour l’implication d’une E-BLSE dans la survenue d’une PAVM. Ces résultats sont en 

adéquation avec les résultats de la littérature pour la colonisation pulmonaire comme digestive 

à E-BLSE (161,164,166). En revanche, notre étude prouve pour la 1ère fois, dans le cas des E-

BLSE, que le clone E-BLSE colonisant est bien celui responsable de la PAVM lorsque celle-ci 

est causée par une E-BLSE. Devant cette excellente VPN, il a été suggéré que la connaissance 

du statut de colonisation digestive à E-BLSE pourrait permettre de guider l’antibiothérapie 

probabiliste en cas d’infection chez un patient porteur. Malheureusement, des données récentes 

de la littérature suggèrent que la connaissance de ce statut entraine plutôt une surconsommation 

des carbapénèmes et que l’arrêt de ce dépistage permettrait de diminuer la consommation de 

carbapénèmes sans retentissement défavorable sur les patients (161,171). Si la colonisation 

digestive à E-BLSE est un facteur de risque d’infection à E-BLSE, il demeure impossible, à ce 

jour, de prédire individuellement qui sera infecté par une E-BLSE ou par une autre bactérie 

chez les patients colonisés. Tous ces éléments de discussion ont été abordés dans la revue 

systématique publiée dans Critical care. Malheureusement, comme pour les souches 

colonisantes, certaines souches infectantes étaient manquantes et nous ne pouvons pas être sûr 

que toutes les infections à E-BLSE chez les patients colonisés étaient bien causées par le clone 

colonisant. 

Dans l’hypothèse d’une augmentation de l’importance de l’inoculum E-BLSE comme proposé 

à la fin du paragraphe précédent, l’augmentation de la masse de bactérie E-BLSE pourrait 

également augmenter la probabilité de translocation de ce clone résistant à un autre organe, 

augmentant ainsi le risque d’infection par cette E-BLSE. L’étude du rôle des microbiotes 
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digestif et pulmonaire dans la survenue d’une infection à E-BLSE chez les patients porteurs 

serait donc un axe intéressant. 

Nous avons souhaité, dans un premier temps, essayer de déterminer des facteurs de risque 

individuels d’infection à E-BLSE chez les patients colonisés. Un chef de clinique-assistant du 

service de Médecine Intensive Réanimation de l’hôpital Pellegrin est en train de comparer de 

façon rétrospective les patients porteurs d’E-BLSE infectés par une E-BLSE à ceux non-

infectés ou infectés par une autre bactérie. Ces travaux constitueront son mémoire de Diplôme 

d’Etudes Spécialisées Complémentaires. Malheureusement, ce travail est rétrospectif et nous 

ne pourrons pas estimer la taille de l’inoculum par qPCR pour essayer de confirmer que son 

expansion augmente bien le risque d’infection par E-BLSE. 

Comme discuté dans l’introduction, l’antibiothérapie la plus adaptée en cas d’infection 

survenant chez ces patients colonisés à E-BLSE est sujet à débat. Au vu des données décrites 

précédemment, il apparait logique de s’interroger pour savoir s’il ne serait pas possible 

d’épargner l’utilisation de carbapénèmes lors de l’antibiothérapie probabiliste des PAVM 

survenant chez les patients colonisés au niveau digestif par des E-BLSE en utilisant d’autres 

molécules. Une étude rétrospective ne retrouvait pas de différence en terme de durée de 

ventilation mécanique, de durée de séjour en réanimation ni de taux de mortalité (55.8% vs 

50%, p = 0.48) entre les PAVM à E-BLSE comparées aux PAVM non à E-BLSE (166). Les 

études rétrospectives ayant étudié l’impact du traitement probabiliste dans les bactériémies à E-

BLSE ne retrouvent pas non plus d’augmentation de la mortalité (167–169). Le pronostic de 

ces infections était essentiellement déterminé par des facteurs liés à l’hôte ce qui reflète que le 

portage d’une E-BLSE est probablement le reflet d’une fragilité de l’hôte (170). Nous avons 

obtenu un financement pour une étude exploratoire analysant l’inocuité d’une stratégie utilisant 

la pipéracilline-tazobactam comme traitement probabiliste des PAVM survenant chez les 

patients colonisés à E-BLSE non en choc septique (en Annexe n°4 pages 179-216). 

Outre l’étude du lien entre colonisation et infection à E-BLSE sur le plan des facteurs de risque 

et de prédiction cliniques, l’exploration des mécanismes sous-tendant ce lien sont également 

des voies prometteuses.  

Il pourrait être intéressant d’établir les cartographies plasmidiques des différents plasmides 

isolés dans les E-BLSE. En effet, les facteurs de virulence qu’ils portent et/ou le coût 

énergétique qu’ils imposent à la bactérie hôte peuvent grandement moduler ses capacités de 
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réplication et d’invasion. Ils pourraient avoir un rôle non négligeable dans la capacité de la 

bactérie à causer une infection.  

Par ailleurs, ces E-BLSE sont en compétition avec les autres micro-organismes du tube digestif 

et le microbiote intestinal peut donc influer sur leur pouvoir infectant. 
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3) Comparaison des microbiotes digestifs des patients colonisés à E-BLSE à 

ceux non colonisés à E-BLSE 

 

L’absence de différence de diversité alpha et bêta entre les bactériobiotes des patients colonisés 

à E-BLSE et ceux non colonisés rejoint les résultats des travaux précédents de Piewngam et al. 

(267) et Fontaine et al. (e-poster P182, congrès de la Société de Réanimation de Langue 

Française 2019).  

Les différences de diversité alpha des bactériobiotes entre les patients colonisés par E. coli 

BLSE et K. pneumoniae BLSE soulignent l’importance d’étudier les interactions entre espèces 

en ne se limitant pas au portage de tel type de résistance. Pour l’instant, aucune étude concernant 

la colonisation par des bactéries BLSE n’a eu ce niveau d’analyse. 

Au-delà de la diversité, qui offre un survol de l’analyse des microbiotes, une espèce bactérienne 

était associée à la colonisation à E. coli BLSE. De façon intéressante, Sellimonas intestinalis 

n’a été décrite qu’en 2016 et beaucoup reste à découvrir quant à cette bactérie (303). Elle a déjà 

été retrouvée dans le bactériobiote digestif de patients hospitalisés en réanimation et semble 

résistante au métronidazole et à l’imipénème (304). De façon intéressante, cette bactérie 

appartient au genre Clostridium cluster XIVa connu pour produire du butyrate modifiant le pH 

de l’environnement et des bactériocines (305). Il serait intéressant de réaliser des co-cultures S. 

intestinalis (ou de son surnageant) et E. coli à la recherche d’une inhibition de la croissance 

d’E. coli ou de la donner en probiotique à une souris au microbiote humanisé colonisé par E. 

coli BLSE. 

 

Concernant le rôle du consortium associé à l’absence de colonisation par K. pneumoniae, le 

rôle des différentes bactéries identifiées reste à déterminer. Leurs interactions respectives avec 

K. pneumoniae ont été très peu étudiées. Il semblerait que les bactéries du genre Campylobacter 

soient antagonistes de K. pneumoniae puisque les poulets colonisés par C. jejuni ont été montrés 

comme ayant moins de K. pneumoniae au niveau iléal et cécal que des poulets non colonisés 

(306). K. pneumoniae semble d’ailleurs également capable de « combattre » C. jejuni par la 

production de métabolites (307,308). Enfin, des associations diverses entre Dialister, 

Prevotella et Klebsiella ont été décrites dans la littérature s’intéressant au rôle du microbiote en 

psychiatrie sans qu’il soit possible d’en tirer d’information précise sur leurs capacités 

d’interaction (309). 
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De façon rassurante, les espèces E. coli et K. pneumoniae étaient à chaque fois associées aux 

bactériobiotes des patients colonisés par ces espèces BLSE lors des analyses d’association par 

LefSe validant le modèle d’analyse.  

 

A notre connaissance, notre étude est la première ayant étudié le mycobiote intestinal chez les 

patients en réanimation, et en lien avec la colonisation par des bactéries résistantes. 

C. albicans est connu pour interagir avec E. coli. En effet, la présence d’E. coli diminue la 

formation de biofilm par C. albicans et E. coli est capable de sécréter un composant fongicide 

soluble actif sur C. albicans de façon dépendante du magnésium (310–312). Inversement, les 

composants de la paroi de C. albicans sont capables d’augmenter la résistance d’E. coli à 

l’ofloxacine au sein du biofilm polymicrobien créé (279). Notre équipe a également montré 

qu’une souche E. coli BLSE était capable de « planter » des pili directement dans C. albicans 

permettant des échanges de nutriments (données non publiées). Enfin, le mannose et les 

mannanes composant la paroi de C. albicans semblent inhiber la phagocytose par les 

macrophages d’E. coli (313). 

 

Concernant la colonisation digestive par K. pneumoniae BLSE, tous les Saccharomyces sp. ne 

semblent pas interagir de la même façon avec K. pneumoniae et l’étude des capacités 

d’inhibition ou de synergie des différentes espèces pourrait être intéressante. Ainsi, le 

surnageant d’une culture de S. boulardi semble diminuer le métabolisme et donc la croissance 

de K. pneumoniae (314). S. cerevisiae pourrait, lui, stimuler la prolifération de K. pneumoniae 

via la production d’acide 3-hydroxypropionique (315) ou via la production de quinone 

pyrroloquinoline (316). A l’inverse, S. cerevisiae semble stimuler la réponse phagocytaire dans 

un modèle murin de sepsis à K. pneumoniae (317). Ces études prouvent qu’ils existent des 

interactions entre les Saccharomyces sp. et K. pneumoniae mais celles-ci nécessitent d’être 

vérifiées par des études plus rigoureuses et analysant les capacités d’interaction de chaque 

espèce individuellement. 

 

L’étude des interactions inter-règnes, champignons-bactéries, virus-bactéries et champignons-

virus, en plus des interactions intra-règnes en est encore à ses balbutiements mais sera 

probablement porteuse de nombreuses découvertes. L’analyse du virome à la recherche de 

bactériophages présents chez les patients non colonisés par telle ou telle espèce BLSE est une 

piste enthousiasmante mais qui se heurte à nombre de difficultés techniques même si des 

avancées récentes ouvrent la porte à son développement (318).  
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4) Comparaison des microbiotes digestifs des patients infectés à E-BLSE par 

rapport à ceux non infectés à E-BLSE parmi les patients colonisés à E-

BLSE 

 

Nous n’avons pas mis en évidence de différence de diversité alpha ni bêta entre les 

bactériobiotes des patients infectés à E-BLSE par rapport à ceux non-infectés à E-BLSE parmi 

les patients colonisés à E-BLSE. Néanmoins, nous avions relativement peu de patients colonisés 

à E-BLSE (19) avec seulement 4 patients infectés à E-BLSE et les analyses statistiques ont 

manqué de puissance. L’analyse ciblée sur les infections par E. coli BLSE chez les patients 

colonisés à E. coli BLSE se heurte au même problème du manque de puissance en raison du 

faible nombre de patients (3 vs 8). Il est primordial de confirmer (ou d’infirmer) les tendances 

observées sur des effectifs bien plus large. 

Nous avons, en revanche, mis en évidence une différence significative de diversité alpha entre 

les mycobiotes des patients infectés à E-BLSE par rapport à ceux non-infectés à E-BLSE parmi 

les patients colonisés à E-BLSE. Ce résultat souligne l’intérêt d’étudier le mycobiote et le 

virobiote en parallèle du bactériobiote comme discuté précédemment. L’absence de différence 

de diversité bêta est probablement due à un manque de puissance. Là encore, le trop faible 

nombre de patients infectés par E. coli BLSE limite la puissance de l’analyse. 

Le consortium de bactéries associées à l’absence d’infection à E. coli BLSE doit être confirmé 

sur un plus grand nombre de patients mais l’appartenance de ces bactéries aux Clostridium 

cluster XI en fait de bonnes candidates car elles sont susceptibles de produire divers métabolites 

et des bactériocines. Leurs interactions avec E. coli demandent à être étudiées in vitro. 

L’analyse LefSe n’a pas retrouvé d’ASV fongique discriminante entre les patients infectés par 

E. coli BLSE et ceux non infectés par E. coli BLSE, également probablement par manque de 

puissance. Lors de l’analyse des patients infectés par E-BLSE en comparaison à ceux non 

infectés par une E-BLSE, les ASV discriminantes correspondaient à des champignons du genre 

Saccharomyces sp., et en particulier S. cerevisiae. Cette association doit être confirmée sur un 

plus grand nombre de patients mais les interactions entre Saccharomyces sp. et entérobactéries 

sont plus que probables comme discuté précédemment. 
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De façon générale, ces résultats suggèrent une influence du microbiote (bactériobiote et 

mycobiote) intestinal sur la colonisation par les E-BLSE avec des perturbations différentes en 

fonction de l’espèce porteuse de BLSE colonisante.  

L’identification de bactéries et de champignons associés à l’absence de colonisation par E. coli 

ou K. pneumoniae BLSE encourage à étudier les interactions inter-espèces in vitro afin de 

disséquer les mécanismes d’interaction. Si ces études confirment des interactions entre les 

espèces BLSE et ces espèces bactériennes ou fongiques, la confirmation d’une relation causale 

et non d’association se fera par modulation du microbiote digestif, grâce à ces bactéries ou 

champignons identifiés, d’un modèle porcin, ou murin à microbiote humanisé, de colonisation 

à E-BLSE. Un essai d’éradication du portage d’E-BLSE par des probiotiques « sur-mesure » 

serait ensuite envisageable chez l’Homme. 

En dépit d’un manque de puissance en raison du trop faible nombre nombre d’évènements, le 

microbiote intestinal (bactériobiote comme mycobiote) semble associé à la survenue ou non 

d’une infection par une E-BLSE chez les patients colonisés par E-BLSE. 

Ces hypothèses demandent à être vérifiées sur de plus larges cohortes de patients afin 

d’augmenter leur validité. L’avantage d’avoir réalisé l’assignation suivant le pipe-line DADA2 

est de pouvoir comparer, sous réserve d’utiliser des amorces similaires, les résultats entre les 

différentes études. 

Cette approche s’est révélée fructueuse dans le cas de la colonisation par ERV comme décrit 

précédemment. Ainsi l’équipe new-yorkaise d’Eric Pamer a pu identifier un consortium de 4 

bactéries permettant d’éradiquer le portage digestif d’ERV avec une de ces bactéries, Blautia 

producta, produisant une bactériocine de la famille des lantibiotiques active contre l’ERV 

(277,319). 

Enfin, si des interactions bactéries-bactéries et bactéries-champignons existent, il ne faut pas 

oublier le rôle potentiellement majeur des interactions bactéries-virus et champignons-virus, les 

bactériophages étant les principaux régulateurs de biomasse sur Terre (285). L’étude du 

virobiote se heurte encore à de nombreuses limites techniques décrites précédemment mais son 

développement sera assurément une source de progrès majeur dans les années à venir. 

  



 

Page 124 sur 181 

5) Etude du microbiote : limites générales 

Les méthodes d’étude du bactériobiote et du mycobiote ne sont pas encore standardisées ce qui 

limite la validité externe des résultats et les possibilités de confrontation critique des résultats 

obtenus par différentes équipes. L’exploration du virobiote n’en est qu’à son balbutiement. 

L’interprétation des résultats tant sur le plan statistique que biologique est encore incertaine. 

De plus, la majorité des études apporte une information sur la corrélation entre le microbiote et 

un état pathologique sans aborder la causalité. Toutes les méthodes ayant des forces et des 

faiblesses, il convient de définir avec soin la question d’étude et les hypothèses de travail pour 

choisir les méthodes les plus robustes pour y répondre. Les pages suivantes ont pour objectif de 

souligner les étapes cruciales à l’élaboration d’une étude du microbiote. 

 

5.1. Limites techniques de l’étude du microbiote  

La première étape, comme pour toute recherche biomédicale, est de choisir un groupe 

homogène de patients afin de réduire au maximum les biais confondants possibles. En raison 

du nombre de facteurs influençant la composition du microbiote, il est difficile de tous les 

prendre en compte mais il permet important de porter attention au sexe, à l’âge, à l’alimentation 

et au style de vie. Il est également primordial de caractériser rigoureusement la pathologie 

étudiée. Les patients de réanimation concentrent un grand nombre de facteurs influençant la 

composition du microbiote. Il importe donc de soigneusement définir la population à étudier en 

fonction de la question posée. 

La deuxième étape doit permettre que l’ADN préparé pour le séquençage soit bien le 

reflet du microbiote que l’on souhaite étudier. Il est primordial d’avoir un processus de recueil 

strictement identique pour tous les prélèvements (selles ou écouvillons ou biopsies pour le 

microbiote digestif, crachats ou aspiration trachéale ou lavage broncho-alvéolaire pour le 

microbiote pulmonaire). En fonction de la question posée, le type de microbiote prélevé peut 

être amené à varier. Ainsi, une étude sur le rôle de modulation immunitaire du microbiote 

digestif peut parfois nécessiter l’étude du microbiote muqueux au niveau des plaques de Peyer, 

difficile d’accès, quand l’étude du microbiote en rapport avec le portage digestif de bactéries 

résistantes aux antibiotiques pourra se contenter du microbiote luminal colique ou rectal (320). 

Les méthodes d’extraction, maintenant souvent des kits industriels standardisés, vont également 

impacter les résultats obtenus. Ainsi la lyse mécanique doit être ajoutée à celle chimique afin 

d’optimiser l’obtention du matériel génétique représentatif du microbiome. Cette lyse 
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mécanique permet d’obtenir l’ADN des bactéries à Gram positif en quantité représentative de 

leur importance (321,322). De plus, l’ajout d’inhibiteur de PCR aide à la qualité des résultats. 

Les conditions de transport et de stockage avant extraction sont également des éléments clés à 

réfléchir avant d’entreprendre l’étude du microbiote (323,324). 

La troisième étape permet de séquencer l’ADN présent et, encore une fois, le but est que 

les séquences obtenues traduisent le plus fidèlement possible la composition de l’ADN extrait 

et donc celle du microbiote étudié. Pour séquencer ces gènes d’intérêt, une réaction de PCR 

avec des amorces ciblant la région voulue de ce gène d’intérêt est réalisée. Cette région doit 

être hautement variable afin de permettre une identification précise grâce au séquençage mais 

être encadrée par des régions extrêmement conservées pour permettre aux amorces de PCR de 

s’y fixer avec une affinité proche entre les différentes espèces (325). L’étude du compartiment 

bactérien du microbiote repose essentiellement sur le séquençage de l’ADN codant pour la 

sous-unité 16S de l’ARN ribosomal (ADN16S) pour plusieurs raisons en plus de son coût 

avantageux. Cette région est très conservée entre bactéries avec néanmoins des régions 

hypervariables permettant une assignation à différents niveaux taxonomiques, elle diffère du 

gène eucaryote homologue (18S) ce qui évite l’amplification d’ADN de l’hôte, les banques de 

données pour identification des séquences obtenues sont très développées et les résultats par 

cette technique sont proches de ceux obtenus par analyse du séquençage du génome entier. 

L’ADN 16S est préféré à l’ADN 23S, 5S ou à d’autres gènes bactériens en raison du compromis 

entre la taille du gène (1,5kb pour l’ADN 16S soit 400b environ pour le fragment V3-V4) et la 

quantité d’information disponible. La relative petite taille des fragments peut parfois limiter les 

capacités d’assignation taxonomique. La composition attendue du microbiote au sein du 

prélèvement peut influer sur le choix du gène ou de la région d’intérêt. Il est ainsi classique de 

préférer le séquençage de la région V5 pour un microbiote environnemental. L’étude du 

mycobiote peut utiliser les régions ITS1 ou ITS2 (internal trancribed spacers) ou l’ARNr18S 

sans qu’un gène d’intérêt n’ait montré une franche supériorité entre ITS2 et ARNr18S (326). 

Cette technique de séquençage d’un gène d’intérêt a donc l’avantage d’être rapide, simple, peu 

chère, d’obtenir des résultats proches de ceux obtenus par séquençage du contenu génomique 

total, de permettre l’étude d’échantillons contenant peu de biomasse ou fortement contaminés 

et enfin de permettre une analyse semi-quantitative relative. Cependant, plusieurs écueils 

existent. Cette technique ne permet pas la distinction entre bactéries vivantes et mortes ni entre 

bactéries métaboliquement actives ou non, l’amplification par PCR génère un biais variable en 

fonction de la région d’intérêt et des amorces utilisées, elle nécessite une estimation a priori de 
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la composition de la communauté microbienne, la résolution est rarement supérieure au genre 

en raison de la petite taille des fragments amplifiés, elle nécessite des contrôles négatifs car les 

contaminants des réactifs sont également amplifiés, il n’est pas possible de réaliser une 

quantification absolue. Comparativement au séquençage de l’ADN 16S, le séquençage de 

l’ADN total évalue de façon à peu près semblable la composition du microbiote en étant 

toutefois exempt des biais d’amplification lors de la PCR ciblée sur le gène d’intérêt, il peut 

évaluer directement l’abondance relative des gènes fonctionnels et, enfin, il permet 

l’assemblage de génomes bactériens. Il reste cependant cher et l’analyse bioinformatique des 

données obtenues est complexe, la contamination par l’ADN de l’hôte et des organelles peut 

masquer les signatures microbiennes, les plasmides ne sont pas correctement annotés et il n’y 

a pas, non plus, de distinction entre organismes morts et vivants. 

Le séquenceur utilisé impacte également la qualité des séquences. Les séquenceurs de la gamme 

Illumina® se sont aujourd’hui imposés pour le séquençage ciblé grâce au MiSeq. Concernant 

le séquençage de l’ADN total, les séquenceurs possibles sont le HiSeq d’Illumina®, les 

séquenceurs de la compagnie Pacific BioSciences ou encore les puces à Nanopore d’Oxford 

Nanopore Technologies. Pour l’instant, le séquenceur le plus « fidèle » est le HiSeq Illumina 

mais les 2 autres séquenceurs sont bien plus rapides et permettent d’obtenir des séquences de 

plus grande taille (327–329).  

La quatrième étape est celle de bioinformatique qui doit, toujours le plus fidèlement possible, 

déterminer quels micro-organismes sont présents dans le microbiote étudié à partir des 

séquences obtenues. 

Les données issues du séquençage sont représentées par des dizaines ou des centaines de 

milliers d’amplicon. La première étape consiste à éliminer les séquences des amorces et des 

adaptateurs puis à créer des « contigs » ce qui consiste à assembler les amplicons des 2 sens de 

lecture par séquences complémentaires. Les séquences de longueurs aberrantes ne 

correspondant pas à la longueur de la région ciblée du gène d’intérêt sont ensuite éliminées 

ainsi que celles ayant un trop grand nombre de bases ambiguës. Toutes les séquences ne 

correspondant pas à la région du gène d’intérêt sont éliminées pour la suite de l’analyse. La 

dernière étape consiste à enlever les séquences chimériques, fruits d’hybridations aberrantes 

lors de l’étape de PCR. Toute la limite de cette étape de nettoyage des données est d’enlever le 

maximum de bruit de fond lié aux imperfections des techniques utilisées tout en conservant le 

maximum d’information. 
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Les séquences identiques sont ensuite regroupées pour accélérer la suite de l’analyse sauf pour 

certains pipe-lines d’analyse comme DADA2. Ce regroupement est censé faire gagner du temps 

d’analyse mais limite la comparabilité des résultats obtenus entre chaque analyse. Le pipe-line 

DADA2, en utilisant des « exact sequence variants », s’affranchit de cette limite et devrait 

permettre de pouvoir comparer les résultats entre équipe à la condition que les conditions de 

prélèvement, recueil, extraction, stockage aient été identiques et que l’étude ait porté sur la 

même région du gène d’intérêt (297,298). 

En cas de choix d’assignation taxonomique par unités taxonomiques fonctionnelles ou OTUs, 

les séquences ayant 1% ou moins de différence sont considérées identiques car le taux de fidélité 

des PCR et séquençage est estimé à 99%.  Les OTUS sont déterminées le plus souvent selon un 

seuil de 97% d’homologie de séquence. Le choix de la méthode utilisée peut faire varier 

sensiblement les résultats de l’assignation taxonomique. Son choix dépend de la région ciblée 

et du type d’échantillon de départ (330,331). 

Enfin, après obtention de la composition du microbiote la plus fidèle possible malgré toutes ces 

limites, l’analyse statistique de données issues du séquençage essaie d’aider à dégager un sens 

biologique. Tous les tests statistiques utilisés doivent être considérés comme des tests multiples. 

Les diversités alpha et bêta permettent une première approche générale des données de 

séquençage. La diversité alpha représente la diversité d’espèces (le nombre d’espèces) au sein 

d’un échantillon. Cette donnée est purement quantitative, deux microbiotes n’ayant aucune 

espèce en commun mais le même nombre d’espèces peuvent avoir la même diversité alpha. Les 

mesures de diversité alpha ne mesurant que la richesse (comme Chao1) sont sensibles au 

nombre de séquences par échantillon alors que les mesures combinant richesse et uniformité 

(comme l’index de Shannon) le sont beaucoup moins. Ces méthodes sont validées pour 

l’analyse de l’ARNr16S et sont utilisées, par extension, pour l’analyse du mycobiote par 

l’analyse de l’ARNr18S, d’ITS1 ou ITS2. 

La diversité bêta compare la similitude entre les échantillons en comparant chaque paire 

d’échantillons et en générant une distance matricielle entre ces paires. Les mesures quantitatives 

(Bray-Curtis, Canberra et UniFrac pondéré) prennent en compte l’abondance relative des taxa 

dans leurs calculs alors que les mesures qualitatives (Jaccard binaire et UniFrac non pondéré) 

ne prennent en compte que l’absence ou la présence des taxa. Les résultats de distances 

matricielles sont souvent assez hermétiques à première vue et leur visualisation est facilitée par 

des techniques d’ordination telles que l’analyse de coordonnées principales (PCoA) ou 

l’analyse en composant principal (PCA). Ces techniques permettent de représenter 
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graphiquement ces distances matricielles selon 2 ou 3 dimensions. Les points correspondant à 

chaque échantillon peuvent ensuite être colorés en fonction des métadonnées afin de visualiser 

des regroupements de points appelés clusters.  

L’analyse DeSeq2 utilise une hypothèse de distribution binomiale négative pour estimer la 

variation de la variance en intégrant ou non chaque ASV ou OTU afin d’estimer le poids de 

chaque ASV ou OTU dans la distribution en deux groupes biologiques préalablement définis 

(332).   

L’analyse par linear discriminant analysis (LDA) effect size (LEfSe) est une méthode 

permettant des comparaisons de classes de haute-dimension (333). Elle identifie dans un 

premier temps les ASV ou OTU présentant des différences significatives entre les échantillons 

par test de Kruskal-Wallis puis identifie dans un second temps les ASV ou OTU présentant une 

différence de répartition entre deux (ou plus) groupes d’intérêt biologique par test de Wilcoxon. 

Enfin, la LDA permet d’estimer la force de l’association de l’ASV ou OTU à tel groupe 

biologique. 

 

5.2. Limites conceptuelles de l’étude du microbiote  

 

5.2.1. Présence ou fonction ? 

Comme décrit précédemment, au-delà des difficultés techniques pour s’assurer que la 

communauté microbienne identifiée est bien le reflet de celle présente au sein de l’hôte, 

l’interprétation des données reste difficile. En effet, il n’est pas possible, à l’heure actuelle 

d’avoir une identification fiable d’espèce et encore moins de souche. Cela est éminemment 

limitant car il est bien connu en bactériologie que différentes souches de Staphylococcus aureus 

ou Pseudomonas aeruginosa, par exemple, n’ont pas du tout le même impact sur l’Homme ni 

les mêmes interactions inter-espèces au sein d’une communauté microbienne. Il est donc 

difficile à partir de ces déterminations du microbiote d’analyser le rôle fonctionnel ou 

métabolique des micro-organismes présents. De nouvelles approches ont émergé pour essayer 

de répondre à ce problème. 

L’analyse métatranscriptomique repose sur le séquençage de l’ARN qui a plusieurs avantages : 

il permet d’évaluer non pas les gènes présents mais les gènes transcrits et donc potentiellement 

actifs. Il permet donc, s’il est couplé à une analyse par gène d’intérêt, de distinguer les 
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microorganismes vivants et métaboliquement actifs  de ceux métaboliquement inactifs ou morts 

(325). Lors d’un suivi longitudinal au cours d’une maladie chronique, il permet d’analyser 

l’évolution de l’activité microbienne et donc la réponse à une augmentation de l’activité de la 

maladie ou à un traitement. De nombreuses limites freinent la généralisation de cette méthode 

car la collecte et la conservation des échantillons doivent être minutieuses (congélation 

instantanée puis conservation à -80°C), la préparation des échantillons et leur analyse sont 

coûteuses et complexes et les ARN messagers de l’hôte ainsi que les ARN ribosomaux doivent 

être éliminés. 

La métaprotéomique est l’analyse de l’ensemble des protéines dans un échantillon par 

chromatographie liquide ou gazeuse couplée à une spectrométrie de masse. Malheureusement, 

il est actuellement impossible de distinguer les protéines dérivées de l’hôte des protéines 

dérivées du microbiote. 

La métabolomique analyse la production de métabolites, également par chromatographie 

liquide ou gazeuse couplée à une spectrométrie de masse ou à une spectrométrie à résonance 

magnétique. Cette technique est semi-quantitative et l’analyse peut être ciblée ou non ciblée. 

Comme pour la métaprotéomique, il est impossible de distinguer les métabolites issus de l’hôte 

ou de l’alimentation. La détection de tel ou tel métabolite est, de plus, extrêmement dépendante 

de la plateforme d’analyse et des bases de données. 

L’intérêt des techniques de métaprotéomique ou de métabolomique est d’accéder au « produit 

final » actif fonctionnellement ou métaboliquement de façon plus fine que la 

métatranscriptomique. Ces informations ne sont pas négligeables. Pour rappel, le transfert de 

surnageant de selles a des effets similaires à ceux d’une transplantation fécale. La découverte 

des virus, protéines et métabolites présents dans ce surnageant apportera donc une information 

précieuse et complémentaire de la composition du microbiote (334). 

La culturomique, par la multiplication des milieux et des conditions de culture, a également 

permis de découvrir de nouvelles espèces bactériennes lors de l’analyse des bactériobiotes par 

cette technique (182,335,336). De façon intéressante, en dehors d’un noyau commun, les 

espèces bactériennes identifiées par métagénomique et culturomique ne sont pas les mêmes 

(183). Cela pourrait s’expliquer par un état métabolique plus élevé des bactéries isolées en 

clturomique sans que cela n’ait été confirmé. Cette approche complémentaire reste actuellement 

confidentielle en raison du coût humain et en matériel qu’elle nécessite. 
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5.2.2. Intégration en multi-omique   

Comme discuté précédemment, l’analyse de la composition microbienne n’est pas forcément 

suffisante en fonction du type de question de recherche. Pour de nombreux champs 

d’application, l’intégration des différents types de données (métagénomique par analyse de 

gènes d’intérêt ou shotgun, métatranscriptomique, métaprotéomique et métabolomique) est 

nécessaire à une meilleure compréhension du rôle du microbiote dans divers processus 

physiologiques et pathologiques (337). Cette analyse intégrée des différentes approches 

« omiques » est ainsi appelée multi-omique (338,339). Le problème est qu’aucune méthode de 

mesure n’est standardisée, que chaque technique d’analyse est sujet à de nombreux biais et qu’il 

est déjà difficile de comparer les résultats obtenus par deux équipes différentes pour la même 

approche omique. La comparaison de l’interaction entre plusieurs approches omiques entre 

différents travaux de recherche parait actuellement illusoire et un travail titanesque de 

standardisation des outils techniques est nécessaire pour pouvoir avancer dans ce champ de 

recherche. 

Une réflexion approfondie quant aux méthodes d’analyse bioinformatiques et biostatistiques 

est également indispensable. Par exemple, l’expression génique et la production de métabolites 

ne sont pas simultanées et le délai entre ces 2 évènements peut varier en fonction des gènes et 

des métabolites étudiés. Le choix des temps d’analyse reste un domaine inconnu à l’heure 

actuelle. De plus, les outils statistiques de corrélation disponibles comme les coefficients de 

Pearson ou de Spearman ne sont pas adaptés au traitement de données de grande échelle et leur 

utilisation peut créer de nombreux faux positifs (325). Le développement de nouveaux outils 

d’analyse est donc indispensable et les travaux de modélisation menés en écologie ou dans 

l’analyse des interactions finanières vont probablement largement inspirer les analyses des 

travaux sur le microbiote (340,341). 

Par ailleurs, la correction pour tests multiples est indispensable lors des analyses omiques, les 

données contenant des milliers de microorganismes ou protéines ou métabolites différents, des 

corrélations statistiquement significatives uniquement liées au hasard sont attendues. Les 

corrections de Benjamini-Hochberg (« false discovery rate ») ou de Bonferroni (« family-wise 

error ») plus conservatrice doivent être appliquées. 
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5.2.3. Corrélation ou causalité ? 

La découverte de corrélation entre composition du microbiote obtenue par métagénomique (ou 

toute autre donnée obtenue par une approche omique) n’est qu’une première étape dans la 

dissection de l’implication du microbiote dans tel ou tel processus. La recherche de causalité 

passe nécessairement par une meilleure compréhension des fonctions des microorganismes 

identifiés, or ceux-ci sont le plus souvent difficilement cultivables voire incultivables a fortiori 

en co-culture avec des cellules humaines. L’identification d’une protéine ou d’un métabolite 

candidat(e) nécessite la production de cette protéine ou de ce métabolite afin d’en tester les 

effets, sachant que c’est possiblement un « cocktail » de protéines et/ou métabolites qui est 

impliqué dans le processus. La modulation du microbiote d’un modèle animal (classiquement 

des souris gnotobiotiques à microbiote « contrôlé et humanisé ») ou d’un être humain 

(classiquement par transplantation fécale) peut aider à augmenter la probabilité d’une relation 

causale et non seulement de corrélation entre les variations d’un microbiote ou de ses 

métabolites et un processus physiopathologique. 

Un lien de causalité est ainsi fortement suggéré dans l’obésité humaine (342), la perte de poids 

après chirurgie bariatrique (343) et l’insulinorésistance (197), le syndrome de Kwashiorkor 

(344) ou encore l’asthme pédiatrique (224). Dans de nombreux domaines, dont 

l’antibiorésistance, cette causalité reste encore entièrement à démontrer. 

 

Plutôt qu’être source de découragement, toutes ces limites soulignent l’énorme travail de 

découverte tant technique, méthodologique et biostatistique qui reste à fournir pour améliorer 

notre compréhension du mirobiote et de ses rôles en physiologie et pathologie humaines. Ces 

limites soulignent également la nécessité de travailler en équipe venant de plusieurs horizons 

(cliniciens, biologistes hospitaliers, chercheurs biologistes « humains » ou 

« environnementaux », spécialiste du séquençage, biostatisticiens et modélisateurs) devant la 

diversité des compétences requise. 

Enfin, les théories de la philosophie de l’écologie de penseurs comme Ralph Waldo Emerson 

ou Henry David Thoreau ainsi que la pensée complexe développée par Edgar Morin peuvent 

apporter des clés conceptuelles permettant d’intégrer les résultats obtenus à un modèle plus 

global.  
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L’antibiorésistance est une menace grandissante pour la santé mondiale à tel point que l’OMS 

craint l’avènement d’un monde post-antibiotique. Des politiques visant à diminuer 

drastiquement la consommation d’antibiotiques, aussi bien dans l’environnement, en médecine 

vétérinaire qu’en médecine humaine, ont vu le jour. Malheureusement, elles n’ont, pour le 

moment, pas été couronnées de succès. En complément de la diminution de la consommation 

d’antibiotiques, il importe de mieux comprendre les mécanismes de dissémination des bactéries 

porteuses de gènes de résistance ainsi que des gènes de résistance eux-mêmes. Les E-BLSE 

sont les bactéries résistantes les plus fréquemment rencontrées en médecine humaine en Europe, 

particulièrement en réanimation. Les gènes codant pour des enzymes BLSE ont connu une 

dissémination clonale et plasmidique majeure à la fin du 20ème siècle mais les progrès du 

dépistage et surtout des procédures d’hygiène a changé la donne. La transmission croisée et la 

dissémination plasmidique ne permettent pas d’expliquer la majorité des cas d’acquisition d’E-

BLSE en réanimation actuellement. La fait d’être colonisé au niveau digestif par une E-BLSE 

est, certes, un facteur de risque d’infection à E-BLSE mais la prédiction individuelle est, 

aujourd’hui, impossible. La VPN d’avoir une PAVM à E-BLSE lorsque l’on est colonisé au 

niveau digestif par une E-BLSE est certes de 100% mais la VPP n’est que de 40% ce qui conduit 

probablement à une surconsommation de carbapénèmes chez les patients colonisés. Une 

meilleure compréhension du lien colonisation-infection et l’optimisation de l’antibiothérapie, 

probabiliste comme documentée, chez ces patients colonisés sont des axes majeurs 

d’amélioration de la prise en charge. 

Des altérations qualitatives des bactériobiotes et des mycobiotes digestifs sont associées à la 

colonisation par une E-BLSE. Il est indispensable de prendre en compte l’impact de l’espèce 

porteuse d’E-BLSE dans les analyses de perturbations du microbiote associées à la colonisation. 

Le passage de la colonisation à l’infection par une E-BLSE pourrait s’expliquer par l’ajout 

d’altérations quantitatives des bactériobiotes et mycobiotes digestifs. De futures études incluant 

de plus nombreux patients et analysant les microbiotes associés à la colonisation par les 

différentes espèces d’E-BLSE indépendamment permettrait de préciser les modifications du 

microbiote associées à la colonisation et aux infections à E-BLSE. En cas de résultat significatif, 

des tentatives de décolonisation digestive d’E-BLSE pourraient être menées par des 

probiotiques « sur mesure ».  
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« Il faut apprendre à naviguer dans un océan d’incertitudes à travers des archipels de certitude. » 

Edgar Morin 
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Annexe 1. Structure chimique des principales ß-lactamines et inhibiteurs de ß-lactamase 
(Nordmann et al., 2012). 
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Annexe 2. Article de revue systématique publié dans Critical Care 

Lors de la recherche bibliographique pour cette thèse, nous avons réalisé une revue 

systématique évaluant les arguments sur lesquels est fondé le dépistage systématique de la 

colonisation digestive à E-BLSE. Nous discutons l’apport de ce dépistage pour la mise en place 

de mesures d’hygène, pour l’optimisation du traitement probabiliste des infections survenant 

chez les patients colonisés et pour l’indication des mesures éventuelles de décontamination 

digestive. 
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Abstract

Background: Extended-spectrum beta-lactamase-producing Enterobacteriaceae (ESBL-E) are disseminating worldwide
leading to increased hospital length of stay and mortality in intensive care units (ICU). ESBL-E dissemination was first
due to outbreaks in hospital settings which led to the implementation of systematic fecal carriage screening to
improve hygiene procedures by contact precautions. ESBLs have since spread in the community, and the relevance of
contact precautions is questioned. ESBL-E dissemination led to an overuse of carbapenems triggering the emergence
of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae. Empirical antimicrobial therapy based on ESBL-E fecal carriage has been
proposed but is debated as it could increase the consumption of carbapenems among ESBL-E carriers without any
clinical benefit. Finally, selective decontamination among ESBL-E fecal carriers is evoked to decrease the risk for
subsequent ESBL-E infection, but its efficacy remains debated. We propose to systematically review the evidence to
recommend or not such systematic ESBL-E fecal carriage screening in adult ICU.

Methods: Every article focusing on ESBL-E and ICU available on the MEDLINE database was assessed. Articles were
included if focusing on cross-transmission, efficacy of hygiene procedures, link between ESBL-E colonization and
infection or guidance of empirical therapy or selective decontamination efficacy.

Results: Among 330 articles referenced on PubMed, 39 abstracts were selected for full-text assessment and 25 studies
were included. Systematic screening of ESBL-E fecal carriage to guide contact precautions do not seem to decrease the
rate of ESBL-E cross-transmission. It has a very good negative predictive value for subsequent ESBL-E infections but a
positive predictive value between 40 and 50% and so does not help to spare carbapenems. Cessation of ESBL-E
carriage systematic screening could decrease the use of carbapenems in ICU without any clinical harm. Nevertheless,
further studies are needed to validate these results from monocentric before-after study. Selective decontamination
strategy applied to ESBL-E fecal carriers could be helpful, but available data are conflicting.

Conclusion: Current knowledge lacks of high-quality evidence to strongly recommend in favor of or against a
systematic ESBL-E fecal carriage screening policy for ICU patients in a non-outbreak situation. Further evaluation of
selective decontamination or fecal microbiota transplantation among ESBL-E fecal carriers is needed.
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Background
The increasing antimicrobial resistance remains a major

threat worldwide [1]. Extended-spectrum beta-lactamase-

producing Enterobacteriaceae (ESBL-E) fecal carriage is in-

creasing, especially in long-term care facilities and ICU [2–

4]. The ESBL-E dissemination is of paramount importance

since ESBL-E infections lead to increased healthcare costs,

length of stay and mortality [5–8]. ESBL-E dissemination

was first due to clonal outbreaks in hospital settings of

TEM- and SHV-producing Enterobacteriaceae, and cross-

transmission was highly involved in the outbreaks in ICU

leading to the enforcement of hygiene procedures [9–11].

Systematic ESBL-E fecal carriage screening in ICU has been

proposed as a standard of care by some societies as the

provided information was thought to be useful to guide hy-

giene procedures [9]. More recently, ESBL gene epidemi-

ology has been totally overhauled by the emergence of

CefoTaXimase-München (CTX-M) enzymes which became

the most predominant ESBL type worldwide in the early

2000s [12]. Contact precautions were still recommended

for hospitalized ESBL-E fecal carriers to prevent nosoco-

mial spread [13]. Therefore, systematic ESBL-E fecal car-

riage screening at admission was still considered as a

standard of care to reduce guide contact precautions and

decrease the incidence of hospital-onset ESBL-E clinical

isolates [14, 15]. Unfortunately, despite those precautions, a

steady increase of ESBL-E rate has been reported in hos-

pital settings but also in the community which can range

from 1–6% in Europe and North America to 60% in India

[2, 16]. The paradigm of ESBL-E dissemination occurring

only in hospital settings by clonal outbreaks has been dra-

matically changed with the ESBL-E dissemination now oc-

curring everywhere, both in community and hospital

settings, enhancing the need for further evaluation of con-

tact precautions’ efficacy.

Another interest of systematic screening of ESBL-E fecal

carriage in ICU could also be to guide the empiric treat-

ment of ICU-acquired infections. In fact, this treatment is

often challenging, and carbapenems have emerged as the

gold standard as they are almost always active on ESBL-E.

However, carbapenems use leads to the emergence of En-

terobacteriaceae resistant to carbapenems including non-

fermenting Gram-negative, which cause almost half of

culture-positive ventilator-associated pneumonia (VAP) in

ESBL-E carriers [17–19]. As a consequence, alternative

strategies to spare carbapenems are urgently needed [20].

ESBL-E fecal carriage has been suggested as a tool to guide

the prescription of carbapenems for empiric antimicrobial

therapy because of the suspected link between

colonization and infection. Nevertheless, the predictive

value of ESBL-E fecal carriage for helping the clinician

to tailor the empirical antimicrobial therapy and its

impact on the use of carbapenems is still a matter of

debate.

Systematic fecal carriage screening of ESBL-E could also

help to guide decolonization procedures. As a matter of

fact, gut microbiota is now considered as the main source

of ESBL-E dissemination [21]. Changes in the composition

of the gut flora, due in particular to antibiotics and critical

illness, can happen silently, leading to the selection of

highly resistant bacteria including ESBL-E which can re-

main for months in the gut of the carrier without causing

any symptoms or translocate through the gut epithelium,

induce healthcare-associated infections, undergo cross-

transmission to other individuals, and cause limited out-

breaks. However, data about gut microbiota modulation (by

selective decontamination or by fecal microbiota

transplantation (FMT)) to eradicate ESBL-E fecal car-

riage are scarce.

We propose here to systematically review the evidence to

recommend or not such systematic ESBL-E fecal carriage

screening in ICU regarding the guidance of hygiene proce-

dures, of empirical antimicrobial therapy for ICU-acquired

infections and of selective decontamination strategy.

Methods
Search strategy

We searched the MEDLINE database for English language

articles published from the inception of the database to

February 15, 2019. A combination of MeSH/Emtree and

title/abstract keywords was used. The search terms were

“ESBL,” “ESBL-E,” “ESBLE,” “extended spectrum beta-lac-

tamase,” “ICU” with non-relevant terms “neonatal,”

“pediatric,” “children,” and “infants”.

Eligibility criteria

Studies were considered suitable for inclusion in this

systematic review if (1) they enrolled ICU ESBL-E fecal

carriers in a non-outbreak situation, (2) they assess the rate

of ESBL-E cross-transmission in ICU, (3) they evaluate the

efficacy of contact precautions to limit the spread of

ESBL-E, (4) they assess the link or the prognostic value of

ESBL-E carriage for subsequent ESBL-E infection, (5) they

assess the efficacy of selective decontamination strategy to

limit subsequent ESBL-E cross-transmission or infection,

(6) all the patients were adults, and (7) they were written in

English. If the studies lacked outcome data or provided

only the prevalence of ESBL-E colonization or infection,

they were excluded. If the full text could not be retrieved

or if the article was a commentary or a review or an

erratum, it was excluded.

Selection of studies and data extraction

All the available data were extracted from each study by

two investigators (DG and RP) independently according

to the aforementioned inclusion criteria, and any differ-

ences were resolved by discussion with a third investiga-

tor (JRZ). The following data were collected from each
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study: the name of the first author, publication year,

study design, number of patients, primary outcome, and

risk factors for the primary outcome.

Results

Study selections

Using the previously described request in MEDLINE

database, 330 articles were referenced. Every abstract

was read and 39 articles that appeared to address issues

relevant for this review were selected for full-text assess-

ment. After full-text assessment, 25 studies were in-

cluded in the systematic review (Fig. 1). Seven were

relevant regarding the risk of ESBL-E cross-transmission

(Table 1), 4 regarding the evaluation of hygiene proce-

dures’ efficacy (Table 2), 10 assessed the link between

colonization and infection or the prognostic value of

ESBL-E carriage to guide the empirical antimicrobial

therapy (Table 3), and 4 the efficacy of a selective decon-

tamination strategy (SD) (Table 4).

ESBL-E fecal carriage and the risk of cross-transmission in

ICU in a non-outbreak situation

The first study demonstrating ICU ESBL-E cross-transmis-

sion in a non-outbreak situation describes two clones re-

sponsible for clusters of 5 and 12 patients. Nevertheless,

this study included patient in 1990 and 1991 and did not

focused on carriage but infection [22]. Another study in-

volved 2883 patients with 28 (0.97%) ESBL-E carriers. Only

9/28 cases of ESBL-E were explained by cross-transmission

despite the fact that the screening method was suboptimal

limiting their impact on the prevention of ESBL-E dissem-

ination [23]. These results were consistent with another

one detecting 97/1806 (5%) of ESBL-E fecal carriers includ-

ing 23/97 (24%) of ICU-acquired ESBL-producing E. coli

fecal carriage with only 3/23 (13%) acquisitions likely to be

due to cross-transmission [24]. Similar results were demon-

strated even in a higher prevalence situation (ESBL-E car-

riage at admission: 98/347 (28.2%)), with an acquisition rate

of 12.1% (11/91) without any case of cross-transmission

[25]. Another study based on pulsed-field gel electrophor-

esis (PFGE), revealed two cases of suspected

cross-transmission for E. coli and two for E. cloacae in a

setting with 50/316 (15.8%) of ESBL-E fecal carriage from

patients on the liver transplantation, ICU, and hematology/

oncology wards. Nevertheless, only one case of suspected

cross-transmission (E. cloacae) occurred in ICU [26]. In

other studies, cross-transmission has also been shown to be

a rare event (5% of ESBL-E acquisition) [27], even in an

ICU with no single room [28]. The occurrence of ESBL-E

acquisition despite limited cross-transmission suggests

limits to hygiene procedure efficacy in controlling ESBL-E

dissemination in a non-outbreak situation and other mech-

anisms of dissemination which we still have to investigate.

ESBL-E fecal carriage and hygiene procedures in a non-

outbreak situation

A large multicenter study in 13 European ICU testing the

effect of rapid screening and isolation of carriers with con-

tact precautions did not find any impact on ESBL-E acqui-

sition, but the study was led in the context of a sustained

high level of compliance to hand hygiene and chlorhexidine

bathings [29]. In another study, cessation of contact isola-

tion procedures had no independent impact on ESBL-E in-

fections (adjusted OR 1.16, 95% CI 0.38–3.50, p = 0.79) nor

on in-ICU death (SHR 1.22, 95% CI 0.93–1.59, p = 0.15)

[30]. These results were consistent with a previous study

which found that discontinuing contact precautions did

not increase ICU-acquired ESBL-E fecal carriage (incidence

densities respectively during contact vs standard precau-

tions: 2.7 (95% CI 1.78–3.62) and 2.06 (95% CI 1.27–2.86)

per 1000 patient-days; p 0.004 for non-inferiority) in an

Fig. 1 Flowchart of the study selection process
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ICU with single rooms with dedicated equipment, strict ap-

plication of hand hygiene, medical and paramedical leader-

ship, and good antibiotic stewardship. [31].

A cost-effectiveness analysis showed that an improved

compliance with hand hygiene is the most cost-saving

strategy to prevent the transmission of ESBL-E. Screening

and cohorting had comparable effectiveness but were more

expensive; screening and contact precautions were the least

effective strategy [32].

To summarize, these results together suggest that

cross-transmission does not seem any more to be the

main source of ESBL-E acquisition in ICU. Moreover, a

Table 1 Low level of ICU ESBL-E cross-transmission in a non-outbreak situation

Year Authors Design N Outcome Brief results

2017 Repessé
et al. [28]

Cohort study 470 ESBL-E fecal carriage
Cross-transmission assessed
by epidemiology and ESBL
gene sequencing

62/470 (13.2%) of imported ESBL-E fecal carriage
9/221 (4.1%) of acquired ESBL-E fecal carriage
2/9 acquisitions were likely to be due to
cross-transmission

2016 Alves et al. [27] Cohort study 309 ESBL-E fecal carriage
Cross-transmission assessed
by epidemiology, rep-PCR
and plasmid PCR

25/309 (8%) of imported ESBL-E fecal carriage
19/309 (6.5%) of acquired ESBL-E fecal carriage
1/19 acquisition was likely to be due to
cross-transmission

2015 O’Connell et al.
[26]

Cohort study 316 ESBL-E fecal carriage
Cross-transmission assessed
by epidemiology and PFGE

50/316 (15.8%) of ESBL-E fecal carriage
2 cases of suspected cross-transmission for
E.coli and 2 for E. cloacae but only 1
(E. cloacae) occurred in ICU

2014 Kim J et al. [25] Cohort study 347 Acquisition of ESBL-E by
epidemiology and PFGE

98/347 (28.2%) of imported ESBL-E fecal
carriage
11/91 (12.1%) of acquired ESBL-E fecal
carriage in ICU
No case of cross-transmission

2007 Harris et al. [24] Cohort study 1806 Acquisition of ESBL-producing
E. coli by epidemiology and PFGE

97/1806 (5%) of ESBL-E fecal carriers
including as follows:
23/97 (24%) of acquired ESBL-producing
E. coli fecal carriage
3/23 (13%) acquisitions were likely to be
due to cross-transmission

2004 Thouverez et al.
[23]

Cohort study 2883 Acquisition of ESBL-E by
epidemiology and PFGE

9/28 cases of ESBL-E acquisition explained
by cross-transmission

1996 Gori et al. [22] Cohort study 8640 Acquisition of ESBL-producing
K. pneumoniae by antibiotype,
plasmid content, PFGE, and
RAPD

45/8640 (0.5%) ESBL-E fecal carriage
4 ESBL-producing K. pneumoniae clonal
groups among which 2 are associated
with clusters of cross-infection involving
5 and 12 patients

ESBL-E extended-spectrum beta-lactamase-producing Enterobacteriaceae, ICU intensive care unit, PFGE pulsed-field gel electrophoresis, RAP rapid amplified

polymorphic DNA, rep-PCR repetitive-element polymerase chain reaction

Table 2 Efficacy of contact precautions on ICU ESBL-E dissemination in a non-outbreak situation

Year Authors Design N Outcome Brief results

2018 Jalalzaï
et al. [30]

Unicentric, retrospective,
uncontrolled before-and-
after study

524 SCP
545 non-SCP with SP

ICU-acquired ESBL-E
infections
ICU deaths

No independent impact on ESBL-E infections
of cessation of admission screening (adjusted
OR 1.16, 95% CI 0.38–3.50, p = 0.79)
nor on in-ICU death (SHR 1.22, 95% CI 0.93–1.59,
p = 0.15)

2017 Kardas-Stoma
et al. [32]

Cost-effectiveness analysis NA ICU-acquired ESBL-E
fecal carriage
ICU-acquired ESBL-E
infections

Universal screening and contact precautions for
ESBL-E fecal carriers vs base care, per 100 admissions
12 vs 15 ICU-acquired ESBL-E fecal carriage
4 vs 5 ICU-acquired ESBL-E infections

2017 Renaudin
et al. [31]

Prospective non-inferiority
before-and-after study

1547 CP 1577 SP ICU-acquired ESBL-E
fecal carriage

Incidence densities respectively during CP and SP:
2.7 (95% CI 1.78–3.62), 2.06 (95% CI 1.27–2.86) per
1000 patient-days; p 0.004 for non-inferiority

2014 Derde
et al. [29]

Prospective, randomized,
interrupted, time series
study

8501 ICU-acquired ESBL-E
fecal carriage with
and without CP

Incidence rate ratio: 0.994 (0.968–1.021; p 0.66)
comparing with and without CP

CP contact precautions, HH hand hygiene, ICU intensive care unit, PFGE pulsed-field gel electrophoresis, rep-PCR repetitive-element Polymerase chain reaction, SP

standard precautions, SCP screening period
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Table 3 Evaluation of ESBL-E fecal carriage to tailor empirical antimicrobial therapy

Year Authors Design N Outcome Brief results

2018 Jalalzaï et al. [30] Monocentric, retrospective,
before-and-after study

524 SCP 545
non-SCP

Carbapenem consumption Decrease in carbapenem exposure in patients without ESBL-E infection
during the non-SCP (75 vs 61 carbapenem-days per 1000 patient-days,
p = 0.01)

2018 Barbier et al. [39] Inception cohort of a
multicenter prospective
database

318 ESBL-E VAP 18 ESBL-E VAP for 361 (5%) ventilator-associated complications among
ESBL-E fecal carriers

2018 Houard et al. [40] Monocentric, retrospective
cohort study

410 ESBL-E VAP Previous ESBL-E fecal carriage as the only independent risk factor [OR
23; 95% CI (10–55), p < 0.001] Predictive value of ESBL-E fecal carriage
for subsequent ESBL-E VAP: PPV 43.6%, NVP 97.3%

2018 Liu et al. [35] Monocentric, retrospective
nested case-control study

9015 ICU-acquired ESBL-E BSI 42 ESBL-E BSI among 9015 ESBL-E fecal carriers (0.5%) Independent risk
factors associated with subsequent ESBL-E BSI: Antibiotic in the past 72 h:
Penicillin (OR 12.076; 95% CI 1.397–104.251, p 0.024) Cephalosporin (OR
6.900; 95% CI 1.493–31.852, p 0.013) Carbapenem (OR 5.422; 95% CI
1.228–23.907, p 0.026) Previous ICU stay (OR 1.041; 95% CI 1.009–1.075,
p 0,012) Maximum body temperature (OR 8.014; 95% CI 2.408–26.620,
p 0.001)

2017 Razazi et al. [37] Monocentric, prospective
cohort study

6303 ICU-acquired ESBL-E
pneumonia
Predictive factors for ESBL-E
pneumonia among carriers

48/843 (6%) ESBL-E fecal carriers has subsequent ICU-acquired ESBL-E
pneumonia
48/111 (43%) of ICU-acquired pneumonia among ESBL-E fecal carriers
were due to ESBL-E
SAPSII at admission > 43 [OR 2.81 (1.16–6.79)]
Colonization with Enterobacter sp. or K. pneumoniae [OR 10.96 (2.93–41.0)]
Receipt of > 2 days of AMC [OR 0.24 (0.08–0.71)]

2017 Carbonne et al. [38] Multicenter, retrospective
cohort study

1503 ESBL-E pulmonary
colonization

ESBL-E fecal carriage predictive values for ESBL-E pulmonary colonization:
Early (≤ 5 days): NPV 99.2% (95% CI [98.7;99.6]), PPV 14.5% (95% CI [12.8;16.3])
Late (> 5 days): NPV 93.4% (95% CI [91.9;95.0]), PPV 34.4% (95% CI [31.4;37.4])

2016 Barbier et al. [41] Cause-specific hazard model
based on prospective data

16,374 ICU-acquired ESBL-E infection

Carbapenem exposure

98/594 (16.4%) ESBL-E fecal carriers had subsequent ICU-acquired ESBL-E
infection
627, 241 and 69 carbapenem-days per 1000 patient-days for respectively
infected ESBL-E carriers, non-infected ESBL-E carriers and non ESBL-E carriers

2016 Bruyère et al. [19] Monocentric, retrospective
cohort study

587 ESBL-E VAP ESBL-E fecal carriage predictive values for ESBL-E VAP:
PPV 41.5%, NPV 99.4%

2012 Razazi et al. [34] Monocentric, prospective,
cohort study

610 ICU-acquired ESBL-E infection 10% of the first episodes of ICU-acquired infections are due to ESBL-E
27% of the second episodes of ICU-acquired infections are due to ESBL-E

2006 Martins et al. [36] Monocentric prospective
cohort study

231 ICU-acquired ESBL-producing
K. pneumoniae pneumonia

Previous ESBL-production K. pneumoniae is an independent risk factor
ICU-acquired ESBL-producing K. pneumoniae pneumonia (OR 60.6; 95%
CI 56.33–578.73)

AMC amoxicillin/clavulanic acid, BSI bloodstream infection, ESBL-E extended-spectrum beta-lactamase-producing Enterobacteriaceae, ICU intensive care unit, NPV negative predictive value, PPV predictive positive value,

SCP screening period, SAPSII Simplified Acute Physiology Score II, VAP ventilator-associated pneumonia
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universal standard precaution strategy seems to be suffi-

cient to control the risk of cross-transmission. The rele-

vance of a systematic ESBL-E fecal carriage screening

policy in ICU to guide hygiene procedures is now ques-

tioned (Additional file 1).

ESBL-E fecal carriage prognostic value for subsequent

ICU-acquired ESBL-E infections in a non-outbreak

situation

Another discussed interest of systematic screening of

ESBL-E fecal carriage could be to guide empiric anti-

microbial therapy in case of subsequent infection among

carriers. The most investigated ICU-acquired infections

are VAP and bloodstream infections (BSI) as they are the

more frequent ones [33]. Among ESBL-E fecal carriers

in ICU, one study found that 10% and 27% of first and

second episodes of ICU-acquired infections [34] and an-

other that even 40% of VAP are due to ESBL-E [19].

Regarding BSI, a recent study conducted in China

found a proportion of 0.5% of ESBL-E fecal carriers de-

veloping subsequent ESBL-E BSI in ICU (42/9015). In-

dependent risk factors associated with subsequent

ESBL-E BSI were antibiotic use in the past 72 h (penicil-

lin [OR 12.076; 95% CI 1.397–104.251, p 0.024], ceph-

alosporin [OR 6.900; 95% CI 1.493–31.852, p 0.013],

carbapenem [OR: 5422; 95% CI 1.228–23.907, p 0.026]),

previous ICU stay (OR 1.041; 95% CI 1.009–1.075, p

0,012), and maximum body temperature (OR 8014; 95%

CI 2.408–26.620, p 0.001) [35]. Nevertheless, as a case is

diagnosed by a positive blood culture, antimicrobial ther-

apy and maximum body temperature could only be the

signal of the on-going infection with empiric treatment

initiated as ESBL-E BSI are compared with non-infected

ESBL-E fecal carriers.

Regarding risk factors for VAP, ESBL-producing Kleb-

siella pneumoniae was found to be an independent risk

factor ICU-acquired ESBL-producing K. pneumoniae

pneumonia (OR 60.6; 95% CI 56.33–578.73) [36]. Other

identified independent risk factors for ESBL-E pneumo-

nia among ESBL-E fecal carriers were SAPS II at admis-

sion > 43 [OR 2.81 (1.16–6.79)] and colonization with

Enterobacter sp. or K. pneumoniae species [OR 10.96

(2.93–41.0)] whereas receipt of > 2 days of amoxicillin/

clavulanic acid during the ICU stay was protective [OR

0.24 (0.08–0.71)] [37]. Despite these identified risk fac-

tors, individual prediction of subsequent ESBL-E VAP

among ESBL-E fecal carriers remains difficult and prog-

nostic values will be discussed thereafter.

Regarding ESBL-E pulmonary colonization, ESBL-E

fecal carriage has an excellent negative predictive value

(NPV) (99.2%, 95% CI [98.7,99.6] for ≤ 5 days and 93.4%,

95% CI [91.9,95.0] for > 5 days) despite a poor positive

predictive value (PPV) (14.5% [95% CI 12.8, 16.3] and

34.4% [95% CI [31.4, 37.4]), for the early and late groups

respectively [38].

Nevertheless, pulmonary colonization does not mean in-

fection. A monocentric prospective study found 111 (13%)

patients among 843 ESBL-E fecal carriers who developed

ICU-acquired pneumonia of whom 48 (43%) had ESBL-E

pneumonia (6% of carriers). Patients with ESBL-PE pneu-

monia in this study had a higher SOFA score (p = 0.037)

and more frequent septic shock at pneumonia onset (p=

0.047) than patients with pneumonia due to another germ

[37]. Even if this article also identified risk factors, it remains

very difficult to predict which patient will suffer from a

ESBL-E VAP or not. Enhancing this result, an inception co-

hort of the prospective database OUTCOMEREA showed

that infectious-related ventilator-associated complications

Table 4 Efficacy of selective decontamination for ESBL-E fecal carriage among ICU patients

Year Authors Design Decontamination N Outcome Brief results

2018 Wittekamp
et al. [46]

Randomized
controlled trial

CHX 2%
SOD by mouthpaste (colistin,
tobramycin, nystatin)
SDD by the same mouthpaste
and gastrointestinal suspension)

8665 ICU-acquired
ESBL-E BSI

aHR vs baseline:
CHX 1.13 (95% CI 0.68–1.88)
SOD 0.89 (95% CI 0 .55–1.45)
SDD 0.70 (95% CI 0.43–1.14)

2016 Camus et
al. [44]

Observational
Before-after

SDD by as follows:
Colistin
Tobramycin
Amphotericin B

5250 Rates of acquired
infections caused
by AGNB
Rates of ESBL-E fecal
carriage acquisition

Diminution of the incidence rate of acquired
infections caused by AGNB (1.59 vs 5.43 per
1000 patient-days, p < 0.001)
Diminution of the acquisition rate of ESBL-E
fecal carriage (OR = 0.94 [0.88–1.00], p = 0.04)

2005 Troché et
al. [43]

Prospective
observational
cohort study

SDD by 2 among the
following:
Erythromycin
Neomycin
Polymyxin E

2235 Rates of ESBL-E fecal
carriage acquisition

Diminution of the acquisition rate of ESBL-E
fecal carriage from 5.5 cases per 1000
patient-days during the first 3 years to 1.9
cases during the last 3 years (p < 0.05)

1998 Decré et al.
[45]

Prospective
controlled
cohort study

SDD by as follows:
Erythromycin Polymyxin E

65 Incidence and
infection with
ESBL- K. pneumoniae

Selective digestive decolonization failed to
reduce the incidence of acquisition of
ESBL-producing K. pneumoniae

AGNB multidrug-resistant aerobic Gram-negative bacilli, aHR adjusted Hazard ratio, BSI bloodstream infection, CHX chlorhexidine, SDD selective digestive

decontamination, SOD selective oral decontamination
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among ESBL-E fecal carriers mostly reflect non-VAP events

(18/361, 13%) with only 18/361 (5%) ESBL-E VAP but that

they are a major driver of carbapenem consumption [39].

Regarding predictive values, a retrospective monocentric

study showed a 41.5% PPV and a 99.4% NPV [19]. Another

study confirmed prior ESBL-E fecal carriage to be the only

independent risk factor for subsequent ESBL-E VAP [OR

23 (95% CI 10–55)] with a PPV of 43.6% and a NPV of

97.3%. Duration of mechanical ventilation, length of ICU

stays, and mortality rates (55.8% vs 50%, p = 0.48) were

similar in ESBL-E VAP, compared with VAP due to other

bacteria [40]. Because of these excellent NPV, some authors

have suggested that systematic ESBL-E fecal carriage

screening could help to limit the use of carbapenems, but

this assertion is now contradicted.

Jalalzaï et al. assessed carbapenem consumption after ces-

sation of screening for intestinal carriage of ESBL-E during

two consecutive 1-year period (with and without systematic

screening with respectively 524 and 545 patients) [30]. An

admission during the no-systematic screening period

exerted no independent impact on the hazards of ESBL-E

infections and in-ICU death. The exposure to carbapenems

in patients without ESBL-E infection even decreased be-

tween the systematic screening and no-systematic screening

periods (75 versus 61 carbapenem-days per 1000 patient-

days, p = 0.01). These results are consistent with a prospect-

ive multicentric study revealing that ESBL-E infections are

rather infrequent in carriers and that carbapenem exposure

was increased among ESBL-E carriers without infection.

ESBL-E carriers even without infections also had a delayed

discharge, thereby amplifying the selective pressure and the

colonization pressure in ICU [41].

To summarize, the link between ESBL-E colonization

and subsequent ESBL-E infection seems to be real as con-

sistently observed by several different teams. Nevertheless,

subsequent ESBL-E infections are a rare event which is al-

most unpredictable. An empirical antimicrobial therapy

guided on ESBL-E carriage status leads to an overconsump-

tion of carbapenems without a clinical benefit. A systematic

screening policy of ESBL-E fecal carriage in ICU to guide

empirical antimicrobial therapy is now questioned. Further

studies are needed to better understand the link between

colonization and infection and to assess if we can improve

the prediction of subsequent ESBL-E infections. Distur-

bances of gut microbiota could be part of the explanation,

and so selective decontamination has been evoked as a tool

to modulate the gut microbiota and to eradicate multi-drug

resistant bacteria fecal carriage [21, 42].

ESBL-E fecal carriage and selective decontamination in ICU

in a non-outbreak situation

One prospective observational cohort study in a surgical

ICU of a tertiary teaching hospital using 2 antibiotics

among erythromycin, neomycin, or polymyxin E in 37

ESBL-E fecal carriers (2235 patients included) suggested

a diminution of the acquisition rate of ESBL-E fecal car-

riage from 5.5 cases per 1000 patient-days during the first

3 years to 1.9 cases during the last 3 years (p < 0.05) but it

was a secondary outcome [43]. Additionally, an observa-

tional single-center study found a diminution of the inci-

dence rate of acquired infections caused by multidrug-

resistant aerobic Gram-negative bacilli (1.59 vs 5.43 per

1000 patient-days, p < 0.001) and a diminution of the acqui-

sition rate of ESBL-E fecal carriage (OR = 0.94 [0.88–1.00],

p = 0.04) [44]. Another prospective controlled cohort study

with decolonization by erythromycin and polymyxin E con-

cluded that selective digestive decolonization (SDD) failed

to reduce the incidence of acquisition of ESBL-producing

K. pneumoniae [45]. Nevertheless, these studies did not as-

sess the efficacy of SDD especially for the ESBL-E carriers.

A recent multicenter prospective study including 8665 pa-

tients compared the efficacy of chlorhexidine 2% vs select-

ive oral decontamination (SOD) by mouthpaste (colistin,

tobramycin, nystatin) vs SDD by the same mouthpaste and

gastrointestinal suspension to prevent ESBL-E bloodstream

infections but among every ventilated patients in ICU and

not only ESBL-E carriers. Compared to baseline care, they

did not find any strategy to be efficient (adjusted hazard ra-

tios: CHX 1.13 (95% CI 0.68–1.88), SOD 0.89 (95% CI

0.55–1.45), SDD 0.70 (95% CI 0.43–1.14) [46].

Because of the lack of high-quality evidence of selective

decontamination efficacy (oral and/or digestive) and con-

cerns about the emergence of resistance to the antimicro-

bials used, European guidelines recommend against

decolonization strategies for ICU ESBL-E fecal carriers and

call for more research [47]. According to current know-

ledge, it does not seem relevant to have a systematic

ESBL-E fecal carriage screening policy to guide selective de-

contamination strategy as ESBL-E gut decolonization by

antibiotics are not validated and so not recommended.

Nevertheless, the impact of SDD on ESBL carriage was only

evaluated in studies performed in western countries. This

field seems to be helpful and should be better explored.

Discussion

A universal standard precaution strategy seems to be suffi-

cient to control the risk of ESBL-E cross-transmission

even in ICU. A systematic screening policy to guide

contact precautions does not appear to be useful and

cost-effective. Therefore, it should be kept in mind that

the studies reported here assessed a non-outbreak situ-

ation in western countries. A study assessing the ESBL-E

respiratory colonization in Sri Lanka suggested a higher

cross-transmission rate but no data are provided about

the imported or acquired status of ESBL-E colonization

[48]. Further studies are needed to assess the rate of

cross-transmission and the efficacy of hygiene procedures

in non-western countries which have a higher prevalence
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of ESBL-E [2, 16]. Moreover, the four studies presented in

Table 2 have some methodological limitations even if they

all draw the same conclusions without any increase in

ESBL-E infections after cessation of contact precautions

for strict standard precautions and that studies conducted

in a non-ICU setting discussed thereafter conclude the

same way.

Regarding the efficacy of hygiene procedures in non-ICU

setting, a quasi-experimental study showed that contact

precautions prevent from outbreaks but have no impact on

nosocomial ESBL incidence in a non-outbreak situation

[49]. Then, cessation of contact precautions for ESBL-pro-

ducing E.coli was first demonstrated to be safe among

non-ICU hospitalized patients in double-bed rooms with

another patient colonized or infected with an ESBL-E [50]

and was confirmed by the absence of cross-transmission

with the respect of the sole standard hygiene precautions

[51]. In addition, a study showed no difference between

standard and contact precautions in the incidence of

ESBL-E in hospital settings [52]. Besides the lack of efficacy,

contact precautions are associated with adverse effects in-

cluding patients’ psychological distress or medical errors

[53, 54]. Another point is that even if cross-transmission

can be a cause of ESBL-E carriage acquisition, it remains a

rare event in western countries ICU under strict hygiene

procedures. For instance, even in a study with a large pro-

portion of cross-transmission among ICU-acquired ESBL-E

carriage acquisition (3/23, 13%), in fact only 3/1806 (0.17%)

patients admitted in ICU during the study period experi-

enced ESBL-E cross-transmission [24]. Moreover, even one

case of cross-transmission will always be concerning and

thorough standard procedures are absolutely needed.

Besides, the ability for spreading of the different species

of Enterobacteriaceae could be variable with a special con-

cern for K pneumoniae. Some authors suggest it could be

3.7 times more prone to cross-transmission than E.coli

[55]. Nevertheless, the mathematical model assuming a

100% sensitivity and specificity for microbiological tests

and the absence of interaction between E. coli and non-E.

coli bacteria cannot be fully realistic and so limit the valid-

ity of these results. It remains also unclear if this difference

of transmissibility relies on bacteria intrinsic virulence or

patients’ frailty. Colonization seems to occur in patients

with many comorbidities, invasive procedures, and anti-

microbial exposure, who have a higher colonizing inocu-

lum leading to a possible increased risk of

cross-transmission [56, 57]. Furthermore, cross-transmis-

sion was a rare event even for K. pneumoniae as reported

previously [27, 28]. No data prove any difference between

standard and contact precautions regarding K. pneumo-

niae cross-transmission [58].

Targeted screening was also studied because the risk

of ESBL-E fecal carriage is not equal for every in-patient

in ICU [59]. This targeted strategy has been confirmed

to be as efficient as the systematic one with exposure to

antibiotics within the preceding 3months, hospitalization

within the preceding year, admission of another hospital

department with a hospital stay of more than 5 days, im-

munosuppression, chronic dialysis, transfer from rehabili-

tation, long-term-care unit or nursing home, and travel

abroad within 1 year as targeted risk factors. Results were

consistent with those of another study which considered

transfer from another unit or hospital as risk factors and

did not find any association with more third-generation

cephalosporin (3CG)-resistant infections (ESBL or pro-

duction of cephalosporinase) [60]. Nevertheless, the tar-

geted strategy has not been compared to the complete

cessation of screening and there is so no proof of its

relevance.

Even if the relevance of universal screening and of con-

tact precautions is questioned, it should not be interpreted

as a lax signal. Once again, high compliance with systematic

standard precautions, especially hand hygiene, permanent

surveillance of nosocomial ESBL-E infection outbreak, and

antimicrobial stewardship are fully needed [61].

Treatment of subsequent infections

Several studies aimed to identify reliable risk factors to

predict subsequent ESBL-E infections. In non-ICU pa-

tients, severity at admission and colonization with Entero-

bacter sp. or K. pneumoniae; referral from a medical ward,

nursing home, or rehabilitation center; previous fluoro-

quinolone treatment; extracorporeal membrane oxygen-

ation; and the absence of prior positive ESBL-E rectal

swab culture were identified as risk factors [62]. Despite

these identified risk factors, it remains difficult to predict

which patient is infected with an ESBL-E or not, especially

in ICU [39]. The effect of BLI use prior to infection

among ESBL-E fecal carriers remains unclear [37, 63].

Available data focus on VAP and BSI as they are the most

frequent ICU-acquired infections and as the distinction

between urinary tract infection and urinary colonization

in catheterized patients can be seriously challenging.

As described for the risk of transmission, K. pneumoniae

could be at increased risk of subsequent infections in colo-

nized patients compared with other Enterobacteriaceae [55,

56, 64]. Moreover, no significant difference in hospital mor-

tality in non-ICU patients has been found between E. coli

and K. pneumoniae (ESBL E. coli 23.8% vs ESBL K. pneu-

moniae 27.1%, p = 0.724) [65]. Once again, the role of the

bacteria itself or of the host’s condition is still unclear [56].

ESBL-E carriage, a fortiori for K. pneumoniae, could be a

major reflection of the host frailty. The fact that adequate

empirical therapy does not have a clear impact on ESBL-E

infections contrary to the host’s condition supports this hy-

pothesis [66–69]. The more recent study on the field is the

only randomized controlled trial available and did not man-

age to prove the non-inferiority of piperacillin-tazobactam
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compared with meropenem for the treatment of BSI due

to 3CG-resistant E.coli or K. pneumoniae [69]. Neverthe-

less, despite the quality of this study, some limitations

apply to the conclusions of this study which should be

interpreted cautiously [70]. Further studies are urgently

needed to address this issue. Therefore, systematic carba-

penem use among subsequently infected ESBL-E carriers

could be questioned. In that case, main alternative candi-

dates would be combinations such as piperacillin-tazobac-

tam, new beta-lactams as ceftolozane-tazobactam or

ceftazidime-avibactam, and combination with aminoglyco-

sides [71–74]. Those strategies need to be validated but

would allow carbapenems spare without the need of sys-

tematic ESBL-E fecal carriage screening.

Selective decontamination

Selective decontamination is an attractive approach but,

as previously described, its efficacy for ESBL-E decontam-

ination still needs to be proven. Moreover, some concerns

are already raised about the emergence of resistance to

used antimicrobials such as colistin and tobramycin [75–

77]. One of these studies even showed the emergence of

ESBL-E when 3CG are used for selective decontamination

[77]. Regarding a non-ICU setting, the major study was a

single-center trial with 54 ESBL-E carriers involved which

assessed colistin and neomycin plus nitrofurantoin to suc-

cessfully decolonize patients during the treatment but not

7 days after treatment cessation. Furthermore, no clinical

outcome was reported [78].

Another approach to eradicate ESBL-E fecal carriage

would be to cope with the effects of critical illness and

antimicrobial therapy on gut. In fact, major gut micro-

biota modifications occur during hospitalization, a for-

tiori in ICU, and some of these modifications are

associated ESBL-E fecal carriage [79, 80]. Cases of FMT

to eradicate ESBL-E carriage have been reported [81,

82]. This approach is now being investigated in non-ICU

patients. A proof-of-principle study included 15 patients

to receive one FMT (among whom 7 received a second

one) and suggested that FMT could be an effective treat-

ment in patients carrying ESBL-E with several possible

factors of response to therapy, such as donor-recipient

microbiota match and number of FMTs [83]. A random-

ized, open-label, superiority trial in four tertiary care

centers showed a non-significant decolonization success

of 1.7 [95% CI 0.4–6.4] for a 5-day course of oral antibi-

otics followed by FMT, but the study failed to achieve

the planned sample size for logistical and regulatory rea-

sons making firm conclusions regarding efficacy difficult

[84]. Moreover, fecal transplantation is not always well

accepted by the patients and their siblings and concerns

exist about gut permeability among critically ill patients

[85]. A “soft decolonization” approach by probiotics

could be a more feasible option. Nevertheless, this field

has to be considered with caution and remains controver-

sial, since there are studies with some positive effects, but

also many negative studies. A major limit of previous stud-

ies is that used probiotics were “ready-to-use.” A promising

but still experimental approach is to tailor the probiotics by

indication or even by patient. A first step forward is the

identification of a four-bacteria consortium which eradi-

cates gut colonization with vancomycin-resistant Entero-

coccus faecium in a murine model [86]. Regarding ESBL-E

colonization, a recent study identified Bacteroïdes uniformis

as a possible candidate [87]. FMT and “soft decolonization”

by tailored probiotics have to be further investigated and

shown to be effective and safe among ICU patients before

it can be used in routine. Therefore, systematic ESBL-E

fecal carriage screening cannot be indicated to guide

non-validated therapies.

Conclusions

Systematic ESBL-E fecal carriage screening in ICU and

contact precautions have been set up to fight against

ESBL-E outbreaks. In front of a changing paradigm from

clonal outbreaks in health settings to a wide dissemination

in the community, systematic ESBL-E screening could not

be adequate anymore to guide contact precautions. Sys-

tematic and thorough standard precautions with hand hy-

giene appear to be the most efficient procedures even if

studies providing higher level of evidence are warranted to

strongly recommend in favor of or against systematic

ESBL-E fecal carriage screening in ICU to guide hygiene

procedures. Systematic ESBL-E fecal carriage screening

seems to increase the consumption of carbapenems with-

out improving the patients’ care and so does not seem to

be beneficial as the overuse of carbapenems is associated

with the expansion of carbapenem-resistant Enterobacteri-

aceae. The link between ESBL-E colonization and infec-

tion should be further investigated to better understand

involved mechanisms. Selective decontamination could be

a helpful approach to eradicate ESBL-E colonization, but

its efficacy still needs to be demonstrated and concerns

exist about the emergence of resistance to the antimicro-

bials used. New strategies for ESBL-E eradication modu-

lating the gut microbiota such as FMT or a “soft

decolonization” approach should be considered in future

studies.
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In Reply Dr Dickinson raises the question as to why the

USPSTF recommended screening for cervical cancer with

cervical cytology every 3 years in women aged 21 to 29 years

(A recommendation)1 rather than starting at age 25 years.

In support of starting screening at a later age, he cites the

low incidence of cervical cancer in younger women, a case-

control study showing no benefit in screening women aged

22 to 24 years vs 25 to 29 years, and clinical data from

Wales reporting follow-up testing rates after screening in

younger women.

There is nodirect evidence on the optimal age atwhich to

start cervical cancer screening. No studies to date have com-

pared various starting ages for screening, nor have screening

trials usedanappropriate studydesignorhadadequatepower

to compare various starting ages for screening. Therefore, the

USPSTF kept the same starting age for screening as in its 2012

recommendation.2 In 2012, the USPSTF did effectively raise

the age for cervical cancer screening.2 Prior recommenda-

tions recommendedstartingscreeningatage21yearsor3years

after sexual activity began,whichever came first. For the 2012

recommendation, the USPSTF reviewed the evidence on

screening inwomenyounger than21 years and found that cer-

vical cancer was extremely rare in this age group, no evi-

dence that sexual history should affect the starting age for

screening, and no evidence on harms of screening women

younger than 21 years.

There is consensus among US guideline bodies in recom-

mending screening for cervical cancer starting at age21years.3

Because somewomenmayhavebeen sexually active formore

than5yearsbyage21years,direct evidence isneeded toevalu-

ate the benefits and harms of starting screening at ages older

than 21 years. This evidencewould be particularly relevant in

thenewera ofHPVvaccination as ameansof primarypreven-

tion for cervical cancer.
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Antibiotics for Ceftriaxone-Resistant Gram-Negative
Bacterial Bloodstream Infections
To the Editor The MERINO trial1 found that piperacillin-

tazobactam did not result in noninferior 30-day mortality in

patientswithEscherichia coli orKlebsiella pneumoniae blood-

stream infections and ceftriaxone resistance, compared with

meropenem. We think there might be reasons to explain the

results other than differences in effectiveness of the antibi-

otic regimens.

First, the primary outcome was 30-day all-cause mortal-

ity. However, all deaths were unrelated to the infection

(eTable 6 in the Supplement of the article) and instead

resulted from the underlying diseases (metastatic cancer or

end-stage liver disease), and half occurred after 15 days (eFig-

ure 4 in the Supplement).1 The lack of infectious mortality

could explain the lack of association between piperacillin-

tazobactam minimum inhibitory concentrations and mortal-

ity. Secondary outcomes more directly related to infection

showed no significant differences.

Second, important variables were unbalanced in the

study groups. A urinary tract source was more frequent in

the meropenem group (54.8% vs 67.0%) and a quick

sequential organ failure assessment score of 2 or greater was

more frequent in the piperacillin-tazobactam group (45.7%

vs 40.3%). Information about rapidly fatal conditions at

baseline, such as advanced or metastatic cancer (the main

cause of deaths and not included in APACHE-II or Pitt

scores), was not provided.

Third, only 80%of the isolateswere available for central-

ized confirmatory analysis; of these, 6 of 132 (4.5%) in the

piperacillin-tazobactam group and 1 of 174 (0.5%) in the me-

ropenem group had nonsusceptible isolates to the assigned

drug.Susceptibility testingwasperformedusinggradient tests,

whichareunreliable forpiperacillin-tazobactambecausemini-

mum inhibitory concentrations above the break point are of-

ten underestimated. A warning against using piperacillin-

tazobactam strips was posted on the European Committee

on Antimicrobial Susceptibility Testing website in 2015.2

Therefore, nonsusceptibility topiperacillin-tazobactammight

be higher than stated, as 10% and 67% of isolates had ampC

and blaOXA-1 genes, respectively.

Fourth, mortality in the piperacillin-tazobactam group

was much higher in the 3 sites from Turkey and South

Africa. Excluding these sites would reduce the mortality in

the piperacillin-tazobactam group from 12.3% to 9.4%.

Fifth, the patients treated with piperacillin-tazobactam

in the propensity score–matched analysis of the INCREMENT
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cohort were similar to those in the MERINO trial (eTable 9 in

that article3), but the mortality rate was only 7.3% vs 12.3%

in MERINO.

Wethink thatbecauseof these issues, replication isneeded

before piperacillin-tazobactam is abandoned as an alterna-

tive to meropenem for the treatment of bloodstream infec-

tions caused by cephalosporin-resistant enterobacteria.

Jesús Rodríguez-Baño, MD, PhD

Belén Gutiérrez-Gutiérrez, MD, PhD

Gunnar Kahlmeter, MD, PhD

Author Affiliations:Unidad Clínica de Enfermedades Infecciosas, Microbiología
y Medicina Preventiva, Hospital Universitario VirgenMacarena, Seville, Spain
(Rodríguez-Baño, Gutiérrez-Gutiérrez); Clinical Microbiology, Central Hospital,
Växjö, Sweden (Kahlmeter).

Corresponding Author: Jesús Rodríguez-Baño, MD, PhD, Hospital Universitario
VirgenMacarena, Avda Dr Fedriani 3, Seville 41009, Spain (jesusrb@us.es).

Conflict of Interest Disclosures:Dr Rodríguez-Baño reported receiving
honoraria for accredited educational courses fromMerck and for coordination
of an unrelated research project from AstraZeneca. No other disclosures
were reported.

1. Harris PNA, Tambyah PA, Lye DC, et al; MERINO Trial Investigators and the
Australasian Society for Infectious Disease Clinical Research Network
(ASID-CRN). Effect of piperacillin-tazobactam vsmeropenem on 30-day
mortality for patients with E coli or Klebsiella pneumoniae bloodstream infection
and ceftriaxone resistance: a randomized clinical trial. JAMA. 2018;320(10):
984-994. doi:10.1001/jama.2018.12163

2. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. EUCAST
warnings concerning antimicrobial susceptibility testing products or
procedures. http://www.eucast.org/ast_of_bacteria/warnings/. Accessed
November 2, 2018.

3. Gutiérrez-Gutiérrez B, Pérez-Galera S, Salamanca E, et al. A multinational,
preregistered cohort study of β-lactam/β-lactamase inhibitor combinations for
treatment of bloodstream infections due to extended-spectrum-β-lactamase-
producing Enterobacteriaceae. Antimicrob Agents Chemother. 2016;60(7):
4159-4169. doi:10.1128/AAC.00365-16

To the Editor Dr Harris and colleagues conducted a well-

designed study investigating whether carbapenems for ex-

tended-spectrumβ-lactamase–producingenterobacteria could

be spared.1 The results should be interpreted with caution.

First, the study failed to demonstrate the noninferiority

ofpiperacillin-tazobactamcomparedwithmeropenembutdid

notdemonstrate thesuperiorityofmeropenem.Thestudywas

stopped at a difference level for the primary outcome of

P < .004, although the predefined stopping rule for superior-

itywasastatistically significantdifferenceata levelofP < .001.

A superiority studywith a bilateral statistical test instead of a

noninferioritystudywithaunilateral statistical testwouldhave

been an option but would have increased the number of pa-

tients needed.

Second, a piperacillin-tazobactam infusion over 30 min-

utes is too short to obtain adequate concentrations according

to pharmacokinetics, and it could have impaired the effi-

ciency of piperacillin-tazobactam.2

Third, resistance topenicillinsandthird-generationcepha-

losporinsmediatedbyAmpCβ-lactamase (implicated in 12.2%

of cases) is only minimally inhibited by tazobactam. The dis-

tribution of AmpC β-lactamase between the 2 groupswas not

reportedbut couldhave influenced theoutcome. In fact, treat-

ment was decided after susceptibility to antibiotics was ob-

tained,sopatients infectedbyAmpC-producingbacteriashould

have been excluded.

Fourth, it is surprising that patients who received appro-

priate empirical antibiotic therapy had a higher mortality

rate than patients who did not (14.3% vs 8.2% in the

piperacillin-tazobactam group and 3.9% vs 3.1% in the

meropenem group). Several explanations could be sug-

gested, most of them concerning the patients’ care prior to

randomization. Patients in the piperacillin-tazobactam

group had more infections that often require surgical care to

control the source of infection than in the meropenem

group (intra-abdominal, surgical site, and skin and soft tis-

sue infections: 24.5% vs 17.3%, respectively). Adequate

source control was not described, although it can affect

mortality.3 In addition, the empirical antibiotic therapy used

was not specified for 67% in the piperacillin-tazobactam

group and 60% in the meropenem group, and combination

therapy was initiated for 42% and 40%, respectively

(eTable 3 in the Supplement of the article1); combination

with aminoglycosides could have been a good option for

those patients.

For these reasons, we think that the conclusions should

bemore cautious. Further studies are needed to optimize the

antimicrobial strategies for extended-spectrumβ-lactamase–

producing Enterobacteriaceae infections.
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In Reply Dr Rodríguez-Baño and colleagues comment that our

findings, in which 30-day all-cause mortality was 12.3%

(23/187) of patients randomized to piperacillin-tazobactam

compared with 3.7% (7/191) randomized to meropenem,1

stand in contrast to retrospective observational studies in

which outcomes were similar between the 2 groups.2,3 In any

observational study, the choice of antimicrobial ismadeby the
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clinician and is affected by clinical impression of how sick the

patient is.Not surprisingly,patients at greater riskofdyingmay

receive an antibiotic that is perceived as more potent, there-

fore biasing results even if adjustments have beenmade using

severity of illness scores. This bias may explain the observa-

tion of Dr Prevel and colleagues that patients in our trial given

appropriate initial empirical therapy had a higher risk of dy-

ing. We randomized only definitive therapy, not empirical

therapy. Some AmpC-producing bacteria are susceptible to

piperacillin-tazobactam,4which iswhypatientswith these in-

fections were included in the study.

Themajor comment of Rodríguez-Baño and colleagues is

that our primary end point was all-cause mortality and that

most deaths did not appear to be directly due to infection. At-

tribution of death specifically to infection is notoriously dif-

ficult in complicated patients with multiple comorbidities.

Seven patients randomized to piperacillin-tazobactam died

within a week of randomization compared with 3 patients

treatedwithmeropenem. In further analysis, 9 of 23 patients

(39.1%) treatedwithpiperacillin-tazobactamwhodiedand 112

of 164 (68.3%)who survivedmet our definition for clinical or

microbiologic success 4 days after assignment to the study

drug.Webelieve that suboptimal early response to treatment

of infectionpushes vulnerable patientswith other significant

comorbidities over the edge, leading toprematuredeath from

their underlying condition. A bodyofwork supports this con-

cept thatmanydeathsattributable tosepsisoccurafter theearly

days of the infection.5

Rodríguez-Baño and colleagues are also concerned about

imbalance in baseline characteristics and differences by site.

Wecontrolled for somevariables (ie, urinary tract source), but

it is not possible to adjust for every possible confounder in a

multivariable analysis with a mortality outcome, as that car-

ries its own risks ofmisinterpretation. A subgroup analysis of

middle- vshigh-incomecountrieshadanonsignificant test for

interaction.

Rodríguez-Baño and colleagues comment on the lack of

correlation between minimum inhibitory concentrations of

piperacillin-tazobactam and outcome. Susceptibility testing

was performed at each study site according to local prac-

tices (typically semiautomated methods). Gradient strips

were not typically used by study site laboratories. After the

study, isolates were shipped to a central study laboratory

where testing by gradient strips and broth microdilution

methods is being performed. Further information will soon

be available examining correlations among broth microdilu-

tion results, β-lactamase type, and outcome.

Prevel and colleagues question why piperacillin-

tazobactam was given as a 30-minute infusion. This is the

infusion duration recommended in the product information

for the drug. Large randomized clinical trials are ongoing

examining extended infusion of piperacillin-tazobactam

(NCT03213990).

We agree with the recommendations of the letter writers

that further trials should be performed in this area, which

would allow a better identification of patient subgroups that

could safely benefit from carbapenem-sparing therapy.
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Annexe 4. Protocole ProbaTazo 

Ce protocole est lauréat de l’Appel d’Offre Interne 2019 du CHU de Bordeaux et est 

actuellement soumis à un Comité de Protection des Personnes. L’objectif principal de cette 

étude est d’évaluer l’efficacité d’une stratégie utilisant la pipéracilline-tazobactam en traitement 

probabiliste des pneumopathies acquises sous ventilation mécanique survenant chez les patients 

colonisés à E-BLSE. 

 

  












































































