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Introduction 

Les carbapénèmes sont des β-lactamines de spectre très étendu utilisées pour traiter 

des infections sévères. Elles peuvent cependant être mises en échec, notamment par la 

production de carbapénèmases. Les études réalisées entre 2015 et 2018 par l’EURGenNet 

(European Antimicrobial Resistance Genes Surveillance Network) montrent que la 

dissémination des entérobactéries productrices de carbapénèmases (EPC) se poursuit au sein 

des hôpitaux européens [1, 2]. Une détection rapide et performante de ces organismes est 

essentielle pour limiter la diffusion au sein des services hospitaliers de bactéries hautement 

résistantes (BHRe) n’offrant pas ou peu d’opportunités de traitement. En conséquence, le 

dépistage des EPC par des méthodes dédiées s’impose chez les patients à risque. Afin 

d’assurer ce dépistage, la mise en culture d’écouvillons rectaux et de prélèvements de selles 

sur milieux spécifiques est recommandée par le Centre National de Référence (CNR) de la 

résistance aux antibiotiques [3]. De plus, de nombreuses méthodes de détection se sont 

développées durant ces dernières années, parmi lesquelles des techniques de biologie 

moléculaire pouvant être réalisées directement sur les prélèvements de dépistage rectal. 

Malgré une sensibilité et une spécificité élevées, ces tests ont montré des résultats 

discordants avec d’autres méthodes, notamment avec la culture [2-3, 5] et ne sont 

généralement pas utilisés de façon isolée. Dans ce contexte, il parait intéressant d’évaluer 

les performances du kit de PCR multiplex BD MAX Checkpoints CPO assay (BD Diagnostic 

Systems®, Le Pont de Claix, France) dans le dépistage des EPC par comparaison avec la 

mise en culture sur milieu spécifique. 
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Généralités 

1. Caractéristiques des carbapénèmes 

1.1. Définition 

Les carbapénèmes sont des antibiotiques à large spectre de la famille des β-

lactamines. Il s’agit de molécules hydrophiles responsables d’une activité bactéricide temps 

dépendante [6]. Les plus utilisés en France sont l’ertapénème, l’imipénème associé à la 

cilastatine et le méropénème. Leur spectre d’activité inclut la plupart des bactéries à Gram 

positif (Staphylococcus spp sensibles à la méticilline, Streptococcus spp dont S. pneumoniae, 

Enterococcus hormis Enterococcus faecium résistant dans 40 à 80% des cas) et à Gram 

négatif (Entérobactéries, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa) rencontrées en 

pathologie humaine, y compris les anaérobies strictes excepté Clostridium difficile. Ils n’ont 

cependant pas d’effet sur les bactéries intracellulaires, et l’ertapénème n’est pas actif sur 

Pseudomonas aeruginosa, ni sur les entérocoques [7]. Elles sont plus stables face à l’activité 

des β-lactamases que la plupart des autres β-lactamines, et sont donc un traitement 

recommandé dans les infections sévères à entérobactéries productrices de β-lactamases à 

spectre étendu (E-BLSE), résistantes aux céphalosporines de troisième génération (C3G). 

1.2. Place des carbapénèmes dans l’arsenal thérapeutique 

La Haute Autorité de Santé (HAS) préconise l’utilisation des carbapénèmes dans le 

traitement probabiliste des infections graves (« choc septique ou dysfonction d’organe 

mettant en jeu le pronostic vital ») en cas de facteur de risque d’infection à entérobactérie 

résistante aux C3G (« traitement par amoxicilline/acide clavulanique, C2G, C3G et 

fluoroquinolones dans les trois mois précédents, infection nosocomiale ou liée aux soins, 

antécédent de colonisation ou d’infection par une entérobactérie résistante aux C3G dans les 
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trois mois, voyage à l’étranger dans les trois mois dans les zones géographiques à risque, ou 

chez un patient atteint d’une anomalie de l’arbre urinaire en cas d’infection urinaire »). Le 

traitement est ensuite adapté aux résultats de l’antibiogramme, en privilégiant des molécules 

de spectre plus étroit et d’impact écologique plus faible [8]. 

Dans cette optique d’épargne des carbapénèmes, plusieurs travaux les ont comparées  

avec des antibiotiques utilisés dans le traitement des infections à E-BLSE. Dans une étude 

rétrospective de 2015 sur 213 patients atteints de bactériémie à E-BLSE entre 2007 et 2014, 

le taux de mortalité à 14 jours ajusté à l’âge et à la sévérité clinique était 1,92 fois plus haut 

pour les patients traités de manière probabiliste par l’association Pipéracilline/Tazobactam 

(PTZ) que pour ceux traités par carbapénèmes [9]. Tamma et al. concluent donc que les 

patients suspects de bactériémie à E-BLSE devraient être traités par carbapénèmes plutôt 

que par PTZ, en tenant compte du terrain et des traitements antibiotiques antérieurs. Une 

revue de la littérature de 2018 réalisée par Zoi et al. recommande l’utilisation des 

carbapénèmes pour le traitement des infections invasives à E-BLSE de fort inoculum et chez 

des patients en état critique [10]. En effet, l’efficacité de la PTZ n’est selon eux prouvée que 

dans le cadre d’une infection à E-BLSE contrôlée, chez des patients en état stable, avec une 

CMI basse, et préférentiellement avec une porte d’entrée urinaire pour optimiser la diffusion 

de l’antibiotique. Concernant le Céfépime, des études sur des patients bactériémiques à E-

BLSE montrent un taux de mortalité supérieur aux carbapénèmes et au PTZ [11-12]. En 

définitive, les auteurs déconseillent l’utilisation de ces deux antibiotiques en dehors du 

contexte sus-cité.  

Les nouvelles associations entre β-lactamines et inhibiteurs de β-lactamases (BLIBL) 

introduites ces dernières années dans le traitement des infections à E-BLSE ont également 

été comparées aux carbapénèmes. Dans 7 essais randomisés sur 4093 patients atteints 

d’infections intra-abdominales (IIA) ou du tractus urinaire (ITU) compliquées, dont environ 
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25% à E-BLSE, le taux de mortalité à 30 jours des patients traités par Ceftazidime-

avibactam (5,9%) n’était pas significativement différent de celui des patients traités par un 

autre antibiotique (5,4%), principalement par un carbapénème [13]. Quant au Ceftolozane-

tazobactam, les essais réalisés sur des patients atteints d’infections à E-BLSE n’ont pas 

montré de différence significative sur le taux de guérison par comparaison avec le 

méropénème dans des infections intra-abdominales (IIA) (98,1% contre 88,5%) et avec la 

levofloxacine dans les infections du tractus urinaire (ITU) (95,8% contre 82,6%) [14]. Le 

Ceftolozane-tazobactam étant peu actif sur les bactéries anaérobies, il était associé au 

métronidazole pour le traitement des IIA. Les nouvelles BLIBL peuvent donc potentiellement 

être utilisées dans une stratégie d’épargne des carbapénèmes, bien que plusieurs équipes 

s’accordent à dire que d’avantage de travaux les comparant dans un contexte d’infection à E-

BLSE, et notamment de sepsis, sont nécessaires [13-16]. 

1.3. Impact écologique 

L’impact écologique d’un antibiotique correspond à la possibilité d’émergence de 

bactéries résistantes par pression de sélection lors du traitement d’un patient, soit au niveau 

du site infectieux, soit au sein de la flore commensale, avec un risque de dissémination vers 

d’autres patients ou au personnel soignant. Les bactéries anaérobies du microbiote intestinal 

forment une barrière qui lui confère une résistance à la colonisation, mais qui peut être 

altérée par un traitement antibiotique. Cet impact est lié au spectre de l’antibiotique utilisé,  

et plus particulièrement à son activité anti-anaérobie et à sa part d’élimination hépatique 

[17, 18]. Les caractéristiques de la souche bactérienne comme le phénotype de résistance et 

l’inoculum auraient aussi un rôle dans l’émergence de la résistance.  

Etant donné la relation entre l’étendue du spectre d’une molécule antibiotique et son 

effet sur le microbiote, les carbapénèmes sont classées par plusieurs études au premier rang 

d’impact écologique potentiel (Annexe I) [8, 19]. Une distinction est toutefois effectuée 
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entre l’ertapénème et les autres carbapénèmes en raison de son spectre plus étroit. De plus, 

leur impact sur la flore intestinale est variable et dépend de leur part d’élimination biliaire 

[18]. En 2017, Grall et al. ont étudié les effets d’un traitement par imipénème - éliminé 

presque exclusivement par voie urinaire – pendant une médiane de 9 jours sur le microbiote 

digestif de 17 patients hospitalisés, par culture et par méta-génomique, et n’ont pas mis en 

évidence de différence significative entre l’abondance d’E-BLSE, de CRO et de levures avant, 

pendant et après traitement [20]. L’impact du méropénème est moins connu, mais il partage 

sa voie d’élimination et son spectre avec l’imipénème, hormis une activité réduite sur les 

entérocoques. On pourrait donc s’attendre à des effets comparables à ceux de l’imipénème. 

Cependant, dans une étude sur 10 volontaires sains, l’administration de méropénème 

pendant 7 jours diminuait modérément le nombre d’entérobactéries, de streptocoques et 

d’anaérobies, et augmentait grandement celui des entérocoques [21]. Toutefois, ce travail a 

été réalisé seulement par culture sur un petit échantillon, et ne précise pas ces résultats. En 

ce qui concerne l’ertapénème, les études sont peu nombreuses sur des patients, avec une 

étude sur des souris retrouvant une diminution de la flore intestinale anaérobie et des 

entérobactéries ainsi qu’une augmentation du nombre d’entérocoques et de levures [22]. 
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2. Mécanismes de résistance aux carbapénèmes 

La résistance in vivo des bactéries aux carbapénèmes est induite par différents 

mécanismes [2, 4]. La surexpression d’une enzyme de type β-lactamase dont l’activité sur 

les carbapénèmes est isolément très faible, - notamment une BLSE ou une céphalosporinase 

AmpC - associée à un mécanisme d’imperméabilité ou à une modification de cible, peut 

conférer une résistance aux carbapénèmes à une souche bactérienne [4, 23-25]. La 

production de carbapénèmases, enzymes capables d’hydrolyser les carbapénèmes, peut 

aussi être responsable de cette résistance, isolément ou non. 

2.1. Modification des protéines de liaison aux pénicillines 

Les protéines de liaison aux pénicillines (PLP) sont les cibles de toutes les bêta-

lactamines, y compris les carbapénèmes. Ces cibles varient selon l’espèce et l’antibiotique 

concerné.  Ainsi, chez les bacilles gram négatif, l’imipénème montre une affinité forte pour 

les PLP2, 1a et 1b, et faible pour la PLP3. L’ertapénème et le méropénème se lient 

préférentiellement avec la PLP2 mais aussi avec les PLP3, 1a et 1b [7]. La liaison des 

pénicillines aux PLP inhibe la formation de la paroi cellulaire, entraînant la destruction de la 

bactérie. La modification des PLP par mutation ou acquisition de gènes peut diminuer 

l’affinité des enzymes pour leur cible et donc être à l’origine d’une résistance. Ce mécanisme 

de résistance aux carbapénèmes a été démontré pour P. aeruginosa ou A. baumanii par 

diminution de l’expression des PLP 1a, 1b et 4 [26], mais n’a jamais été rapporté sur un 

prélèvement clinique chez un patient infecté par une entérobactérie. Dans un article de 2013, 

Yamachika et al. ont confirmé cette possibilité en créant artificiellement une souche d’E. coli 

résistante aux carbapénèmes par modification de la PLP2 [27]. 
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2.2. Imperméabilité de la membrane 

Ces mécanismes peuvent minimiser l’action des antibiotiques en réduisant leur 

disponibilité au sein des bactéries. Ils peuvent être multiples et synergiques pour une même 

souche, mais sont en revanche rarement partagés entre bactéries, et de ce fait d’importance 

minime dans le cadre de la transmission de résistances [24, 28]. 

2.2.1. Déséquilibre de la régulation des porines 

Les porines sont des molécules permettant le passage des protéines à travers la 

membrane externe des bactéries à Gram négatif. La modification de la régulation des porines 

peut donc diminuer la sensibilité de ces bactéries aux carbapénèmes en diminuant l’accès 

aux protéines de liaison aux pénicillines. La perte de la porine D2 (oprD) de Pseudomonas 

aeruginosa est ainsi associée à une résistance aux carbapénèmes [29], mais perturbe 

également le fonctionnement normal de la bactérie et affecte sa virulence. De même, un 

déficit en porines OmpK35 et OmpK36 chez Klebsiella pneumoniae pourrait réduire l’efficacité 

des carbapénèmes en diminuant leur pénétration dans la bactérie [30]. A l’inverse, la 

surexpression d’impR, une porine de la membrane externe de Proteus mirabilis, peut 

provoquer une perte de sensibilité à l’imipénème [31]. 

2.2.2. Dérégulation des systèmes d’efflux 

Les pompes d’efflux présentes sur la membrane des bactéries à Gram négatif leur 

permettent d’excréter ou d’adsorber des molécules ayant une affinité avec elle, dont certains 

antibiotiques [7]. Un haut niveau d’expression de différentes pompes à efflux dont MexAB-

oprM est à l’origine de la résistance aux carbapénèmes de P. aeruginosa, et plus 

particulièrement à l’ertapénème [29]. 
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2.3. Production de carbapénèmases 

Les carbapénèmases sont des β-lactamases capables d’hydrolyser la plupart des β-

lactamines dont les carbapénèmes, avec une efficacité variable. Les organismes producteurs 

de carbapénèmases (OPC) sont notamment des entérobactéries commensales du tube 

digestif (dont Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter cloacae et Citrobacter 

freundii sont les plus fréquentes en France [3, 32]) ainsi que d’autres bacilles Gram négatif 

(en particulier non fermentants comme Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii et 

Aeromonas spp.). Les OPC sont souvent résistants à une grande partie de l’arsenal 

thérapeutique disponible à ce jour [33]. La majorité des gènes permettant l’expression des 

carbapénèmases est codée par des éléments génétiques mobiles de transmission fréquente 

entre bactéries, en particulier chez les entérobactéries, et dès lors entre humains par voie 

oro-fécale [34]. De plus, il existe une association entre la mise en place rapide de mesures 

d’isolement - en moins de 48 heures – et la diminution du nombre de cas contacts [35]. Il 

est donc capital de détecter les EPC pour limiter leur diffusion dans les services cliniques, en 

particulier dans les secteurs hébergeant des patients à risque (Médecine intensive et 

réanimation). 
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3. Classification des carbapénèmases 

A la différence des Entérocoques résistants à la vancomycine (ERV) et Staphylococcus 

aureus résistants à la méticilline (SARM) pour lesquels les gènes de résistances impliqués - 

VanA/VanB et mecA/mecC, respectivement - sont peu nombreux, la résistance des bactéries 

aux β-lactamines met en jeu de multiples mécanismes. La production de β-lactamases en 

représente une part conséquente, avec plus de 1300 enzymes décrites. La nomenclature des 

β-lactamases encore admise aujourd’hui a été établie par Ambler en 1980 [36] et les 

différencie en quatre classes A, B, C, et D distinctes par leurs propriétés moléculaires. Des 

classifications fonctionnelles plus précises ont ensuite été établies et modifiées [37, 38], et 

divisent ces classes en sous-groupes selon leur affinité pour leurs substrats. Les 

carbapénèmases sont représentées dans trois des quatre catégories d’Ambler (A, B et D) et 

montrent une capacité variable à détruire les β-lactamines [39] en fonction de leur affinité 

pour celles-ci, du nombre de copies de gènes présentes dans l’ADN de la bactérie, de la 

stabilité de ces antibiotiques vis-à-vis des β-lactamases, et des mécanismes de résistance 

associés. 

3.1. Carbapénèmases  de Classe A 

Les enzymes de la classe A sont des sérines β-lactamases, et sont caractérisées par 

une susceptibilité à l’imipénème pouvant aller d’une sensibilité diminuée à un haut niveau de 

résistance [40]. La première carbapénèmase de ce groupe rapportée pour la première fois en 

2001 aux Etats-Unis est KPC (« Klebsiella pneumoniae carbapenemase ») et est la plus 

fréquemment retrouvée puisqu’elle est généralement codée sur un plasmide et transmise 

entre différentes espèces bactériennes [4, 41]. D’autres enzymes appartiennent à la classe A 

mais sont plus rarement mises en évidence : SME (« Serratia marcescens Enzyme »), le 

groupe IMI (« Imipenem hydrolyzing β-lactamase »), dont NMC-A (« Non Metallo 
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Carbapenemase ») fait partie ; et GES (« Guiana Extended Spectrum »), plus récemment 

décrite. Ces enzymes peuvent être dotées d’une forte capacité d’hydrolyse des pénicillines, 

des céphalosporines, de l’aztréonam et des carbapénèmes, mais sont sensibles aux 

inhibiteurs de β-lactamases in vitro [38]. 

3.2. Carbapénèmases de Classe B : métallo-β-lactamases 

 Les enzymes de la classe B sont des métallo-enzymes qui contiennent au moins un 

site actif utilisant un ion Zinc (Zn2+). Elles sont actives sur la plupart des β-lactamines hormis 

l’aztréonam, et sont résistantes aux inhibiteurs de β-lactamases. Ce sont les 

carbapénèmases possédant le plus fort potentiel hydrolytique. Elles ont d’abord été 

observées chez des bactéries de l’environnement comme Aeromonas spp., P. aeruginosa ou 

Stenotrophomonas maltophilia, en tant qu’enzymes chromosomiques non transférables. 

D’autres enzymes codées sur des intégrons et potentiellement transmises entre bactéries ont 

ensuite été décrites. Parmi celles-ci, NDM (« New Dehli metallo-β-lactamase »), VIM 

(« Verona integron-encoded metallo-β-lactamase ») et IMP (« Imipenemase ») se sont 

répandues de manière internationale et chez des entérobactéries, tandis que SPM (« Sao 

Paulo metallo-β-lactamase »), GIM (« German Imipenemase ») et SIM (« Seoul 

imipenemase ») sont apparues dans certains pays mais n’ont pas été signalées au-delà de 

leurs frontières [2]. 

3.3. Carbapénèmases de Classe D : « oxacillinases » 

Représentées par OXA-48, les enzymes de la classe D sont les plus décrites, avec plus 

de 700 molécules répertoriées [42], différentes par un petit nombre de mutations 

(substitutions ou délétions d’acides aminés) pouvant modifier leur pouvoir d’hydrolyse. Elles 

possèdent une activité carbapénèmase variable, parfois faible (OXA-163, OXA-232, OXA-

244) ou insuffisante pour induire une résistance (OXA-405). Elles hydrolysent les pénicillines 
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dont la témocilline, sont peu actives sur les céphalosporines à partir de la troisième 

génération, mais sont souvent associées à une BLSE et ne sont pas atteintes par les 

inhibiteurs de β-lactamases [43]. L’activité faible de ces OXA-48 like vis-à-vis des 

carbapénèmes rend leur détection plus délicate malgré la culture sur milieu spécifique [44]. 

Une étude de Hoyos-Mallecot et al. a montré que la production d’OXA-244 chez Escherichia 

coli peut être difficile à mettre en évidence en utilisant des techniques de détection 

habituellement recommandées, ici un milieu spécifique ChromID Carba Smart (bioMérieux) 

[3, 45]. Cependant, l’association avec une BLSE rendait possible la culture de ces bactéries 

sur un milieu spécifique des E-BLSE chromID BLSE (bioMérieux). De plus, la CMI de la 

témocilline était élevée parmi les bactéries productrices d’OXA-48 [45]. Un diamètre faible du 

disque de témocilline sur l’antibiogramme pourrait ainsi augmenter la sensibilité des tests 

[46]. Cependant, certaines enzymes OXA-48 like sont moins actives sur la témocilline et 

resteraient indétectables par cette méthode (OXA-163). 
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4. Epidémiologie des EPC 

 La prévalence des infections à entérobactéries multirésistantes (BLSE) est en 

augmentation depuis plusieurs années [33, 47]. Ainsi, l’incidence des bactériémies à E-BLSE 

en France pour 1000 jours d’hospitalisation est passée de 0.012 en 2007 à 0.13 en 2017. En 

tant que traitement de référence de ces agents infectieux, l’utilisation des carbapénèmes suit 

la même évolution, avec pour conséquence la sélection de bactéries résistantes aux 

carbapénèmes [48]. 

4.1. Situation épidémiologique internationale 

Le portage d’EPC est variable sur le plan international, tant au point de vue de la 

classe d’enzyme prédominante que de la proportion de patients colonisés [49], mais la 

prévalence exacte dans la population mondiale est inconnue. La carbapénèmase KPC est la 

plus répandue en termes de pays touchés et de population atteinte (Figure 1), avec de 

nombreux pays en situation endémique (Etats-Unis, Chine, Grèce, Italie, Israël, Brésil) à K. 

pneumoniae appartenant pour la plupart aux clones ST258 et ST11 selon le pays, ce qui 

témoigne de la propagation de cette enzyme [2, 50]. Dans certains pays comme l’Italie ou la 

Grèce, jusqu’à 33 et 62% respectivement des souches de K. pneumoniae isolées de 

prélèvements cliniques sont résistantes aux carbapénèmes par production de carbapénèmase 

KPC [33]. 
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Figure 1 : Epidémiologie des entérobactéries productrices de KPC par pays d'origine 

[50] 

En Inde et dans plusieurs pays du Moyen-Orient, les enzymes NDM sont les plus 

répandues [51]. VIM et IMP sont isolées de façon plus sporadique. En Turquie, la plupart des 

EPC produisent des enzymes de type OXA-48 like, de même qu’en France, en Espagne, en 

Belgique et en Roumanie [52, 53]. 

Le réseau European Antimicrobial Resistance Genes Surveillance (EURGen-Network) 

réalise une surveillance des EPC dans 37 pays d’Europe depuis 2010 [1]. La situation 

épidémiologique dans chaque pays est définie par 6 stades allant de l’absence de cas 

rapportée à une situation endémique – correspondant à une détection fréquente d’EPC dans 

la plupart des hôpitaux -, et rapportée par des experts dans chaque pays. Entre 2015 et 

2018, la situation est restée stable dans la majorité des pays, tandis que 11 sont passés au 

stade supérieur. 

De nombreuses épidémies hospitalières impliquant parfois plusieurs centres ont été 

rapportées. Une revue de la littérature de 2016 a recensé 13 épidémies causées par K. 
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pneumoniae productrice de KPC dans 9 pays [54]. En 2011, une épidémie de 18 cas 

d’infections à K. pneumoniae productrice de KPC dans un service de soins intensifs aux Etats-

Unis a pu être reliée par séquençage à une seule patiente hospitalisée 3 semaines avant les 

premiers cas [55]. Certaines épidémies sont dues à la contamination d’endoscopes, et 

soulignent la nécessité d’une désinfection appropriée du matériel [56-57].  

La transmission communautaire des EPC est peu décrite dans la littérature, mais est 

probablement sous-estimée et participe à leur diffusion globale. Dans une étude de Paño-

Pardo et al. sur 1886 patients infectés et/ou colonisés par des EPC, environ 23% n’étaient 

pas hospitalisés et sont susceptibles d’agir comme réservoir [58]. 

4.2. Situation épidémiologique en France 

En France en 2017, le CNR a analysé 3070 souches productrices de carbapénèmases, 

et a dénombré une majorité d’OXA-48 like (75,1%), suivies des NDM (14,5%), VIM (5%), 

KPC (2,4%), IMI (0,7%), OXA-23 (0,2%), IMP (0,1%) ainsi que 2% de souches produisant 

plus d’une carbapénèmase [3]. Les carbapénèmases majoritairement retrouvées en France 

restent donc de type OXA-48 like, bien que le nombre de souches productrices de NDM soit 

en augmentation depuis quelques années. 

 

Figure 2 : Répartition des EPC par carbapénèmase en France en 2017 
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 La colonisation par une EPC en France n’est pas toujours en lien avec un séjour à 

l’étranger. Entre 2004 et 2016, Santé Publique France a recensé 3604 épisodes (de 1 à 200 

patients contaminés) impliquant des EPC, dont 1663 (46%) ont pu être associés avec un 

pays étranger [32]. Les cas « autochtones » sont d’ailleurs en augmentation, de 29% en 

2010 à 56% en 2016, leur nombre réel étant toutefois probablement surestimé par manque 

d’information sur les patients [32]. 

4.3. Carbapénèmases dans l’environnement 

Les EPC sont transmises entre patients par voie oro-fécale, de manière 

communautaire ou nosocomiale, mais il est aussi possible qu’un réservoir environnemental – 

c’est-à-dire au-delà des hôpitaux et des patients - permette leur diffusion. Dans une revue 

de la littérature de 2019, Mills et al. ont recensé des réservoirs potentiels des quatre 

principales carbapénèmases rencontrées en clinique humaine – KPC, OXA, VIM et NDM - 

parmi lesquels de nombreux milieux aquatiques : les eaux usées des hôpitaux, contaminées 

dans de nombreux pays, parfois après un traitement des eaux adéquat, les eaux usées 

communautaires et l’eau potable, voire des rivières et lacs naturels [59]. L’agriculture peut 

aussi constituer une source de contamination par les EPC, de par l’utilisation massive des 

antibiotiques et la sélection d’organismes résistants. En effet, plusieurs carbapénèmases ont 

été retrouvées chez des animaux d’élevage, ainsi que dans des viandes crues et des légumes 

destinés à la consommation [59]. Un article de 2018 par Köck et al. rappelle que les EPC 

sont présentes chez le bétail et les animaux de compagnie, et que ce réservoir pourrait 

constituer une source de contamination par la nourriture, notamment via les fermiers en 

contact avec ces animaux. La prévalence de la colonisation de la plupart de ces animaux par 

des EPC reste faible, mais les données ne sont pas exhaustives [60]. Dans une évaluation 

des risques liés aux EPC de 2016, l’ECDC (European Center for Disease Prevention and 

Control) préconise d’ailleurs un dépistage approfondi des animaux les plus touchés (porcs et 
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veaux) ainsi que le maintien de l’interdiction de l’utilisation des carbapénèmes chez le bétail 

[61]. Au final, des ERC sont retrouvées dans de nombreux endroits, mais le lien entre 

l’existence de ces réservoirs et la dissémination de bactéries résistantes reste à déterminer 

pour mettre en œuvre des moyens de limiter leur propagation. 
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5. Détection des EPC 

Les antibiogrammes réalisés en routine ne permettent pas de détecter les EPC avec une 

sensibilité acceptable [2]. En effet, une souche productrice de carbapénèmase peut être 

classée sensible aux carbapénèmes si l’augmentation de la CMI est insuffisante, tandis que 

des isolats non producteurs peuvent être considérés comme résistants s’ils expriment 

d’autres mécanismes de résistance.  

La détection des EPC repose donc sur des techniques spécifiques, nécessaires dans 

deux cas distincts ; d’une part dans le cadre du dépistage de patients à risque, et d’autre 

part en cas d’isolement d’une souche de sensibilité diminuée à un carbapénème sur un 

prélèvement réalisé chez un patient infecté. 

5.1. Dépistage des patients à risque 

Le risque d’infection par ERC subséquente à une colonisation a été estimé par 

Tischendorf et al. à 16,5% sur 1806 patients colonisés par des ERC [62]. De plus, la 

mortalité associée à la résistance aux carbapénèmes chez les entérobactéries est importante 

[63]. Concernant la mortalité des infections à ERC, tous mécanismes confondus, la plupart 

des travaux publiés rendent compte d’un taux proche de 30% [63, 64]. L’issue semble 

d’autant plus grave s’il s’agit d’EPC. Entre 2013 et 2016, sur 83 patients atteints de 

bactériémie dont 37 à EPC, Tanma et al. notent un taux de mortalité à 14 jours de 32% dans 

les cas d’infections à EPC, contre 13% pour les autres mécanismes [64]. Tzouvelekis et al. 

ont passé en revue 20 études réalisées sur un total de 889 patients atteints d’infections à 

EPC dont 75% productrices de carbapénèmase KPC et 21% de VIM, et retrouvent un taux de 

mortalité entre 30 et 50% [65]. Dans une étude de Balkan et al. de 2014 sur 36 patients 

bactériémiques dont 34 porteurs d’EPC productrices d’OXA-48, le taux de mortalité à 14 

jours était de 42% [66]. En parallèle, un patient porteur d’EPC peut rester colonisé plusieurs 
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mois, les sujets contacts contaminés peuvent ainsi être nombreux et être à l’origine 

d’épidémies difficilement contrôlables [67]. Le dépistage du portage d’EPC est donc un enjeu 

majeur de santé publique. 

Le Haut Conseil de la Santé Publique a établi dans un rapport de juillet 2013 des 

critères définissant les patients devant bénéficier du dépistage (Annexe II) [68]. Il s’agit 

soit de patients ayant été hospitalisés à l’étranger, soit de patients d’établissement de santé 

de type établissement d’hébergement pour personnes âgées dépendantes (EHPAD) connus 

porteur d’EPC, ou ayant eu un contact avec un patient porteur. 

Le dépistage des EPC est effectué sur prélèvement de selles ou écouvillon rectal, et 

peut être répété en cas d’échantillon négatif malgré une forte suspicion de colonisation. Le 

CNR conseille l’association de milieux spécifiques aux EPC de type ChromID Carba 

(bioMérieux) ou Brillance CRE (Oxoid) et d’un milieu plus sensible vis-à-vis d’OXA-48 comme 

la gélose ChromID OXA-48 (bioMérieux) [3]. Certains milieux sont suffisamment sensibles 

pour être utilisés seuls, comme le milieu CHROMagar mSuperCARBA dérivé d’un milieu 

développé par le CNR, ainsi que le milieu ChromID Carba Smart (bioMérieux) qui rassemble 

sur la même gélose les milieux Carba et OXA-48 [69].  

En cas de situation épidémique dans un service, le dépistage peut être étendu à tous 

les patients. Le CNR recommande alors d’enrichir le prélèvement dans un bouillon additionné 

d’un disque d’ertapénème, qui sera ensemencé en plus des géloses spécifiques afin 

d’améliorer la sensibilité [3]. 
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5.2. Isolement de souches de sensibilité diminuée aux 

carbapénèmes 

En dehors du dépistage systématique des patients à risque, il est important de ne pas 

exclure d’EPC à tort dans l’ensemble des autres prélèvements à visée diagnostique. Or, 

comme évoqué précédemment, les bactéries de sensibilité intermédiaire ou résistantes aux 

carbapénèmes ne sont pas systématiquement productrices de carbapénèmases. Des tests 

supplémentaires s’avèrent alors indispensables pour mettre en évidence la nature des 

mécanismes de résistance dans un but de santé publique et de contrôle de la dissémination 

des EPC. L’EUCAST et le CA-SFM proposent des seuils de sensibilité aux carbapénèmes pour 

la détection des mécanismes de résistance d’importance clinique et/ou épidémiologique, avec 

un seuil différent pour le dépistage dans les recommandations de l’EUCAST (Figure 3) [70]. 

 

Figure 3 : Seuils de sensibilité aux carbapénèmes pour la détection des ERC [70] 

L’utilisation de l’ertapénème permet d’obtenir une bonne sensibilité [71] puisque les 

CMI des EPC sont moins hautes que pour les autres carbapénèmes, mais souffre d’une 

spécificité faible au vu des nombreuses espèces bactériennes pouvant être résistantes à cet 

antibiotique par d’autres mécanismes. Plusieurs algorithmes de screening ont été formulés 

afin d’obtenir une sensibilité proche de 100%, et une spécificité la plus élevée possible pour 

éviter de réaliser des tests superfétatoires. Dans une étude sur 349 bactéries non sensibles à 
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l’ertapénème – avec une CMI > 0,5 mg/L – isolées entre 2011 et 2012 dans 80 laboratoires 

français, la sensibilité d’un disque d’imipénème ou de méropénème seul était insuffisante 

avec environ 40% pour une spécificité de 85% [72]. Dans ce travail, l’algorithme en Figure 

4 permettait d’obtenir la meilleure spécificité (69%) tout en conservant une sensibilité 

d’environ 100%, et a été ensuite recommandé par le CA-SFM. 

 

Figure 4 : Algorithme de détection des EPC [72] 

Le CNR associé de la résistance aux antibiotiques a développé en 2017 une méthode 

alternative plus spécifique des OXA-48 like majoritaires en France, en utilisant des disques 

de faropénème (CAT-ID™) et de témocilline (Figure 5) [73]. Sur 211 isolats 

d’entérobactéries de sensibilité diminuée aux carbapénèmes, cet algorithme permettait 

d’obtenir une sensibilité et une valeur prédictive négative comparables à l’algorithme adopté 

par le CA-SFM (99,1% et 98,6% contre 98,1% et 97,5%, respectivement), tout en ayant une 

spécificité (96,9%) et valeur prédictive positive (92,5%) satisfaisantes pour la détection des 

OXA-48 like, permettant de conclure d’emblée et de limiter les tests complémentaires. 
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Figure 5 : Algorithme de détection des EPC [73] 
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6. Techniques de confirmation des EPC 

6.1. Tests biochimiques 

Les tests biochimiques de détection des EPC peuvent utiliser une méthode 

colorimétrique, qui exploite la variation de couleur d’un agent chimique chromogénique 

résultant d’une modification de la composition du milieu par l’activité hydrolytique d’une 

carbapénèmase, par exemple un changement de pH. Le rouge phénol passera ainsi du rouge 

au jaune par l’acidification du milieu successive à l’hydrolyse de l’imipénème. Ce changement 

de couleur peut être observé à l’œil nu ou de façon plus précise en utilisant un 

spectrophotomètre. Dans le cadre de la détection des EPC, les performances de ces tests 

sont inégales. En comparant 3 tests sur 150 isolats d’entérobactéries dont 132 présentant 

une sensibilité diminuée aux carbapénèmes, Doret et al. ont obtenu des sensibilités et 

spécificités proches de 100% pour deux de ces techniques, et 90% et 70% pour un autre 

test [74]. Dans une étude sur 149 isolats d’entérobactéries, Mancini et al. ont constaté une 

sensibilité et une spécificité de 93,7% et 100% pour le Rapidec® Carba NP Test contre 

64,9% et 90% pour le β-CARBA® test [75].  

Ces techniques biochimiques sont d’usage rapide et aisé, et ont un coût relativement 

faible. Elles ne nécessitent généralement pas d’outil supplémentaire, et sont capables de 

détecter tout type de carbapénèmase indépendamment de sa classe, contrairement à 

d’autres techniques ciblées. L’hydrolyse peut cependant être perturbée ou associée à 

d’autres enzymes, avec un retentissement sur la spécificité analytique. Ces tests peuvent 

aussi se révéler moins performants dans l’analyse d’un échantillon de selles ou d’un 

écouvillon rectal, où le faible inoculum ne garantit pas une quantité d’enzyme produite 

suffisante pour dépasser la limite de détection. En outre, le type de gélose utilisé pour la 

culture peut affecter la sensibilité, notamment si les souches ont été ensemencées sur 
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Drigalski et Mac Conkey, et peuvent souffrir de mauvaises performances dans la détection 

des carbapénèmases de faible activité comme les OXA 48 like, majoritaires en France [76]. 

6.2. Tests immuno-chromatographiques 

Ces tests reposent sur la migration d’anticorps monoclonaux spécifiques des enzymes 

recherchées sur une membrane de nitrocellulose contenant des nanoparticules d’or colloïdal. 

Il existe des tests simplex capables de détecter seulement KPC ou OXA-48, dont l’attrait est 

limité en dehors d’un contexte épidémiologique particulier tel qu’une épidémie, et des tests 

multiplex permettant de rechercher plusieurs carbapénèmases, comme le Coris RESIST-4 

O.K.N.V. (Coris BioConcept, Gembloux, Belgique) et le NG-Test Carba 5 (NG Biotech). Les 

performances de ces techniques sont excellentes [77]. Dans une étude multicentrique de 

Jenkins et al., sur 309 isolats - dont 240 entérobactéries - analysés par le NG-Test Carba 5, 

les pourcentages de concordance positif et négatif étaient de 100% avec la méthode de 

référence [78]. La sensibilité et la spécificité ont été évaluées pour le Coris RESIST-4 

O.K.N.V à 100% par Kolenda et al., hormis pour la détection de NDM (83%) [79]. Ces tests 

ont été développés pour détecter les carbapénèmases à partir d’une colonie bactérienne 

isolée sur gélose, mais certains auteurs ont montré une sensibilité et une spécificité de 100% 

pour KPC et OXA-48 en utilisant ce dernier test directement à partir de 98 hémocultures 

positives [80]. Dans le cas de VIM et NDM, une subculture de 4 heures sur gélose était 

nécessaire pour atteindre des performances semblables. Pour le NG-Test Carba 5, un travail 

réalisé directement sur 205 hémocultures positives à EPC retrouvait une sensibilité de 97,7% 

et une spécificité de 96,1% pour KPC, VIM, IMP, NDM et OXA-48. De plus, les résultats 

peuvent être lus aisément en 15 minutes, et ne nécessitent pas de matériel supplémentaire. 
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6.3. Tests  phénotypiques d’inhibition par disques combinés 

Ces méthodes de culture bactérienne sur gélose utilisent des disques de 

carbapénèmes combinés ou non à des molécules spécifiquement inhibitrices des différentes 

classes de carbapénèmases (Figure 6), permettant leur détection par une différence de 

diamètre. En effet, l’acide boronique, l’acide dipicolinique ou l’EDTA, et l’oxacilline inhibent 

respectivement KPC, les métallo-enzymes, et les céphalosporinases. Quant aux bactéries 

produisant une OXA-48 like, elles sont la plupart du temps très résistantes à la témocilline, 

avec un diamètre <12 mm pour un disque de 30µg. Une étape de culture supplémentaire 

d’au moins 24 heures est nécessaire et l’interprétation peut être difficile pour les souches 

peu résistantes aux carbapénèmes ou produisant plus d’une carbapénèmase. Cette technique 

est sensible mais souffre d’un manque de spécificité, notamment en ce qui concerne la 

témocilline [81]. 

6.4. CIM (Carbapenem Inactivation Method) 

Cette méthode décrite pour la première fois en 2015 consiste à diluer une öse de 10µL 

de colonies bactériennes dans de l’eau et d’y immerger un disque de méropénème [82]. 

Après une incubation de deux heures à 35°C, le disque est déposé sur une gélose sur 

laquelle a été ensemencé un Escherichia coli sensible aux carbapénèmes, servant 

d’indicateur : en cas d’absence d’inhibition de la pousse après une incubation de 6 heures au 

minimum, le méropénème a été hydrolysé par une carbapénèmase. Dans le cas contraire, un 

diamètre d’inhibition autour du disque est observé. Dans cette étude, la comparaison des 

résultats avec une PCR multiplex in-house et le Carba NP Test a montré une bonne sensibilité 

et spécificité. De plus, le test est peu coûteux et relativement rapide, mais nécessite 

plusieurs étapes de manipulation. Il permet de différencier résistance aux carbapénèmes par 

production d’enzyme et autres mécanismes. Toutefois, les performances n’ont été prouvées 

que sur gélose Mueller Hinton et Columbia sang de mouton, et étaient mauvaises sur gélose 
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chromogénique additionnée de carbapénème (Oxoid CRE). Plusieurs modifications ont été 

apportées à ce test pour augmenter sa sensibilité (mCIM, rCIM). 

 

6.5. Détection de l’activité carbapénèmase par spectrométrie de 

masse MALDI-TOF 

Depuis quelques années, la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (Matrix-

Assisted Laser Desorption Ionization - Time Of Flight) remplace progressivement les 

techniques biochimiques pour l’identification des bactéries. Cette technologie a déjà été 

utilisée pour rechercher une activité carbapénèmase chez des entérobactéries par analyse de 

la modification du spectre de l’imipénème par les carbapénèmases, indépendamment du 

gène de résistance [83, 84]. L’activité carbapénèmase se traduit par la disparition du pic du 

carbapénème testé et apparition d’un pic correspondant aux produits d’hydrolyse. Il s’agit 

d’une méthode rapide, réalisée en trente minutes après quelques heures d’incubation, et 

permettant l’analyse de nombreuses bactéries simultanément. Elle est associée à de bonnes 

performances, avec une sensibilité et une spécificité de 99% et 100% respectivement dans 

l’étude de Lasserre et al. [85]. Un faux négatif a été rapporté et associé à une souche de K. 

pneumoniae productrice d’OXA-204 connue, avec une faible activité hydrolytique. Cette 

méthode est peu coûteuse dès lors que le laboratoire dispose du matériel nécessaire, mais 

requiert du personnel formé car l’interprétation des données n’est pas encore automatisée. 

En revanche, elle ne permet pas de déterminer le type de carbapénèmase responsable de 

l’hydrolyse. 

6.6. Biologie moléculaire 

Les avancées récentes de la PCR d’un processus complexe en plusieurs étapes vers la 

PCR en temps réel automatisée, fermée et miniaturisée, ont diminué les délais de rendu des 

résultats de ces techniques et les risques de contamination. Il existe aujourd’hui de 
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nombreux automates accessibles capables de remplacer les anciennes techniques de PCR 

maison et de détecter les principales carbapénèmases à l’aide de sondes spécifiques. 

Cependant, le coût reste élevé dans un but de dépistage, évalué à environ 30 euros par test 

[86]. La sensibilité est bonne mais dépend des gènes ciblés, dans le cadre d’un prélèvement 

présentant une diversité bactérienne faible. La limite de détection dans le cas d’une culture 

est de 10 UFC/mL environ, et 10 à 1000 UFC/mL pour le BD-MAX [87] Ce chiffre est 

cependant discordant avec les résultats observés dans plusieurs études, dont certaines 

pointent des cas de culture négative associées à des PCR positives dont l’interprétation est 

sujette à débat [5]. Parmi les hypothèses retenues, il peut être supposé la présence de 

gènes de résistance dans le prélèvement non associés à des bactéries viables, 

potentiellement présents dans l’alimentation et issus d’animaux d’élevage, ou la présence 

d’autres bactéries porteuses de carbapénèmases non détectées via la culture, ou encore de 

bactéries n’exprimant pas ou peu des gènes de carbapénèmases [88]. 

La biologie moléculaire est la méthode de détection des carbapénèmases la plus 

rapide puisqu’aucune étape de culture préalable n’est nécessaire, l’analyse pouvant être 

réalisée en quelques heures directement sur un échantillon clinique sans exclure les 

prélèvements avec une flore bactérienne riche comme les selles (contrairement aux tests 

immunologiques et biochimiques qui nécessitent d’isoler une souche bactérienne). 

Néanmoins, des inhibiteurs de la PCR présents dans les selles peuvent influencer les 

performances de l’analyse et diminuer la sensibilité de ces techniques. Les techniques de 

biologie moléculaire ne détectent que certains gènes et les carbapénèmases non recherchées 

ne seront pas retrouvées.  

6.6.1. BD MAX Checkpoints CPO 

Il s’agit d’un test de PCR en temps réel (RT-PCR) automatisé pour la détection des 

carbapénèmases KPC, NDM, VIM/IMP et OXA-48 à partir d’écouvillons rectaux chez des 
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patients à risque de colonisation rectale par des OPC. Le temps de réalisation est de deux 

heures et demie avec douze échantillons maximum par analyse. L’échantillon est tout 

d’abord homogénéisé, une aliquote est ensuite transférée dans un tube de tampon. Une 

première étape d’extraction de l’ADN a lieu avant concentration sur des billes magnétiques, 

puis l’ADN est élué et ajouté aux réactifs de PCR (dont les amorces spécifiques aux gènes 

des carbapénèmases blaKPC, blaOXA-48, blaNDM et blaVIM/IMP). Les cibles amplifiées sont 

détectées via des sondes d’ADN fluorescentes tandis qu’un contrôle interne est analysé en 

parallèle. Les performances de l’automate ont été évaluées par plusieurs études, avec dans 

deux articles récents une sensibilité entre 93 et 97% et une spécificité entre 97 et 99% [87, 

89]. 

6.6.2. GeneXpert Carba-R (Cepheid) 

Le geneXpert (Cepheid, Belgique) est un autre automate fermé de PCR multiplex 

pouvant être utilisé pour détecter les carbapénèmases dans un échantillon clinique ou sur 

une colonie bactérienne unique, à l’aide du kit Carba-R. Il s’agit du premier instrument 

entièrement automatisé qui a permis d’utiliser la RT-PCR au laboratoire. Chacune des étapes 

a lieu dans une cassette unique, avec un protocole différent selon l’utilisation (selles ou 

isolat). Il utilise des sondes spécifiques des carbapénèmases les plus fréquentes (KPC, NDM, 

VIM, OXA 48, IMP-1 et OXA 181). 

6.6.3. Amplidiag Carba-R (Mobidiag) 

 Le test Amplidiag Carba R (Mobidiag) est une autre technique de RT-PCR permettant 

de détecter les gènes blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaIMP, blaOXA-48 et blaOXA181. Les performances 

testées par Oueslati et al. sur 100 CPO et 200 isolats de sensibilité diminuée aux 

carbapénèmes étaient excellentes, avec une sensibilité de 100% et une spécificité de 99% 

[90]. Ces résultats ont cependant été obtenus sur des colonies et non directement sur 

écouvillon rectal. Une étude de Del Bianco et al. réalisée sur 1015 écouvillons rectaux avec 4 
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techniques de détection des carbapénèmases par PCR retrouvait une sensibilité de 83% et 

une spécificité de 98,9% pour ce test [91]. 

6.6.4. Eazyplex Superbug CRE (OptiGene) 

 Il s’agit d’une technique d’amplification isotherme à médiation par boucle (LAMP), 

utilisant un réactif prêt à l’emploi et pouvant être lue en 15 minutes sur le GENIE II 

(OptiGene, Horsham, UK). Le test est cependant unitaire et peu adapté à un dépistage 

massif. Au demeurant, le gène blaIMP ne fait pas partie des cibles détectées. Concernant les 

performances de cette technique, dans une étude sur 140 souches dont 16 porteuses de 

carbapénèmases, Zalas-Wiecek et al. ont retrouvé des résultats concordant dans 100% des 

cas avec le BD-MAX [92]. 



  41 

Matériels et méthodes 

1. Echantillons  

Ce travail a été mené sur l’ensemble des écouvillons rectaux prélevés entre le 16 juin 

et le 8 juillet 2020 à visée de dépistage rectal pour la présence de carbapénèmases, soit 279 

prélèvements sur 183 patients. 

2. Algorithme de diagnostic des carbapénèmases 

 Les échantillons ont été analysés au laboratoire de Bactériologie et d’Hygiène du CHU 

d’Angers selon l’arbre décisionnel en Figure 6. 

 

Figure 6 : Arbre décisionnel de diagnostic des EPC 
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3. Mise en culture : WASP 

 L’étape de mise en culture de routine a été réalisée par l’automate WASP (Copan), 

avec l’ensemencement de 60µL de prélèvement sur gélose spécifique ChromID Carba Smart 

(bioMérieux) et une incubation de 18 à 24 heures à 35 +/- 2°C en atmosphère aérobie.  

4. Mise en culture : bouillon d’enrichissement 

En parallèle de l’ensemencement par le WASP, un enrichissement a été réalisé 

manuellement pour chacun des écouvillons en ajoutant 100µL de prélèvement à un tube de 

9mL de bouillon cœur-cervelle (Brain-Heart BHI-T, bioMérieux) contenant un disque de 10µg 

d’ertapénème afin d’obtenir une concentration en antibiotique d’environ 1 µg/mL. Les 

bouillons ont ensuite été mis à l’étuve à 35 +/- 2°C pendant 18 à 24 heures, et 50µL de la 

culture en bouillon ont été remis en culture sur chaque côté d’une gélose ChromID Carba 

Smart (bioMérieux), incubée 18 à 24 heures à 35 +/- 2°C. 

5. Test immunochromatographique 

 Pour mettre en évidence les EPC parmi les souches d’entérobactéries isolées par le 

WASP et sur les géloses ensemencées à partir du bouillon d’enrichissement, un test immuno-

chromatographique CORIS Resist-4 O.K.N.V. (CORIS Bioconcept) a été réalisé et lu après 15 

minutes, conformément à la notice du fournisseur. Ce test détecte OXA-48, KPC, NDM et 

VIM, soient les 4 principales carbapénèmases retrouvées en France. 

6. PCR Multiplex GeneXpert 

Les résultats positifs, discordants ou douteux ont été confirmés par PCR multiplex sur 

le GeneXpert (Cepheid) avec le kit Carba-R. 
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7. Dépistage de carbapénèmase par BD-MAX 

 Parallèlement à la culture, les prélèvements ont été analysés pour la recherche de 

carbapénèmase par PCR multiplex sur le BD-MAX à l’aide du kit BD-MAX Checkpoints CPE. 

 Les  échantillons avec un résultat invalide répété ont été exclus de ce travail. Pour 

l’interprétation des résultats, les analyses ont été considérées positives avec des résultats 

inférieurs à 30 Ct, tandis qu’elles ont été considérées comme négatives pour des résultats 

supérieurs à 40 Ct. Une zone douteuse a été définie entre 30 et 40 Ct et ces prélèvements 

ont été traités comme des positifs avec relecture des courbes et confirmation par test 

immuno-chromatographique et biologie moléculaire. 

8. Interprétation des résultats 

 Les résultats de la culture sont considérés comme la référence. Les résultats des 

autres techniques (BD-MAX et culture après enrichissement) sont comparés aux résultats de 

la culture. Le calcul des performances analytiques (SE = Sensibilité, SP = Spécificité, VPP = 

Valeur Prédictive Positive, VPN = Valeur prédictive négative) pour chaque méthode a été 

réalisé comme formulé dans le Tableau I (où VP = Vrai Positif, VN = Vrai Négatif, FP = Faux 

Positif, FN = Faux Négatif).  

Tableau I : Formules de calcul des performances analytiques 

 SE SP VPP VPN 

Formule VP/(VP+FN) VN/(VN+FP) VP/(VP+FP) VN/(VN+FN) 

 

 La concordance entre le BD-MAX et la culture a été calculée par la méthode du Kappa 

de Cohen à l’aide du logiciel SPSS. Il s’agit d’un indice statistique situé entre -1 et 1 

permettant d’établir la force de l’accord entre deux juges. L’interprétation a été faite selon 
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les catégories présentées en Tableau II [93]. Le coefficient Kappa de Cohen a été calculé 

pour évaluer l’accord entre le BD-MAX et chacune des méthodes de culture. 

Tableau II : Interprétation du coefficient Kappa de Cohen 

Valeur de Kappa Concordance 

<0 Nulle 

0,01 – 0,20 Minime 

0,21 – 0,40 Passable 

0,41 – 0,60 Modérée 

0,61 – 0,80 Importante 

0,81 – 1  Quasi-parfaite 
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Résultats 

1. Données démographiques 

Ces dépistages ont été réalisés dans les services de médecine intensive et réanimation 

(MIR), de soins de suite et réadaptation (SSR), de maladies infectieuses et tropicales, de 

gériatrie, de rhumatologie, de médecine interne, de cardiologie, de neurologie, de 

néphrologie, de pneumologie, d’hépatologie/gastro-entérologie et de chirurgie du CHU 

d’Angers. 

2. Culture (WASP) 

 Sur les 279 écouvillons mis en culture sur gélose ChromID Carba Smart par le WASP,   

28 étaient positifs. Parmi ceux-ci, 4 souches d’entérobactéries ont été confirmées positives 

par technique immuno-chromatographique et par biologie moléculaire dont 2 OXA-48 et 2 

VIM. Les 275 prélèvements restants étaient négatifs. Le Tableau III détaille ces résultats. 

Tableau III : Résultats de la culture (WASP) positifs 

Identification Cultures WASP 

positives (ChromID 
Carba Smart) 

CORIS/geneX

pert 

Acinetobacter johnsonii 1 NR 

Enterobacter cloacae cplx 2 2 VIM 

Klebsiella pneumoniae 2 2 OXA-48 

Stenotrophomonas maltophilia 3 NR 

Oxydase + 20 (1) NR 

Total d’échantillons positifs 28 (1) 4 
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3. Culture après enrichissement 

 Sur les 279 écouvillons enrichis et mis en culture sur gélose ChromID Carba Smart,   

63 étaient positifs. Parmi ceux-ci, 9 souches d’entérobactéries ont été isolées dont 2 

confirmées positives à OXA-48 par technique immuno-chromatographique et par biologie 

moléculaire. Les Tableaux IV et V détaillent ces résultats. 

Tableau IV : Résultats de la culture de l'enrichissement positifs 

Identification Enrichissements 

positifs (sur OXA) 

CORIS/geneXpert 

Acinetobacter pittii 3 NR 

Enterobacter cloacae 

complexe 

2 Négatif 

Enterococcus faecalis 2 NR 

Escherichia coli 2 Négatif 

Klebsiella aerogenes 2 Négatif 

Klebsiella pneumoniae 2 (2) 2 OXA-48 

Klebsiella oxytoca 1 Négatif 

Stenotrophomonas 

maltophilia 

5 NR 

Oxydase + 45 (3) NR 

Total 64 (5) 2 

Tableau V : Résultats de la culture de l’enrichissement 

 Vrais positifs Vrais négatifs Faux positifs Faux négatifs 

OXA-48 2 277 0 0 

VIM/IMP 0 277 0 2 

NDM 0 279 0 0 

KPC 0 279 0 0 

Total 2 275 0 2 
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Les performances analytiques de la culture de l’enrichissement sont détaillées dans le 

Tableau VI. Au total, la sensibilité et la spécificité pour la détection des carbapénèmases 

étaient de 50% et 100%. 

Tableau VI : Performances analytiques de la culture de l’enrichissement 

 OXA-48 VIM/IMP NDM KPC Total 

Sensibilité 100% 0% NA NA 50% 

Spécificité 100% 100% 100% 100% 100% 

VPP 100% 100% NA NA 100% 

VPN 100% 99,3% 100% 100% 99,3% 

4. BD-MAX 

 Au total, 7 échantillons sur 279 ont été rendus positifs ou douteux par le BD-MAX 

(Tableau VII). Les 272 autres écouvillons analysés sur le BD-MAX étaient négatifs. 

Tableau VII : Tests BD-MAX Positifs ou douteux 

Carbapénèmase OXA-48 VIM/IMP NDM KPC Total 

Tests positifs ou douteux 3 2 2 0 7 

   Parmi ces résultats, 4 étaient positifs avec des valeurs de Ct de 15 à 27 (2 

OXA-48 et 2 VIM/IMP). Ces 4 résultats positifs ont été confirmés par test immuno-

chromatographique et par geneXpert.  

Trois prélèvements ont présenté un résultat douteux avec des CT entre 33 et 37. Il 

s’agissait d’un écouvillon positif à OXA-48 et de deux écouvillons positifs à NDM, qui étaient 

rendus négatifs en culture et n’ont été confirmés ni par test immuno-chromatographique ni 

par geneXpert. L’échantillon faux positif à OXA-48 a été ensemencé sur une gélose spécifique 
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BLSE additionnée d’un disque de témocilline qui est restée négative. Les résultats sont 

résumés dans le Tableau VIII. 

Tableau VIII : Résultats du BD-MAX 

 Vrais positifs Vrais négatifs Faux positifs Faux négatifs 

OXA-48 2 276 1 0 

VIM/IMP 2 277 0 0 

NDM 0 277 2 0 

KPC 0 279 0 0 

Total 4 272 3 0 

 La sensibilité et la spécificité du test ainsi que les valeurs prédictives positives et 

négatives totales et pour chaque enzyme sont renseignées dans le Tableau IX. 

Tableau IX : Performances analytiques du BD-MAX 

 OXA-48 VIM/IMP NDM KPC Total 

Sensibilité 100% 100% NA NA 100% 

Spécificité 99,6% 100% 99,2% 100% 98,9% 

VPP 66,7% 100% 0% NA 57% 

VPN 100% 100% 100% 100% 100% 
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5. Concordance entre le BD-MAX et les techniques 
de culture  

 Le nombre de cas concordants et discordants entre le BD-MAX et les autres 

techniques est répertorié dans le Tableau X.  

Tableau X : Nombre de cas concordants et discordants entre le BD-MAX  et la 

culture (avec ou sans enrichissement) 

 BD-MAX 

négatifs 

concordants 

BD-MAX 

positifs 

concordants 

BD-MAX 

positifs 

discordants 

BD-MAX 

négatifs 

discordants 

Total 

Culture 

(WASP) 

272 4 3 0 279 

Culture 

(Enrichissem

ent) 

275 2 2 0 279 

  

 Le coefficient de concordance estimé selon la méthode du kappa de Cohen entre le 

BD-MAX et la culture ensemencée par le WASP était de 0,722 (p < 0,005) soit un accord 

fort. Pour le BD-MAX et la culture du bouillon d’enrichissement, il était de 0,438 (p < 0,005) 

ce qui correspond à une concordance modérée (Tableau XI). 

Tableau XI : Concordance entre les méthodes 

Concordance (κ de Cohen) Culture (WASP) Culture (enrichissement) 

BD-MAX 0,722 0,438 
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6. Performances analytiques 

Les performances analytiques obtenues pour toutes les méthodes utilisées sont 

détaillés en Tableau XII. 

Tableau XII : Détail des performances analytiques  

 Se Sp VPP VPN 

BD-MAX 100% 98,9% 57% 100% 

Culture (Enrichissement) 50% 99,3% 100% 99,3% 
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Discussion 

L’objectif de cette étude était d’évaluer les performances du kit de PCR multiplex BD-

MAX Checkpoints CPO assay (BD Diagnostic Systems®, Le Pont de Claix, France) par rapport 

à la culture qui est considérée comme la méthode de référence pour le dépistage des EPC, 

dans le but d’établir une stratégie diagnostique efficiente. 

 

Dans ce travail, l’utilisation du BD-MAX a permis d’obtenir une sensibilité de 100%, et 

des valeurs prédictives positive de 99,3% et négative de 100%. La spécificité de la technique 

de 57% était médiocre, mais la concordance des résultats avec la culture ensemencée par le 

WASP était forte avec un kappa de Cohen à 0.722. Dans une étude de Girlich et al., la 

sensibilité et la spécificité du BD-MAX étaient excellentes pour l’analyse d’isolats de souches 

d’entérobactéries productrices de carbapénèmases (97,1% et 98,8%) ainsi que d’écouvillons 

rectaux confirmés positifs par PCR (92,8% et 97,8%) [89]. Dans un autre article, sur 557 

écouvillons rectaux dont 29 positifs, Antonelli et al. ont obtenu une sensibilité et une 

spécificité de 93,1 et 97,1% [86]. Les performances calculées dans ces études diffèrent donc 

des nôtres puisque la spécificité de la technique était meilleure, mais le faible nombre 

d’échantillons positifs rend l’interprétation de ce résultat difficile. De plus, les résultats faux 

positifs que nous avons retrouvé étaient douteux, dont un gène blaOXA-48 détecté à 33CT, 

ainsi que deux gènes blaNDM à 35CT et 37CT, avec dans chaque cas une courbe s’élevant 

tardivement. Il convient donc d’approfondir l’analyse de ces résultats douteux, d’une part en 

réitérant l’analyse, et d’autre part en utilisant des techniques de confirmation. En effet, des 

résultats discordants entre la culture et la biologie moléculaire ont été rapportés à plusieurs 

reprises. Certaines équipes ont notamment observé des résultats positifs en biologie 

moléculaire malgré une culture négative, mettant en doute la sensibilité de la culture [5]. 
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Leur signification est difficile à déterminer, mais plusieurs hypothèses pourraient expliquer ce 

phénomène. Il est possible que ces gènes de carbapénèmases correspondent à des enzymes 

détectées à raison dans les prélèvements, mais n’étant pas associées à des bactéries 

vivantes. Celles-ci pourraient avoir été neutralisées par un traitement antibiotique antérieur, 

être productrices de carbapénèmases et ingérées dans la nourriture ou provenant de 

l’environnement, mais difficilement mises en évidence par la culture. Un défaut de sensibilité 

de la culture pourrait aussi être expliqué par la présence dans les prélèvements de bactéries 

n’exprimant peu ou pas des gènes codant pour des carbapénèmases, et de ce fait de 

croissance inhibée sur des milieux spécifiques. Par ailleurs, certaines enzymes OXA-48 like 

comme OXA-244 ont subi des mutations diminuant leur activité et peuvent être difficiles à 

détecter par culture, tandis qu’elles pourraient être résistantes in vivo. Dans une étude de 

Hoyos-Mallecot et al., la mise en culture d’une gélose spécifique E-BLSE associée à un disque 

de témocilline avait permis de mettre en évidence des entérobactéries productrices d’OXA-

244 alors qu’elle restaient indétectables sur une gélose spécifique des carbapénèmases [46]. 

Nous avons ensemencé de cette façon le prélèvement faux positif OXA-48 au BD-MAX, sans 

toutefois obtenir de résultat. A l’inverse, certains variants OXA-48 like sont dépourvus 

d’activité sur les carbapénèmes et peuvent être positives en biologie moléculaire alors que 

les bactéries productrices sont sensibles. Ainsi, dans l’étude de Girlich et al., c’était le cas de 

deux enzymes OXA-163 et OXA-405 détectées faussement positives par le BD-MAX [89]. 

Toutefois, ces cas particuliers où la PCR peut être discordante avec les résultats de l’analyse 

phénotypique, et ne remettent pas en question son utilisation dans le cadre du dépistage 

puisqu’il est impératif d’écarter tout résultat faussement négatif. 

 

Le coût unitaire d’un test par le BD-MAX est élevé, d’autant plus qu’il ne permet pas de 

réaliser l’identification et l’antibiogramme indispensables à la prise en charge des patients. 
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Cependant, la rapidité de rendu des résultats de la PCR par rapport aux techniques de 

culture – 4 à 6 heures contre environ 48 heures [94] - pourrait permettre de raccourcir le 

délai de mise en œuvre ou de levée des mesures d’isolement ainsi que les journées 

d’hospitalisation et de diminuer le coût total, ce que montre l’étude de Moloney et al. qui 

estime en réalisant la PCR le jour du prélèvement une économie de 462£ (511€) pour une 

hospitalisation de 5 jours et 850£ (940€) pour une hospitalisation de 15 jours en supprimant 

les mesures d’isolement [95]. 

 

Le petit nombre d’écouvillons positifs limite la pertinence de notre calcul de spécificité. 

Nous avons obtenu par la culture des prélèvements dans un bouillon d’enrichissement une 

sensibilité de seulement 50% malgré une étape supplémentaire de 18 à 24 heures. En effet, 

deux EPC détectées par la culture (WASP) et le BD-MAX étaient faux négatifs après 

enrichissement. Nous pouvons donc mettre en doute les performances et l’utilité de cette 

technique. Son usage n’est recommandé par le CNR que dans le cas d’épidémies d’EPC à 

l’hôpital. De plus, il n’existe pas de consensus quant à l’antibiotique qui devrait être 

incorporé au bouillon d’enrichissement. En effet, le CNR de la résistance aux antibiotiques 

conseille d’utiliser un demi disque d’ertapénème de 10µg [3], mais précise se baser sur des 

études réalisées uniquement sur des carbapénèmases KPC. D’autres études ont réalisé cette 

étape d’enrichissement en ajoutant un disque d’imipénème, d’ertapénème, ou de 

méropénème [96-98]. Nous avons choisi d’incorporer un disque de 10µg d’ertapénème au 

bouillon d’enrichissement pour plusieurs raisons. Tout d’abord, découper chaque disque en 

deux parties égales semble peu reproductible et la concentration en ertapénème serait donc 

variable. De plus, une concentration trop faible en carbapénèmes diminue grandement la 

spécificité de la culture, en particulier dans le cas d’un échantillon de selles dans lequel sont 

souvent isolées des bactéries résistantes à l’ertapénème comme P. aeruginosa ou S. 
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maltophilia. Ainsi, dans notre travail, 54 échantillons poussaient sur gélose après 

enrichissement avec des espèces n’appartenant pas au groupe des entérobactéries, contre 

24 par culture (WASP). Leur isolement ne présente pas d’interêt et nécessite de réaliser des 

tests supplémentaires. 

 

En définitive, les performances et la rapidité des méthodes de biologie moléculaire 

pourraient rendre intéressante l’association avec la culture afin de diminuer les délais de 

rendu des résultats. La mise en culture des écouvillons rectaux garde une place essentielle 

dans la stratégie diagnostique des EPC, de par la nécessité d’identifier les bactéries 

responsables de la colonisation et de réaliser un antibiogramme. Il ne semble cependant pas 

nécessaire de mettre en culture systématiquement un bouillon d’enrichissement qui a montré 

des performances inégales et retarde l’obtention des résultats.  
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Conclusion 

 Les résultats obtenus par ce travail confirment l’interêt de l’utilisation des techniques 

de biologie moléculaire dans la stratégie de dépistage des EPC. Dans notre travail, le BD-MAX 

a montré de bonnes performances et pourrait être utilisé en complément de la culture afin 

d’accélérer la mise en place des méthodes préventives chez des patients colonisés, ou la 

levée de celles-ci chez les patients à risque. Des études supplémentaires seraient cependant 

nécessaires afin d’investiguer les résultats faux positifs obtenus par le BD-MAX et déterminer 

leur impact sur la prise en charge des patients. 
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Annexe I : Classement des molécules antibiotiques par rang décroissant de spectre 

et d’impact écologique potentiel [8] 
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Annexe II : Définition des patients à risque de colonisation par une EPC [68] 

 

Patients : 

- Ayant eu dans les 12 derniers mois : 

• une hospitalisation de plus de 24 h quel que soit le secteur 

• ou une prise en charge dans une filière de soins spécifique (dialyse) à l’étranger  

 ou transféré d’un établissement sanitaire français et ayant été en contact avec un 

patient porteur de BHRe  

 ou ré-hospitalisé ou admis dans une structure type EHPAD et ayant été 

antérieurement connu porteur de BHRe ou ayant été au contact d’un cas porteur 

d’une BHRe 

-  « cas », avec identification d’une BHRe 

- « contacts », patients pris en charge par la même équipe soignante qu’un cas (quels que 

soient les postes de travail considérés - jour ou nuit), soignants paramédicaux et/ou 

médicaux dès lors que des contacts physiques ont pu être générés lors de cette prise en 

charge. 
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Screening patients for the carriage of carbapenemase-producing 

Enterobacteriaceae (CPE) on rectal swabs is a major public health issue. 

Molecular biology techniques are fast and efficient, but discrepancies are 

observed with culture, which is considered as the reference method. The 
objective of this study was to evaluate the performance of the BD-MAX 

multiplex RT-PCR assay (Checkpoints CPO Kit) and broth culture 

recommended by the NRC. The BD-MAX had good performance results when 
compared to culture, with a sensitivity of 100% and a specificity of 98.9% 

despite a predictive positive value of 57%, which can be explained by false 

positive results. The performance of the enrichment was weak, with a 
sensitivity of 50%. The diagnostic strategy of CPEs could therefore consider 

using molecular biology in addition to culture, in order to reduce time to 

results and avoid costly prevention measures. Further study is required in 

order to explain these false positive results and analyze their impact on 
patient care. 
 

 

R
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É
 Le dépistage sur écouvillon rectal du portage des entérobactéries productrices 

de carbapénémases (EPC) chez les patients à risque est un enjeu de santé 

publique majeur. Les techniques de biologie moléculaire sont rapides et 

performantes, mais des discordances sont observées avec la culture 
considérée comme la méthode de référence. L’objectif de cette étude est 

d’évaluer les performances de l’automate de RT-PCR multiplex BD-MAX (kit 

Checkpoints CPO) et d’une technique d’enrichissement recommandé par le 

CNR. Le BD-MAX a obtenu de bonnes performances par rapport à la culture, 
avec une sensibilité de 100% et une spécificité de 98,9%, malgré une valeur 

prédictive positive de 57%, expliquée par des résultats faux positifs. Les 

performances de l’enrichissement étaient faibles, avec une sensibilité de 50%. 
L’utilisation du BD-MAX dans la stratégie diagnostique des EPC pourrait donc 

être envisagée en complément de la culture afin de diminuer le délai de rendu 

des résultats et supprimer le plus tôt possible des mesures d’isolement 

coûteuses. Des études supplémentaires seraient nécessaires afin d’investiguer 
les résultats faux positifs obtenus par le BD-MAX et d’établir l’impact de ces 

résultats sur la prise en charge des patients. 
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