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ABREVIATIONS

BGN-RCF : bacille a Gram négatif résistant a la ceftriaxone
BLSE : B-lactamase a spectre élargi

BMR : bactérie multi-résistante

BAC : bactériémie

BLC : bactériemie liée au cathéter

CVC : cathéter veineux central

COL : colonisation

CHRO : Centre Hospitalier Régional d’Orléans

CIM-10 : Classification Internationale des Maladies 10°™ version
CDC : Centers for Disease Control and Prevention

C3G : céphalosporine de 3*™ génération

EARS-net : European Antimicrobial Resistance Surveillance Network
EBLSE : entérobactérie productrice de BLSE

EHCA : entérobactérie hyper-productrice de céphalosporinase AmpC
EPC : entérobactérie productrice de carbapénémase

ERV : entérocoque résistant a la vancomycine

ER : écouvillonnement rectal

IC : intervalle de confiance

IN : infection nosocomiale

ILC : infection liée au cathéter

KPC : Klebsiella pneumoniae Carbapénémase

MBL : métallo-B-lactamase

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PAVM : pneumonie acquise sous ventilation méecanique

PMSI : programme de médicalisation des systemes d'information

USI : unité de soins intensifs
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RESUME

Introduction : Le portage intestinal de bacilles & Gram négatif résistants a la ceftriaxone (BGN-RCF)
représente le principal facteur de risque d’infection nosocomiale causée par ces pathogénes chez les
patients de réanimation. L’acquisition de ce portage pourrait étre favorisée par des altérations de la
flore intestinale anaérobie et de la résistance a la colonisation qu’elle exerce physiologiquement.

Patients et méthodes : Dans cette étude rétrospective réalisée en réanimation chirurgicale au Centre
Hospitalier Régional d’Orléans et incluant les patients admis pour un premier séjour > 3 jours entre
janvier 2015 et juin 2017, nous avons souhaité évaluer 1I’impact des principaux antibiotiques a activité
anti-anaérobie autres que les carbapénemes (amoxicilline-clavulanate, pipéracilline-tazobactam et
métronidazole) sur le risque d’acquisition d’un portage de BGN-RCF (entérobactéries productrices de
B-lactamase a spectre élargi, entérobactéries hyper-productrices de céphalosporinase AmpC,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia).

Résultats : Parmi les 352 patients inclus (hommes, 72,4% ; age, 63 [49-72] ans ; IGS 2 a I’admission,
39 [30-51] points ; durée de séjour, 16 [9-30] jours), 120 (34,1%) ont acquis un portage d’au moins un
BGN-RCF, principalement entérobactéries hyper-productrices d’AmpC (n = 62, 17,6%) et
P. aeruginosa (n = 52, 14,8%). Nous avons initialement comparé deux cohortes de patients appariés (n
= 77/77) selon un score de propension a étre exposé ou non a une antibiothérapie anti-anaérobie durant
le séjour par un modele semi-paramétrique de régression additive intégrant 1’exposition aux différentes
classes d’antibiotiques comme des variables a entrées différées et appréhendant le décés ou la sortie de
réanimation comme des risques compétitifs : dans ce modéle, I’exposition aux anti-anaérobies était
indépendamment associée au risque d’acquisition d’un portage intestinal de BGN-RCF [hazard ratio
(HR), 3,92 ; intervalle de confiance a 95% (IC95%), 1,12-13,7; P = 0,028]. Ce modéle a risques
compétitifs - pondéré selon le score de propension - a ensuite été appliqué sur I’ensemble de la
cohorte et a confirmé 1’association indépendante entre 1’exposition aux anti-anaérobies et 1’acquisition
d’un portage de BGN-RCF (HR, 4,3; 1C95%, 1,46-12,63 ; P = 0,0128). Aucune des autres classes
d’antibiotiques (pénicillines sans activité anti-pyocyanique, céphalosporines avec ou sans excrétion
biliaire prédominante, carbapénémes, aminosides, glycopeptides) n’était indépendamment associée a
I’acquisition de ce portage.

Conclusion : Nos résultats démontrent I’impact délétére des antibiotiques anti-anaérobies sur la flore
intestinale des patients de réanimation et la nécessité de limiter leur usage dans cette population.

Mots-clés : Antibiothérapie — Pression de sélection — Bactéries multi-résistantes — Microbiote
intestinal — Réanimation
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ABSTRACT

Introduction: Intestinal colonization with ceftriaxone-resistant Gram-negative bacilli (CFR-GNB) is a
major risk factor for nosocomial infection due to these pathogens in intensive care unit (ICU) patients.
The acquisition of CFR-GNB carriage could be promoted by antimicrobial-related alterations of the
anaerobic intestinal microflora and its inherent colonization resistance.

Methods: In this retrospective study performed in the surgical ICU of a teaching hospital and
including all patients admitted for a first stay > 3 days over a 30-months period, we sought to appraise
the impact of antibiotics with potent activity against intestinal anaerobes (namely, amoxicillin-
clavulanic acid, piperacillin-tazobactam, and metronidazole) on the hazard of CFR-GNB acquisition.
Rectal swabs were routinely collected at ICU admission then weekly afterwards, and processed for
detection of extended-spectrum B-lactamase-producing Enterobacteriaceae, AmpC cephalosporinase-
hyper-producing Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, and
Stenotrophomonas maltophilia.

Results: Among the 352 included patients (male sex, 72.4%, age, 63 [49-72] years, SAPS-2 at
admission, 39 [30-51] points, length of ICU stay, 16 [9-30] days), 120 (34.1%) acquired intestinal
colonization with at least one CFR-GNB, mainly AmpC-hyperproducing Enterobacteriaceae (n = 62,
17.6%) and P. aeruginosa (n = 52, 14.8%). We initially compared two cohorts of patients (n = 77/77)
matched on a propensity score to be exposed or not to anti-anaerobes antibiotics during the ICU stay
by a semi-parametric model of additive regression handling exposure to antibiotic classes as delayed
entry variables and in-ICU death or discharge as competing events: in this model, exposure to anti-
anaerobes antibiotics was independently associated with the hazard of carriage acquisition [hazard
ratio (HR), 3.92; 95% confidence interval (95% CI), 1.12-13.7; P = 0.028]. Multivariable analyses
were then performed on the whole study cohort using propensity score-based inverse probability of
treatment weighting and with adjustment for confounders exhibiting strong imbalance between
patients exposed and those not exposed to anti-anaerobic antibiotics. These analyses confirmed the
independent association between exposure to anti-anaerobes antibiotics and the risk of CFR-GNB
acquisition (HR, 4.3, 95% CI, 1.46-12.63, P = 0.0128). None of the other antibiotic classes (i.e.,
penicillins without antipseudmonal activity, cephalosporines with or without predominant biliary
excretion, carbapenems, aminoglycosides, and glycopeptides) were independently associated with
carriage acquisition.

Conclusions: This preliminary work suggests that exposure to antibiotics that impair the anaerobic
intestinal microflora and the colonization resistance that it confers may contribute to the dissemination
of CFR-GNB in ICU patients. Restraining the use of anti-anaerobes drugs could be a pivotal facet of
antibiotic stewardship programs that aim at controlling the spread of CFR-GNB in this setting.

Keywords: Antibiotic stewardship — Selection pressure — Multidrug-resistant bacteria - Gut
microbiota — Intensive care
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INTRODUCTION

I. Préambule : Les antibiotiques au cceur de la résistance

Les antibiotiques ont pavé le chemin du développement médical et sont
aujourd’hui indispensables dans notre systéme de santé. La réussite de la médecine moderne,
tel que la chirurgie, la transplantation d’organe, le traitement des infections materno-feetales,
ou encore les chimiothérapies, est aujourd’hui considérée comme acquise. Cependant elle

risque de ne plus I’étre sans traitement efficace pour lutter contre les infections bactériennes.

Au cours de I’histoire, la résistance bactérienne semble apparaitre dans le sillage de
’usage des antibiotiques (1) (figure 1) ayant ainsi engageé 1’industrie pharmaceutique dans une
course au développement de nouvelles molécules. Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMYS), 51 antibiotiques synthétiques et 11 antibiotiques naturels étaient en développement en
mai 2017. Parmi ces 62 antibiotiques, 42 ciblaient des pathogénes priorisés par I’OMS.
Cependant, I’OMS estime que moins de 10 de ces antibiotiques pourraient é&tre
commercialisés d’ici cinq ans. De plus, ces nouveaux traitements ajouteront peu a l'arsenal
déja existant et ne seront pas suffisants pour faire face a la menace grandissante de la

résistance antimicrobienne.

Antibiotic deployment

Tetracycline

Chloramphenicol Vancomycin
Streptomycin ‘ Ampicillin
Sulfonamides Erythromycin | Cephalosporins Daptomycin

A ‘ MW Linezo Ii‘d

1930 1935 1940 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005

Sulfonamides Chloramphenicol Ampicillin Vancomycin Linezolid
Streptomycin Erythromycin
Daptomycin
Tetracycline Methicillin

Cephalosporins

Antibiotic resistance observed

Figure 1. Chronologie du déploiement d'antibiotiques et de I'évolution de la résistance aux antibiotiques. L'année ou chaque
antibiotique a été déployé est représentée au-dessus de la frise chronologique, et I'année ou la résistance a chaque
antibiotique a été observé est représentée au-dessous de la frise (avec la mise en garde que I'apparition de la résistance aux
antibiotiques n'implique pas nécessairement qu'un antibiotique donné a perdu toute utilité clinique)
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Figure 2. Nombre d’antibiotiques découverts par les industries
pharmaceutiques par décennie.

Globalement, depuis la fin des années 1980, on observe une décroissance du hombre
de nouvelles molécules mises au point (2) (Figure 2). Ce désintérét de I’industrie
pharmaceutique est directement lié au faible profit issu des anti-infectieux. En effet, par
comparaison a ceux pouvant étre générés par des traitements utilisés pour la prise en charge
de maladies chroniques a fortes prévalences telles que ’HTA ou le diabéte, ceux des
antibiotiques sont limités par leur courte durée de prescription et la population réduite de
patients a laquelle ils sont destinés. De plus, pour limiter la résistance, les antibiotiques
doivent étre utilisés avec parcimonie, réduisant encore plus la marge de profit des entreprises.
Cela a pour conséquence un arsenal thérapeutique peu diversifié contribuant a I’utilisation
répétée des mémes classes d’antibiotiques favorisant ainsi I’apparition de la résistance (3,4).

Comme facteurs aggravants et précipitants de la propagation mondiale des BMR, on
peut également citer la transmission des genes inter-espéces, I'hygiene dans les communautés
et les hopitaux, et I'augmentation en fréquence des voyages et du commerce (5). L’implication
de I’'Homme est donc complexe et se fait a différents niveaux de la societé a travers le monde.
Ainsi les perspectives d’amélioration ne doivent pas se restreindre a 1’usage hospitalier des
antibiotiques, car leur emploi dans 1’agriculture animale ou leur déversement environnemental
via les eaux usées, sont autant de facteurs mis en causes a 1’échelle planétaire (6).

On estime actuellement a 700000 le nombre de décés attribuables chaque année a la
résistance bactérienne dans le monde. Ce chiffre pourrait atteindre dix millions d’ici 2050 si

aucun changement ne survient (7).
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A 1’échelle individuelle cela se traduit par une inefficacité croissante des antibiotiques
dans le traitement d’infections communes. L’OMS parle de « superbactéries » (« superbugs »)
et a lancé en 2015 une alerte concernant la résistance chez les entérobactéries, Pseudomonas
aeruginosa et Acinetobacter baumannii, pathogenes pour lesquels le risque est juge
« critique ». Cette tendance est particuliérement préoccupante pour les B-lactamines, cette
classe constituant le traitement de 1°¢ ligne dans la quasi-totalité des infections graves a
entérobactéries et a BGN non fermentants, en particulier P. aeroginosa (8). De plus, la
résistance aux B-lactamines est souvent associée a des mécanismes affectant d’autres classes
thérapeutiques, ce qui aboutit a un profil de multi-résistance (résistance a au moins une
molécule dans > 3 classes différentes). Les aminosides et les fluoroquinolones sont les

principales classes concernées par ces co-résistances.

Par ailleurs, la précocité d’administration d’un traitement adéquate est un facteur
pronostique majeur au cours des états septiques graves (9) : I’implication d’'une BMR expose
le patient infecté a une surmortalité liée au risque accru d’inadéquation de 1’antibiothérapie
probabiliste. La multi-résistance est également associée a une augmentation significative de la
durée de séjour en réanimation, des cofits liés au séjour, et du risque d’effets indésirables liés

aux mesures d’isolement chez les malades avec colonisation documentée (10).

Le probléme janusien est alors poseé :

Traiter chaque patient avec le

meilleur antibiotique écosystemes

Controéler la résistance au sein des
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I1. Epidémiologie : quels germes, quels mécanismes de
résistance ?

a) Principales bactéries en cause dans la résistance

i. Les entérobactéries

Les entérobactéries sont une grande famille de BGN appartenant a la flore
commensale gastro-intestinale humaine et animale. Ces micro-organismes sont une cause
fréquente d'infections communautaires et nosocomiales. Bien que cette famille comprenne
plus de 70 genres (11), les entérobactéries impliquées dans les infections liées aux soins les
plus fréquemment signalées aux systemes de surveillance du National Health Safety Network
(NHSN) et des Centers for Disease Control and Prevention (CDC) sont les espéces
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Enterobacter spp.

En France, les données du réseau EARS-Net rapportent la poursuite de 1’augmentation
de la résistance des entérobactéries aux céphalosporines de 3éme génération (C3G), en
particulier chez K. pneumoniae. Cette résistance est principalement en lien avec la production
de p-lactamases a spectre eétendu (BLSE). En 2016, 28,9% des souches de K. pneumoniae
isolées d’infections invasives étaient résistantes aux C3G et 11,2% des souches d’E. coli
1’étaient également (Figure 3).

Résistance aux céphalosporines de 3% il oncres
génération et production de BLSE '
Infgg:(ions invasives™, EARS-Net France 2002-2016.
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Figure 3. Infections invasives (hémocultures et LCR) a E. coli et K. pneumoniae BLSE entre
2002 et 2016 en France d’apres le réseau EARS-net
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En revanche, la prévalence de la résistance aux carbapénemes chez les entérobactéries
reste faible en France (<0,1% pour E. coli et 0,4% pour K. pneumoniae) alors qu’elle est
maintenant supérieure a 10% chez K. pneumoniae dans plusieurs pays du Sud-Est de
I’Europe, voire supérieure a 30% dans certains pays dont 1’Italie (Figure 4). Cette prévalence

est en augmentation dans la totalité des grands réseaux de surveillance internationaux.

I < 1%
1% to ¢ 5%
CI5%to¢10%
B 10% to ¢ 25%
I 25% to < 50%
. = 50%

Figure 4. Carbapénémases — La situation en Europe - Klebsiella pneumoniae (extrait cours du DURPI-2016)

La majorité des entérobactéries productrices de carbapénémase (EPC) sont désormais
isolées chez des malades sans antécédent de voyage ou d’hospitalisation dans des régions
d’endémicité, confirmant leur dissémination autochtone (notamment pour les carbapénémases
de type OXA-48) (12). Dans ce contexte, 1’émergence de la résistance aux polymyxines est
particulierement inquiétante (13,14), cette classe constituant le dernier recours pour le
traitement des infections a BGN résistants aux carbapénemes.
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ii. Les BGN non fermentants

La résistance aux B-lactamines atteint également des niveaux critiques chez P. aeruginosa
et A. baumannii. Selon les données du réseau EARS-Net France, la prévalence de la
résistance aux carbapénemes chez Acinetobacter spp. atteignait 7,1% en France en 2016, avec
une évolution difficile a interpréter compte tenu du nombre limité de souches étudiées. Ceci
situe néanmoins la France trés en dessous de la prévalence moyenne en Europe (35,1%). La
résistance aux carbapénémes chez P. aeruginosa reste a un haut niveau depuis 2009 (>15%
des souches, 16,5% en 2016), avec des évolutions difficiles a interpréter entre 14 et 19%
(Figure 5).
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Figure 5. Evolution de la résistance aux carbapénémes chez P. aeruginosa depuis 2009
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b) Mécanismes de résistance :

i. Entérobactéries

1. Larésistance aux C3G

Deux mécanismes éventuellement imbriqués peuvent expliquer la résistance phénotypique
aux C3G. Il peut s’agir de I’expression d’une BLSE codée par un gene a support plasmidique
et acquis par transfert horizontal du plasmide (conjugaison). La quasi-totalité des BLSE
acquises par les entérobactéries appartiennent a la classe A d’Ambler (sensibilité in vitro aux
inhibiteurs de béta-lactamases) et sont de type TEM, SHV ou CTX-M, ce dernier type ayant
massivement émergé chez les souches communautaires (en particulier chez E. coli) au cours
des deux derniéres décennies (8,15). Les plasmides codant ces BLSE contiennent treés
fréquemment des génes de résistance a d’autres classes d’antibiotiques, notamment les
aminosides et les fluoroquinolones : un unique évenement genétique (conjugaison) suffit alors
a conférer a la bactérie réceptrice un phénotype de multi-résistance. Le deuxiéme mécanisme
est I’hyper-production d’une céphalosporinase AmpC. Ce mécanisme résulte le plus souvent
de mutations sur les genes codant les protéines régulatrices du géne chromosomique blaampc
chez les entérobactéries du groupe 3 (Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter freundii,
Morganella morganii, Hafnia alvei, Providencia spp.) et E. coli (16). Ces mutations sont
spontanées et non provoqueés par les p-lactamines, qui ne font que sélectionner les mutants
résistants au site de ’infection ou dans la flore digestive. Ce phénotype peut également
résulter de 1’acquisition par conjugaison d’un géne blaampc @ support plasmidique : ce
mécanisme émergent semble encore rare chez les souches d’entérobactéries résistantes aux

C3G isolées chez les malades de réanimation (17).

2. Larésistance aux carbapénemes :

Le premier mécanisme de résistance aux carbapénemes est I’association d’une baisse
de la permeabilité de la membrane externe a une surexpression des [-lactamases possedant
une activité limitée de carbapénémase (céphalosporinase AmpC). L’ertapénéme est le seul
carbapénéme concerné dans la quasi-totalité des cas. Ces mécanismes de résistance aux
carbapénémes ne sont pas transférables entre souches de mémes espéces ou d’espéces

différentes.

Le deuxiéme mécanisme est I’expression de carbapénémases stricto sensu. Ces enzymes

sont principalement codées par des genes plasmidiques : elles sont donc transférables — en
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particulier chez les entérobactéries — et potentiellement responsables d’épidémies. Les

plasmides portant les genes de carbapénémases véhiculent fréquemment des genes de

résistance a d’autres classes d’antibiotiques.

Selon la classification d’ Ambler, les carbapénémases réparties en : (figure 6)

Carbapénémases de classe A, avec en particulier les enzymes de type KPC (Klebsiella

pneumoniae carbapenemase). Les carbapenémases de type KPC hydrolysent toutes les
B-lactamines. Ces enzymes sont peu inhibées par 1’acide clavulanique ou le
tazobactam. En plus de KPC, d’autres carbapénémases de classe A ont été identifiées,
telles que IMI (imipenemase) ou NMC-A (non-metallocarbapenemase-A), décrites
chez Enterobacter spp., ou encore des variants de 1’enzyme SME (Serratia
marcescens enzyme) chez Serratia marcescens. En paralléle de ce que 1’on pourrait
appeler ces “vraies” carbapénémases, il existe I’enzyme GES-5, qui a été identifiée
chez Enterobacter cloacae (18). En fait, cette enzyme est un variant de 1’enzyme
GES-1 connue pour étre une BLSE “classique”, mais dont le spectre d’hydrolyse est
étendu aux carbapénémes par mutation et modification conformationnelle induite. A
ce jour, un seul isolat a été identifié au Canada ; cependant, de nombreuses souches de
P. aeruginosa produisant GES-5 ont été identifieces en Amérique du Sud, ce qui

suggere une capacité de dissemination importante du géne blages.s.

Carbapénémases de classe B ou métallo-f-lactamases (MBL) : Les MBL hydrolysent
toutes les bétalactamines a 1’exception de 1’aztréonam. Elles sont totalement
résistantes a [’action des inhibiteurs classiques de [-lactamases tels que I’acide
clavulanique ou le tazobactam. Parmi ces enzymes, celles de type IMP et VIM ont une
distribution mondiale, mais leur prévalence reste relativement faible, excepté en
Gréce, ou les souches productrices de VIM-1 sont considérées comme endémiques. En
France, ces enzymes sont rarement identifiées au sein des entérobactéries (en
revanche, elles sont plus fréquentes chez P. aeruginosa). Les MBL de type NDM
représentent actuellement la principale menace en termes de dissémination
géographique (19). Les souches productrices de MBL sont la plupart du temps multi-
résistantes et appartiennent a une grande variété d’espéces d’entérobactéries, les plus

fréquentes étant E. coli et K. pneumoniae.
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e Les carbapénémases de classe D incluant les enzymes de type OXA, principalement

OXA-48 : Ces B-lactamases ont un spectre d’hydrolyse plus limité : elles hydrolysent
les pénicillines et les carbapénémes mais pas les C3G. Tout comme les MBL, elles ne
sont pas sensibles aux inhibiteurs classiques de B-lactamases. L’analyse des profils de
résistance de ces souches et 1’évaluation de I’implication exacte des carbapénémases
sont compliquées par la combinaison possible de différentes enzymes chez une méme
souche. En I’absence de coproduction de BLSE (moins de 20 % des souches), les

souches d’E. coli ou de K. pneumoniae productrices d’OXA-48 demeurent sensibles

aux C3G.
-
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ii. Les BGN non fermentants

A la différence des entérobactéries, la résistance aux p-lactamines chez ces BGN non-
fermentants ne repose pas uniquement sur la production de p-lactamases chromosomiques ou
acquises par transfert de plasmide (figure 7): I’hyper-expression de systemes d’efflux et
I’imperméabilité sélective a certaines molécules par altération de porines de la membrane
externe (exemple, résistance sélective a I’imipénéme par perte fonctionnelle de la porine D2

chez P. aeruginosa) sont fréquemment impliquées et résultent de mutations chromosomique

(8).

0,
30% _ pénicillinases

0% .. ; L
Enzymatique Céphalosporinase déréprimée

50%

Béta-lactamase a spectre élargi

“....» Imipenemase
Efflux +++
Non enzymatique ‘ { Modification Porine
Modification PLP

Figure 7. Mécanismes de résistance chez P. aeroginosa ; tiré du cours du DURPI de Laurence Armand

I11. La flore intestinale comme réservoir de BGN résistants aux
C3G

Le colon humain contient jusqu'a 102 bactéries par gramme de selle : ces bactéries sont
représentées par de plus de 1000 espéces essentiellement anaérobies strictes et

majoritairement non cultivables, et une minorité

Densité intestinale

168 profing (UFGIg selles d’espéces aéro-tolérantes dont E. coli (< 108

Métagénomique shotgun

Bactéries anaérobies /lgramme de selle), potentiellement pathogene

commensales

(figure 8). Cette flore diverge selon 1’age,

Entérobactéries et
entérocoques

I’alimentation, ’origine géographique/ethnique
de la population et sa localisation dans le tube
digestif (20).

Bacteéries

Cult
uiure multirésistantes

Figure 8. Représentation schématique de la flore digestive extrait de Grall et al EMC 2017
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Les phénomeénes de résistance ne sont pas limités aux bactéries pathogénes de I’Homme.
Les bactéries saprophytes constituant les différentes flores sont également touchées. A ce titre
elles représentent un réservoir de genes de résistance qui pourront étre transmis aux bactéries

responsables d’infection (21).

Chez les malades de réanimation, il a été observé que le microbiote intestinal représente le
principal réservoir de BGN-MR, en particulier d’entérobactéries résistantes aux C3G (22,23).
Dans 1’¢tude multicentrique francaise ColoRéa, un portage intestinal d’entérobactéries
résistantes aux C3G avait ét¢ documenté a I’admission en réanimation chez 10% des 893
patients inclus (EHCA et EBLSE chez respectivement 56% et 43% des patients avec portage
importé) (24). Dans cette méme étude, 14% des 694 patients non colonisés a 1’admission
avaient acquis ce portage au cours du séjour (EHCA et EBLSE chez respectivement 67% et
33% des patients avec portage acquis) (24). D’autres études récentes, frangaises et
européennes, ont rapportés des résultats similaires (25-30). Ces résultats peuvent étre resumeés
ainsi :

e La prévalence du portage d’EBLSE a I’admission en réanimation est actuellement
comprise entre 5 et 15% dans la plupart des services. Ce portage importé est plus
fréquent chez les patients ayant été hospitalisés et/ou exposés aux antibiotiques
(notamment C3G et fluoroquinolones) dans les mois précédant 1’admission ;

e [’acquisition d’un portage d’EBLSE est observée chez 3 a 15% des patients avec durée
de séjour supérieure a 3-5 jours. Le risque d’acquisition dépend de la pression de
colonisation (transmission croisée) et de la pression de sélection des antibiotiques ;

e E. coli, K. pneumoniae et Enterobacter spp. sont les principales espéces d’EBLSE
isolées dans ce contexte, E. coli avec BLSE de type CTX-M représentant la grande
majorité des souches communautaires importées ;

e La prévalence globale du portage intestinal d’EHCA est comprise entre 9 et 19%, et
atteint 30% chez les patients avec séjour prolongé (supérieure a 4 semaines) ;

e Le portage d’EHCA est acquis en réanimation dans 50 a 80% des cas. L’acquisition
correspond quasi-exclusivement a I’émergence d’un mutant avec AmpC
chromosomique déréprimée au sein de la flore digestive, les souches avec AmpC
plasmidique acquise par transmission croisée (dissémination clonale ou plasmidique)
semblant encore exceptionnelles dans ce contexte. La durée de séjour, 1’exposition aux
C3G et I’exposition aux antibiotiques altérant la flore de barriére anaérobie

(métronidazole) sont les principaux facteurs de risque d’acquisition de ce portage (31);
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e Enterobacter cloacae (50-70%), C. freundii, H. alvei et E. coli représentent plus de 90%

des EHCA isolées dans la flore digestive des malades de réanimation.

La flore digestive représente également un réservoir de souches MR de P. aeruginosa chez
les malades de réanimation, la prévalence de ce portage étant comprise entre 15% et 24%
dans les études disponibles (32-34). Une récente étude prospective incluant 414 patients de
réanimation a démontré qu’un portage digestif était le principal facteur prédictif d’IN a P.
aeruginosa (HR, 15, 2, IC 95%, 6,9-33,7) (35). Enfin, le rdle de la flore digestive comme
réservoir de souches invasives d’A. baumannii est également démontré chez les malades de

réanimation, en particulier pour les souches MR (36).
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IVV. Impact de I’exposition aux antibiotiques sur la flore digestive

a) La sélection de bactéries résistantes

Les bactéries peuvent, soit résister naturellement a un antibiotique, soit acquérir la
résistance. La résistance résulte de I'absence de cible ou de la non pénétration de I'antibiotique
dans la bactérie.

La résistance acquise est I'apparition de sous-populations bactériennes résistant a tel ou
tel antibiotique au sein d'une espece bactérienne habituellement sensible. Deux grands

mécanismes sont responsables de ce phénomene :
- Une mutation chromosomique ;
- L acquisition (par conjugaison) de plasmides portant des génes de résistance.

Ainsi, lors d'une antibiothérapie curative ou prophylactique, I'antibiotique administré va
sélectionner les bactéries qui lui résistent au détriment des sensibles. Cet effet sélectionnant

s'exerce a court terme et a long terme (37,38).

b) L’effet sur la résistance a la colonisation

L'effet de résistance a la colonisation décrit par van der Waaij (39) est la capacité que
possede la microflore établie dans le tractus digestif a s'opposer a I'implantation et a la
persistance durable des bactéries ingérées ultérieurement. Cet effet global de la flore est di
principalement a la présence et a l'activité des bactéries anaérobies. Les antibiotiques
efficaces sur les bactéries anaérobies strictes, notamment les antibiotiques a large spectre, en
diminuant leur population, réduisent de facon significative l'effet de résistance a la

colonisation et favorisent I'implantation digestive des bactéries (40,41).

Autrement dit, ’exposition a un antibiotique est responsable d’une baisse de la diversité et
de la richesse de la flore digestive qui perd son effet barriere permettant aux germes résistants
d’émerger. Il a également été mis en évidence un impact de 1’effet cumulatif des antibiotiques

sur la flore digestive (42).
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Des mécanismes multiples peuvent contribuer a l'inhibition des pathogenes, y compris
I'épuisement des nutriments (43), la prévention de l'accés aux sites d'adhérence ou aux niches
associees a la muqueuse et la production de substances ou d'états inhibiteurs (par exemple, les
conditions anaérobies) (44). Sur la base d'études animales ou humaines, il a été suggéré que
les anaérobies de la flore intestinale normale jouent un réle crucial dans la résistance a la
colonisation. Les résultats d’une étude réalisée par Hoyen et al. (45) soutiennent I'nypothése
selon laquelle la microflore anaérobie indigéne inhibe la colonisation par des
Enterobacteriaceae produisant des BLSE, notamment K. pneumoniae. Les antibiotiques ayant
une activité minime contre les anaérobies intestinaux (céfépime, aztréonam et lévofloxacine)
ne favorisaient pas la colonisation par K. pneumoniae BLSE, alors qu'un agent anti-anaérobie
ayant une activité négligeable contre les entérobactéries (c'est-a-dire la clindamycine)
favorisait la colonisation a haute densité. L'effet des antibiotiques, tels que la pipéracilline-
tazobactam, la ceftriaxone et la ceftazidime, sur I'établissement de la colonisation suggére un
équilibre entre I'activité inhibitrice contre KPP BLSE et leur activité antianaérobie. Pour ces
antibiotiques, la prolifération ne s'est produite que lorsqu'un plus grand inoculum ou une

souche plus résistante a été administrée.

Cependant, les composants spécifiques de la microflore qui inhibent la colonisation par
les pathogénes sont encore mal connus. L'efficacité de la résistance a la colonisation est
illustrée par la situation des travailleurs de la santé, dont les mains et les vétements sont
fréquemment contaminés par des pathogénes nosocomiaux capables de coloniser le tractus
intestinal, notamment C. difficile, entérocoques résistants a la vancomycine (ERV), BGN et
différentes especes de Candida. Il est probable que de petits nombres de ces agents
pathogénes sont ingérés par intermittence. Cependant, la colonisation intestinale avec des
niveaux détectables de pathogénes résistants aux antimicrobiens et la diarrhée a C. difficile
restent rares chez les travailleurs de la santé, car la flore de barriére inhibe la croissance de ces

micro-organismes (46,47).
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c) Paramétres conditionnant I’acquisition

Les perturbations écologiques ne sont pas seulement liées au spectre des agents, mais
également a leur degré d'absorption, leur voie d'‘élimination et leur éventuelle inactivation
enzymatique. La connaissance du potentiel de différents agents antimicrobiens a provoquer
des perturbations écologiques dans la microflore normale est d'une grande importance, méme
si les variations individuelles de la pharmacocinétique, de la composition et de la sensibilité
de la flore normale et le degré d'inactivation déterminent davantage le résultat écologique du

traitement antimicrobien.

On distingue les antibiotiques a large spectre qui peuvent tuer une tres grande diversité
d'espéces bactériennes et les antibiotiques a spectre d'héte restreint. Lorsque l'espece
bactérienne responsable d'une infection est connue, il est préférable d'utiliser un antibiotique
ciblé qui aura le moins d'effet possible sur le microbiote intestinal et le développement de

résistance.

Il convient de noter que le spectre clinique d'un antibiotique donné et son impact sur le
microbiote sont deux phénomenes distincts. Le spectre clinique se référe a (i) la distribution
in vitro de la concentration minimale qui inhibe la croissance de diverses especes bactériennes
et (i) les données pharmacocinétiques garantissant que la concentration de l'antibiotique
atteinte dans le site infectieux est supérieure a la CMI pour les pathogenes bactériens
impliqués dans l'infection. L'élargissement du spectre clinique fait référence au nombre
d'especes bactériennes contre lesquelles I'antibiotique peut étre utilisé dans une perspective
thérapeutique. Inversement, l'impact sur le microbiote intestinal résulte a la fois des
concentrations obtenues par l'antibiotique dans le célon et de la sensibilité des bactéries

intestinales (généralement inconnue).

Par exemple, I'érythromycine est considérée comme un antibiotique a spectre étroit car
elle n'est efficace que sur les pathogénes a Gram positif. Pourtant, les concentrations
intestinales d'érythromycine sont suffisamment élevées (jusqu'a 600 mg / g de matiéres
fécales) pour que le médicament soit actif sur certaines bactéries intestinales a Gram négatif, y
compris les entérobactéries (48). En revanche, I'imipénéme a un spectre clinique trés large car
il est actif sur une large gamme de bactéries a Gram positif et a Gram négatif, mais il atteint
de tres faibles concentrations intestinales (49) et son impact sur le microbiote ne semble pas

refléter son spectre clinique (50).
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Ainsi, bien que le spectre clinique des antibiotiques anciens et nouveaux ait été évalué par
des méthodes standardisées, leur impact sur le microbiote intestinal reste incertain. C'est
précisement ce qui doit étre évalué pour appuyer la décision des cliniciens de désescalader

I'antibiothérapie

V. Etat actuel de I’usage des antibiotiques

L’utilisation massive et répétée d’antibiotiques génere au fil du temps une
augmentation des résistances bactériennes qui menacent 1’efficacité des traitements et ont un
impact de santé publique considérable : d’aprés I’institut de Veille Sanitaire, en France,
158 000 personnes contractent chaque année une infection 8 BMR et on estime que 12 500
(soit 8 %) en décedent. (51)

La résistance aux antibiotiques en France bien que n’atteignant pas la magnitude
observée chez certains de nos voisins proches, comme 1’Italie, la Gréce, ou les pays d’Europe
de I’Est, est cependant bien supérieure a celle des pays scandinaves, de la Hollande ou de
I’ Allemagne, pays qui consomment trés peu d’antibiotiques. La France se situe parmi les pays
les plus consommateurs en Europe, juste derriere la Gréce. Elle en consomme 30 % de plus
que la moyenne européenne. Cette surconsommation entraine une dépense injustifiee de 71
millions d’euros par rapport a la moyenne européenne, et de 441 millions par rapport aux pays

les plus vertueux.
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*y ® Santé
# & publique
o Frence

ayant détaillé leur consommation.

mation
Antibiotiques N=192
Pénicillines M 42
Amaoxicilline 201
Amaoxicilline ac clavulanique 208
Pénicillines anti-P. aeruginosa’ 121
Pipéracilline tazobactam 114
Céphalosporines 1°% et 2°™ G 24
Céphalosporines 3™ G (C3G) 1
orales
C3G Injectables sans activité
sur P. aeruginosa® 134
Céfotaxime 91
Ceftriaxone 63
C3G actives sur P. aerugmosa” 72
Carbapénémes 93
Imipénéme 55
Méropénéme 35
Ertapénéme 3
Aminosides 107
Flueroquinolones 105
Ciprofloxacine 44
Lévofloxacine 42
Ofloxacine 17
Glycopeptides a6
Vancomycine 52
Linézolide 29
Daptomycine 12
Anti-SRM*® 97
Macrolides + kétolides 74
Streptogramines 3
Imidazolés 55
Rifampicine 19
Tous les ATB 1468
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d C3G injectables actives sur P. aeruginosa : ceftazidime, céfépime.

e Anti-SRM (anti staphylocoques résistants a la méticilline) : glycopeptides, linézolide,
daptomycine, tédizolide.

pipéracilline, ticarcilline, ticarcilline+acide

Une attention particuliére portée sur la réanimation

(Figure 9) permet de remarquer que les principaux
(201
DDJ/1000JH) ou associée a I’acide clavulanique (AAC) (208
DDJ/1000JH), (PTZ)
(114 DDJ/1000JH), les C3G sans activité anti-pyocyanique

(154 DDJ/1000JH). L’impact de ces antibiotiques sur la flore

antibiotiques utilisés sont 1’amoxicilline seule

la pipéracilline + tazobactam

digestive en terme d’émergence de germes résistant n’est pas
clairement défini mais certaines études tendent a demontrer
que l’activité anti-anaérobie en est ’'un des principaux
facteurs (52). Or ’AAC et la PTZ ont une activité anti-

anaérobie tres importante.

Par ailleurs, sur I’ensemble de la période, la consommation a diminué dans presque

toutes les classes. Seuls font exception les carbapénémes (dont la consommation, méme si elle

se situe encore a un niveau faible, a plus que doublé), les céphalosporines de 3e et 4e

générations, et la PTZ (Figure 12).
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Figure 71 : Evolution de la consommation de certaines béta-lactamines dans les 490

établissements de santé ayant participé de 2009 a 2016 (et pourcentage d’évolution
calculé entre 2009 et 2016
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V1. Quelles conséquences de la résistance aux antibiotiques en
réanimation ?

a) Epidémiologie actuelle des infections nosocomiales

La surveillance des infections nosocomiales (IN) est prioritaire en réanimation, secteur a
haut risque du fait de I'état critique des patients et de leur exposition aux dispositifs invasifs.
Depuis 2004, la surveillance nationale coordonnée par le Réseau d’Alerte, d’Investigation et
de Surveillance des IN (Réa-RAISIN) cible en réanimation adulte les infections associées a
un dispositif invasif pour lesquelles une démarche de prévention est essentielle : pneumonies
acquises sous ventilation mécanique (PAVM), colonisation ou infection ou bactériémie
(COL/ILC/BLC) liée au cathéter veineux central (CVC) et bactériémie (BAC). Depuis 2015,
les services volontaires recueillent les données de maniére continue de janvier a décembre
(versus 6 mois auparavant) concernant tout patient hospitalisé plus de 2 jours.

De janvier a décembre 2016, 200 services ont inclus 67 899 patients (dge moyen : 64,3
ans), hospitalisés en moyenne 11,0 jours et dont 70,5% relévent a I'admission de la médecine,
17,5% de chirurgie urgente et 12,0% de chirurgie programmée ; 7,7% des patients étaient
traumatisés, 15,3% étaient immunodéprimés et 57,2% avaient recu un traitement antibiotique
dés I’admission. Le score IGS Il moyen était de 46 points et la mortalité moyenne de 17,2%.
L’exposition a un dispositif invasif était fréquente : intubation (61,2%), CVC (64,3%) et
sonde urinaire (85,8%). Parmi les 67 899 patients, 10,35% ont présenté au moins une IN
surveillée.

Les taux d’incidence étaient de 15,22 PAVM pour 1000 j-intubation, 3,39 BAC pour
1 000 j d’hospitalisation, 0,76 ILC et 0,55 BLC pour 1 000 j-CVC. Ces taux varient fortement
d’un service a 1’autre en lien avec les caractéristiques des patients et les politiques de

prévention des IN.
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b) Portage digestif de BMR et IN

L’incidence des IN a entérobactéries résistantes aux C3G chez les patients de réanimation
colonisés est relativement €levée, de I’ordre de 15%, I’absence de portage ayant a contrario
une valeur prédictive négative supérieure a 95% (25,26,29,31). Les facteurs favorisants la
survenue de ces IN chez les sujets porteurs sont actuellement mal connus. Cependant, des
données issues de travaux réalisés hors réanimation suggérent fortement qu’une densité de
colonisation (quantité d’entérobactéries résistantes aux C3G dans la flore digestive) et/ou une
abondance relative (proportion de ces bactéries par rapport a I’ensemble des souches
bactériennes présentes dans la flore) €levée(s) favorisent le développement d’une infection
ultérieure (53,54). 1l apparait donc comme essentiel de mieux identifier les facteurs favorisant
I’acquisition ou I’augmentation de la densité de colonisation (et/ou de 1’abondance relative)

d’une entérobactérie résistante aux C3G au sein du microbiote intestinal.

De méme, dans une étude prospective monocentrique, 26% des patients colonisés a P.
aeruginosa avaient développé au moins une IN a ce germe au cours du séjour, la souche de
portage et celle responsable de I’infection étant génotypiquement identiques dans 87% des cas
(35).

Par ailleurs, les IN impliquant ces agents pathogenes ont été associées a un risque accru de
traitement empirique inadéquat qui se traduit par une durée d'hospitalisation prolongée et des
colts de soins supplémentaires, renforgant ainsi la necessite d'initiatives efficaces de gestion

des antibiotiques et d'autres mesures préventives (22).
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OBJECTIF DE LA RECHERCHE

L’objectif de ce travail était d’évaluer 1’impact des principaux antibiotiques a activité
anti-anaérobie autres que les carbapénémes (amoxicilline-clavulanate, pipéracilline-
tazobactam et métronidazole) sur le risque d’acquisition d’un portage intestinal de BGN-RCF
(EBLSE, EHCA, P. aeruginosa, A. baumannii et S. maltophilia) chez les patients de
réanimation. Nous avons ainsi souhaité apporter des données originales permettant
d’optimiser la prescription (probabiliste ou en désescalade) des antibiotiques en réanimation

en identifiant ceux associées a un risque accru d’acquisition d’un portage de BGN-RCF.
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PATIENTS ET METHODES

Cette étude monocentrique a été menée dans le service de réanimation chirurgicale du
CHR d’Orléans. Tous les patients admis dans ce service sont systématiquement dépistés pour
le portage intestinal de BGN-RCF par prélévement rectal, a I'admission puis une fois par

semaine pendant toute la durée du sejour.

Les patients ayant été admis pour un premier séjour d’une durée de trois jours
calendaires ou plus sur une période de 30 mois (du ler janvier 2015 au 30 juin 2017) ont été
identifiés et inclus dans la cohorte de I'étude sous réserve qu'au moins un écouvillon rectal de
surveillance ait été collecté pendant le séjour. Les données ont été extraites de dossiers
médicaux informatisés et de la base de données du laboratoire de microbiologie. Le portage
importé de BGN-RCF a été défini comme un prélévement rectal positif dans les 48 heures
suivant I'admission, tandis que le portage acquis a été défini comme un prélevement de
surveillance positif chez les patients dont I'échantillon d'admission était négatif. Les patients
colonisés lors de leur admission avec un a quatre des cing BGN-RCF ciblés n'ont pas été
exclus car ils pouvaient encore étre évalués pour I'acquisition d'autres BGN-RCF.

L'amoxicilline-acide clavulanique, la pipéracilline-tazobactam et le métronidazole ont
été définis comme antibiotiques dotés d'une forte activité contre les anaérobies intestinaux en
raison de leur spectre d’activité et de leur biodisponibilité intestinale. Les B-lactamines autres
que I’amoxicilline-acide clavulanique et le pipéracilline-tazobactam ont été classées comme

suit :

- Pénicillines sans activite sur P. aeruginosa (amoxicilline, oxacilline et cloxacilline)

- C3G avec excrétion biliaire massive (ceftriaxone)

- C3G et C4G avec clairance rénale presque exclusive et excrétion biliaire absente a
faible (céfotaxime, ceftazidime et céfépime)

- Carbapénémes avec clairance rénale presque exclusive et excrétion biliaire absente a

faible (imipéneme et méropéneme).

L'exposition aux fluoroguinolones, aux aminoglycosides et aux glycopeptides a
également été mesurée. Il convient de souligner que I'ertapéneme (un carbapéneme avec une

excrétion biliaire marquée), les peénicillines anti-pseudomonales sans inhibiteur de la f-
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lactamase (c'est-a-dire la pipéracilline et la ticarcilline), la clindamycine, la tigécycline, les
oxazolidinones et les rifamyxines ont tous été prescrits chez moins de 1% des patients inclus

et n’ont donc pas été retenus pour analyse.

La gestion des données, les analyses statistiques utilisées ainsi que les résultats de ce
travail sont présentés sous forme d’un article qui sera prochainement soumis & une revue

internationale a comité de lecture.
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INTRODUCTION

The incidence of healthcare-associated infections due to ceftriaxone-resistant Gram-
negative bacilli (CFR-GNB) has reached critical levels in most of intensive care units (ICU)
worldwide. Extended-spectrum B-lactamase-producing Enterobacteriaceae (ESBL-E), AmpC
cephalosporinase-hyperproducing Enterobacteriaceae (AHE) and non-fermenting Gram-
negative bacilli (especially Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii and
Stenotrophomonas maltophilia) account for the major part of the burden (1-4). ICU-acquired
infections involving these pathogens have been associated with an increased hazard of
inadequate empirical therapy that translates into impaired outcomes, extended lengths of
hospital stay and additional costs of care, thereby strengthening the requirement for efficient

antibiotic stewardship initiatives and other preventive measures in critically ill patients (5).

The gut microbiota is the main reservoir of invasive strains of CFR-GNB in this
population (6-8). The acquisition of intestinal colonization results from either the in vivo
emergence and overgrowth of isolates with sporadic mutations conferring a CFR phenotype
(e.g., AHE with derepressed chromosomal AmpC) or the implantation of an exogenous CFR-
GNB through cross-transmission or environmental sources in ICUs with substantial
colonization pressure (9-10). In both cases, carriage acquisition may conceivably be promoted
by antimicrobial-related alterations of the normal intestinal microbiota — primarily resident
anaerobes — and its inherent barrier function, also known as colonization resistance (9).
Therefore, and in addition to its clinical spectrum, the selective pressure exerted by a given
antimicrobial could imply both its activity against intestinal anaerobes and its bowel
bioavailability, which depends on the degree of biliary or intestinal excretion (11). Yet, this

hypothesis remains scarcely investigated in critically ill patients.

The objective of this study was to appraise whether exposure to antibiotics with potent
activity against intestinal anaerobes impacts the hazard of acquisition of CFR-GNB carriage

in ICU patients.
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PATIENTS AND METHODS
Study setting

This single-centre study was conducted in the 16-bed surgical ICU of a 1,100-bed
teaching hospital in France. The ICU comprises only single-bed rooms with 1:2.5 nurse-to-
patient ratio. All admitted patients are routinely screened for intestinal carriage of CFR-GNB
(namely, AHE, ESBL-E, P. aeruginosa, S. maltophilia and CFR-A. baumannii) by rectal
swabbing at admission then weekly afterwards. Standard precautions for infection prevention
and details on swab processing and CFR-GNB detection are available in the electronic
supplementary material (ESM). Contact precautions are implemented in documented carriers

of ESBL-E and/or multidrug-resistant non-fermenting GNB.

Patient population and study design

Patients with a first admission of three or more calendar days over a 30-month periods
(from January 1%, 2015 to June 30", 2017) were retrospectively identified using
administrative registries and included in the study cohort provided that at least one
surveillance sample was collected during the ICU stay. Variables exposed in the tables were
extracted from computerized medical charts and the microbiology laboratory database.
Imported carriage of CFR-GNB was defined as a positive rectal swab within the 48 hours
following admission, while acquired carriage was defined as a positive surveillance swab in
patients with a negative admission sample. Patients colonized upon admission with one to
four of the five targeted CFR-GNB were not excluded as they remained assessable for
acquisition of other CFR-GNB. Likewise, patients with imported carriage of a given ESBL-E
species (e.g. Escherichia coli) were evaluated for acquisition of other ESBL-E (e.g.,
Klebsiella pneumoniae). Given the retrospective design of this study, isolates were not
available for molecular characterization, and phenotypically identical CFR-GNB from
successive samples of a given patient were considered as belonging to the same strain. CFR-
GNB carriers were assumed to be colonized from the first positive sample to ICU discharge
or death. The institutional review board waived the requirement for informed consent (IRB
report n°2018-001). This study is reported according to the STROBE guidelines.
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Antimicrobial exposure

Amoxicillin-clavulanic acid, piperacillin-tazobactam and metronidazole were defined as
antimicrobials with potent activity against intestinal anaerobes due to their spectrums and
bowel bioavailability, and are hereafter referred to as anti-anaerobes antibiotics. [3-lactams
other than amoxicillin-clavulanic acid and piperacillin-tazobactam were classified as non-
antipseudomonal penicillins (i.e., amoxicillin, oxacillin, and cloxacillin), third-generation
cephalosporins (3GC) with major biliary excretion (i.e., ceftriaxone), 3GC/4GC with almost
exclusive renal clearance and absent-to-weak biliary excretion (i.e., cefotaxime, ceftazidime
and cefepime) and carbapenems with almost exclusive renal clearance and absent-to-weak
biliary excretion (i.e., imipenem and meropenem). Exposure to fluoroquinolones,
aminoglycosides and glycopeptides was also measured. Initiation and termination days were
recorded for every single antimicrobial course during the ICU stay. Of note, ertapenem (a
carbapenem with marked biliary excretion), anti-pseudomonal penicillins without -lactamase
inhibitor (i.e., piperacillin and ticarcillin), clindamycin, tigecycline, oxazolidinones and

rifamyxins were all prescribed in <1% of included patients and were not retained for analyses.

Statistical analysis

Data are expressed as median (interquartile range, IQR) for continuous variables and
number (%) for categorical variables, unless indicated. Patient demographics and clinical
features were compared using the Student t test or the Mann-Whitney U test for continuous

variables and the Fisher exact test or the ¥ test for categorical variables, as appropriate.

Our objective was to estimate the excess risk of CFR-GNB acquisition attributable to the
use of anti-anaerobes antibiotics. Therefore, we first performed a propensity score-based
matching of two cohorts of patients exposed and not exposed to anti-anaerobes antibiotics
during their ICU stay (12). Baseline characteristics associated with the use these drugs in
bivariate analyses (i.e., those yielding P-values <0.2 by either bivariate logistic regression,
cause-specific proportional hazards Cox model, or Fine & Gray’s sub-distribution hazards
model handling in-ICU death or ICU discharge as competing risks) were entered into a
multivariable logistic regression model to calculate the propensity score — that is, the
estimated probability of receiving one or more defined daily doses (DDD) of at least one of
the three aforementioned anti-anaerobic antibiotics. Matching was based on this propensity

score with a caliper fixed at 0.03 SD of the logit. The two matched cohorts were compared in
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the framework of a flexible semiparametric additive regression model for the calculation of
hazards ratio (HR) and 95% confidence interval (Cl) with the acquisition of CFR-GNB
carriage as the primary endpoint (13-14). In this model, in-ICU death or ICU discharge were
handled as competing risks, and all antibiotic courses were incorporated as delayed entry
variables. Second, multivariable analyses were performed on the whole study cohort using
propensity score-based inverse probability of treatment weighting (IPTW) and with
adjustment for confounders exhibiting strong imbalance between patients exposed and those
not exposed to anti-anaerobic antibiotics (15-16). Analyses were right-censored at the time of
the first acquisition of CFR-GNB (whatever the first acquired pathogen) in patients with
multiple acquisitions, and at Day-90 of the ICU stay in patients with no acquisition. Two-
tailed P-values <0.05 were considered statistically significant. Analyses were performed using

the R software version 3.3.1 (R Foundation for Statistical Computing).

RESULTS

Study population. A total of 352 patients were included in the study cohort (Table 1 and
Figure S1 in the ESM). Among them, 159 (45.2%) were admitted directly from the
Emergency Department, in most cases following urgent surgical procedures for trauma or
intra-abdominal infections. The remaining 193 patients (54.8%) were transferred from
surgical wards, either immediately after at-risk scheduled surgery or for post-operative
complications. Thirty-six patients (10.2%) were colonized with CFR-GNB upon admission,
mostly ESBL-E and AHE (4.5% and 4.8%, respectively). During the ICU stay, 249 patients
(70.7%) were exposed to at least one anti-anaerobes antibiotic, including 70 (19.9%), 136
(38.6%) and 104 (29.5%) patients receiving one or more DDD of amoxicillin-clavulanic acid,
piperacillin-tazobactam and metronidazole, respectively (Table 1). Overall consumption
volumes of each antibiotic group are exposed in Table S1. Median LOS was 16 [9-30] days,
and 43 patients (12.2%) died in the ICU.

Acquisition of intestinal colonization with CFR-GNB. One hundred and twenty patients
(34.1%) acquired one or more CFR-GNB, mainly AHE (17.6%, 7.2 acquisitions per 1,000
patient-days), P. aeruginosa (14.8%, 6.0 acquisitions per 1,000 patient-days) and ESBL-PE
(7.1%, 2.9 acquisitions per 1,000 patient-days) (Table 2). Cumulative acquisition rates rose
steadily over time, with an overall prevalence of acquired carriage reaching 50% after the fifth
week of the ICU stay (Figure 1).
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Impact of anti-anaerobes antibiotics in propensity score-matched cohorts. The final sub-
cohorts included 77 patients exposed to anti-anaerobes antibiotics and 77 paired patients not
exposed to these drugs (Table S2). In regression analyses handling in-ICU death or discharge
as competing risks, exposure to anti-anaerobes antibiotics was the main predictor of CFR-
GNB acquisition (HR, 3.92, 95% ClI, 1.12-13.7, P = 0.03). Cancer (HR, 1.01, 95% CI, 1.00-
1.02, P = 0.02) and the type of ICU admission (transfer versus direct admission, HR, 0.99,
95% CI, 0.990-0.997, P = 0.004) exerted a marginal impact, while exposure to other antibiotic
groups was not independently associated with the hazard of carriage acquisition (Table 3).
Predicted cumulative rates of acquired 3CGR-GNB carriage in patients exposed and non-
exposed to anti-anaerobes antibiotics are exposed in Figure 2.

Impact of anti-anaerobes antibiotics in the whole study cohort. In a multivariable model
using propensity score-based IPTW and adjusted for confounders exhibiting strong imbalance
between patients exposed and those not exposed to anti-anaerobic antibiotics, receiving these
drugs remained associated with the acquisition of CFR-GNB carriage (HR, 4.30, 95% ClI,
1.46-12.63, P = 0.01) (Table 4 and Figure 2). Other antibiotics — especially ceftriaxone (HR,
0.95, 95% CI, 0.46-1.95, P = 0.64) — had no independent impact on the hazard of carriage
acquisition (Table 4 and Figure S2).

DISCUSSION

In this study including 352 surgical ICU patients, exposure to antibiotics with activity
against intestinal anaerobes was independently associated with a higher risk of acquiring
colonization with CFR-GNB, mostly P. aeruginosa, AHE and ESBL-E. Other antibiotics —
especially ceftriaxone — had no independent impact on the hazard of acquired carriage of such

pathogens.

The ecological side-effects of antimicrobial agents on the gut microbiota of critically ill
patients remain under-investigated (17). In an era of increasing prevalence of antimicrobial
resistance in GNB and assuming that colonization is the strongest prerequisite for subsequent
infections and patient-to-patient cross-transmission, a pivotal issue is to identify the drugs that
exert the greatest impact on intestinal colonization resistance and the hazard of carriage
acquisition. Colonization resistance is mainly exerted by obligate anaerobes via indirect
mechanisms such as competition for nutrients intake, stimulation of the host immune system

against particular pathogens, or the production of specific compounds that preclude their
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implantation in the intestinal tract (9). In experimental studies, antibiotics with potent anti-
anaerobes activity such as clindamycin have been shown to affect the capacity of the
microbiota to prevent colonisation by exogenous microorganisms (18). Conversely, the
restoration of colonization resistance through faecal microbiota transplantation is
spectacularly efficient in Clostridium difficile infections and may in addition clear intestinal
colonization with pathogens such as vancomycin-resistant enterococci (VRE) and ESBL-
producing E. coli (19-20). Yet, evidence that anti-anaerobes antibiotics favour the acquisition
of antibiotic-resistant pathogens in ICU patients is currently scarce and fragmentary. A
previous exposure to B-lactam/B-lactamase inhibitor combinations such as amoxicillin-
clavulanic acid or piperacillin-tazobactam has been shown to increase the likelihood of
acquired ESBL-E carriage in ICUs facing massive colonization pressure with these pathogens
(21). A link between metronidazole exposure and acquisition of multidrug-resistant P.
aeruginosa has been suggested (22-23). Along this line, in a previous study conducted in
another ICU of our hospital, we observed that metronidazole exposure promoted the
acquisition of AHE carriage, while cephalosporins had no independent impact (8).
Interestingly, the overall consumption volumes of amoxicillin-clavulanic acid and nitro-
imidazoles in a given ICU have been found to correlate with the incidence of ventilator-
associated pneumonia due to AHE (24), which might indicate an impact on the intestinal

reservoir of these pathogens.

In the present study, we decided to investigate the impact of antibiotics on the risk of
CFR-GNB acquisition by pooling them according to their anti-anaerobes spectrum and bowel
bioavailability. This approach has recently gained increasing consideration for appraising the
effects of these drugs on intestinal colonization resistance (25). This work was conducted in
an environment with a relatively limited colonization pressure for horizontally transmissible
CFR-GNB such as ESBL-E or P. aeruginosa, as reflected by the low prevalence of imported
carriage of these pathogens. Our results support the hypothesis than, even in an ICU with this
low colonization pressure, exposure to antibiotics that may alter intestinal colonization
resistance acts as a strong risk factor for CFR-GNB acquisition. Further studies based on new-
generation tools — that is, RNA r16S profiling or shotgun metagenomics — are necessary to
precisely identify the components of the normal gut microbiome that exert a prominent role in

colonization resistance against CFR-GNB (17).

The prevalence of CFR-GNB carriage at ICU admission will probably increase in the

years to come. This is especially plausible for ESBL-E due to the successful dissemination of
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these pathogens in both healthcare systems and community-based populations (26). In this
context, antibiotic stewardship programs aiming at controlling the spread of CFR-GNB
should include measures to restrain the use of drugs that impair intestinal colonization
resistance. Anti-anaerobes coverage remains essential in patients with intra-abdominal
infections and other conditions that commonly involve anaerobes (e.g., brain or pulmonary
abscesses, oropharyngeal suppurations, or perineal cellulitis); yet, the duration of anti-
anaerobes therapy in these situations remains largely empirical, and further studies should
assess the risk-benefit balance of shortened regimen. Another circumstance when anti-
anaerobes antibiotics are widely prescribed is suspected aspiration pneumonia, especially in
comatose patients. Since bacterial pneumonia is documented in only half of patients with
aspiration (27-28), clinical algorithms including lower respiratory tract sampling and
biomarkers kinetics (e.g., serum procalcitonin) warrant evaluation to rationalize the use of

anti-anaerobes antibiotics in this indication.

This work has several limitations that should be underlined. First, this is a single-centre
study; therefore, it remains to be confirmed whether our findings are transposable to other
critical care environments with different case-mix and colonization pressure with CFR-GNB.
Second, owing to the relatively limited number of included patients, we cannot firmly exclude
that the absence of association between CFR-GNB acquisition and exposure to other co-
factors — especially antibiotics considered as without potent effect on intestinal anaerobes —
resulted from underpowered analyses. Also, we did not appraise the impact of antibiotic
exposure on the faecal relative abundance of CFR-GNB in carriers. Further studies are needed
to address this point as the relative abundance of a given pathogen may modulate the risk of
subsequent infection and patient-to-patient dissemination (29-30). Lastly, it is plausible that
antibiotic exposure prior to ICU admission exerts a long-lasting impact on intestinal
colonization resistance and increases the hazard of ICU-acquired carriage of CFR-GNB (21);

however, this hypothesis was not investigated in the present study.

In conclusion, this preliminary work suggests that exposure to antibiotics that impair the
anaerobic intestinal microflora and the colonization resistance that it confers may contribute
to the dissemination of CFR-GNB in ICU patients. Further studies are warranted to confirm
our results in other critical care environments. Restraining the use of anti-anaerobes drugs
could be a pivotal facet of antibiotic stewardship programs that aim at controlling the spread
of CFR-GNB in this setting.
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Table 1. Study population

Characteristics All patients Patients without  Patients with P value
(N =352) acquired acquired
carriage of carriage of
CFR-GNB CFR-GNB
(n=232) (n=120)
Sex, male 255 (72.4) 164 (70.7) 91 (75.8) 0.318
Age, years 63 [49-72] 61 [47-70] 66 [53-75] 0.01
Chronic diseases
Diabetes mellitus 58 (16.5) 40 (17.2) 18 (15.0) 0.65
Cardiac 168 (47.7) 105 (45.2) 63 (52.5) 0.22
Respiratory 61 (17.3) 43 (18.5) 18 (15.0) 0.46
Neurological 20 (5.7) 11 (4.7) 9 (7.5) 0.33
Hepatic 18 (5.1) 9 (3.9 9 (7.5) 0.20
Immunosuppression
Cancer 85 (24.1) 50 (21.5) 35(29.2) 0.12
Others 5(1.4) 4(1.7) 1(0.8) 0.66
Type of admission
Direct 159 (45.2) 95 (40.9) 64 (53.3) 0.03
Transfer 193 (54.8) 137 (59.1) 56 (46.7)
Prior hospital LOS, days 2 [1-6] 2 [1-5] 3[1-9] 0.11
SAPS-2 at ICU admission 39 [30-51] 38 [29-48] 43 [34-56] 0.0001

Intestinal carriage of CFR-GNB
at ICU admission

Overall 36 (10.2) 20 (8.6) 16 (13.3) 0.19
ESBL-E (all species) 16 (4.5) 8(3.4) 8 (6.7) 0.17
ESBL-producing Escherichia coli 9 (2.6) 4(1.7) 5(4.2) 0.28
Other ESBLE-E 7 (2.0) 4 (1.7) 3(2.5) 0.69
AHE 17 (4.8) 9(3.9) 8 (6.7) 0.19
Pseudomonas aeruginosa 7 (2.0) 5(2.1) 2(1.7) 1.00
Acinetobacter baumannii 1(0.3) 0 1(0.8) 0.34
Stenotrophomonas maltophilia 2 (0.6) 2 (0.9) 0 0.55

Main diagnosis of the ICU stay

Respiratory 65 (18.5) 40 (17.2) 25 (20.8) 0.09
Circulatory 41 (11.5) 23(9.9) 18 (15.0)

Sepsis 33(9.3) 22 (9.5) 11 (9.2)

Neurological 32 (9.1) 25 (10.7) 7 (5.8)

Trauma 76 (21.5) 46 (19.7) 30 (25.0)
Hepatic/intestinal 46 (13.1) 29 (12.4) 17 (14.2)

Miscellaneous 60 (17.0) 48 (20.6) 12 (10.0)

Surgery during the ICU stay

At least one procedure (all types) 115 (32.7) 65 (28.0) 50 (41.7) 0.01
Abdominal 36 (10.2) 21 (9.1) 15 (12.5) 0.35
Neurosurgery 28 (7.9) 18 (7.8) 10 (8.3) 0.84
Orthopedic 26 (7.4) 15 (6.5) 11 (9.2) 0.39
Vascular 28 (7.9) 11 (4.7) 7 (5.8) 0.80
Others 31 (8.8) 13 (5.6) 18 (15.0) 0.05
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Table 1 (continued).

Characteristics All patients Patients without  Patients with P value
(N =352) acquired acquired
carriage of carriage of
CFR-GNB CFR-GNB
(n=232) (n=120)
Procedures during the ICU stay
Central venous catheter 167 (47.4) 99 (42.7) 68 (56.7) 0.01
Arterial line catheter 297 (84.4) 187 (80.6) 110 (91.7) 0.008
Non-invasive ventilation 60 (17.0) 37 (15.9) 23 (19.2) 0.46
Duration, days 5[3-9] 5[3-10] 6 [2-9] 0.61
Mechanical ventilation 303 (86.1) 196 (84.5) 107 (89.2) 0.26
Duration, days 14 [6-26] 11 [5-21] 21 [13-42] <0.0001
Vasopressors 259 (73.6) 160 (68.9) 99 (82.5) 0.007
Duration, days 5[3-10] 4[3-7] 6 [3-16] 0.0006
Renal replacement therapy 37 (10.5) 15 (6.5) 22 (18.3) 0.009
Duration, days 17 [11-21] 17 [12-19] 9 [16-23] 0.69
Parenteral nutrition 256 (72.7) 164 (70.7) 92 (76.7) <0.0001
Duration, days 10 [5-18] 8 [4-14] 14 [8-24] 0.26
Blood transfusion 118 (33.5) 60 (25.9) 58 (48.3) <0.0001
Exposure to anti-anaerobes
antibiotics !
Amoxicillin-clavulanic acid 70 (19.9) 41 (17.7) 29 (24.2) 0.16
Duration, days 5[4-7] 5 [4-8] 5[4-7] 0.68
Piperacillin-tazobactam 136 (38.6) 79 (34.1) 57 (47.5) 0.02
Duration, days 7 [3-11] 7 [4-12] 6 [3-11] 0.19
Metronidazole 104 (29.5) 65 (28.0) 39 (32.5) 0.39
Duration, days 6 [4-8] 7 [6-9] 5[3-7] 0.004
All (pooled) 249 (70.7) 145 (62.5) 104 (86.7) <0.0001
Duration, days 7 [4-11] 7 [5-11] 6 [4-10] 0.17
Exposure to other antibiotics *
Non-antipseudomonal penicillins 2 29 (8.2) 20 (8.6) 9 (7.5) 0.84
Duration, days 7 [6-12] 7 [6-12] 6 [4-12] 0.42
Ceftriaxone 100 (28.4) 67 (28.9) 33 (27.5) 0.80
Duration, days 7 [5-9] 7 [5-10] 6 [4-8] 0.03
Other cephalosporins 3 75 (21.3) 51 (22.0) 24 (20.0) 0.78
Duration, days 7 [5-11] 7[5-12] 6 [4-10] 0.29
Imipenem and/or meropenem 47 (13.3) 25 (10.8) 22 (18.3) 0.07
Duration, days 8 [5-10] 8 [5-9] 7 [5-11] 0.76
Aminoglycosides 121 (34.4) 84 (36.2) 37 (30.8) 0.34
Duration, days 2 [1-2] 2 [1-2] 2 [1-2] 0.43
Fluoroquinolones 23 (6.5) 19 (8.2) 4 (3.3) 0.11
Duration, days 5[3-9] 4 [3-6] 9 [8-10] 0.04
Glycopeptides 87 (24.7) 55 (23.7) 32 (26.7) 0.60
Duration, days 6 [4-10] 7 [4-11] 5 [4-8] 0.17
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Table 1 (continued).

Characteristics All patients Patients without  Patients with P value
(N =352) acquired acquired

carriage of carriage of

CFR-GNB CFR-GNB

(n=232) (n=120)
Outcome
ICU LOS, days 16 [9-30] 13 [8-24] 25 [16-46] <0.0001
Hospital LOS, days 30 [18-49] 27 [16-42] 42 [24-67] <0.0001
In-ICU mortality 43 (12.2) 27 (11.6) 16 (13.3) 0.73
In-hospital mortality 51 (14.5) 31(13.4) 20 (16.7) 0.43

Table 1 footnote

Data are indicated as number (%) or median [interquartile range].

CFR-GNB, ceftriaxone-resistant Gram-negative bacilli; LOS, length of stay; SAPS-2,
simplified acute physiology score 2; ICU, intensive care unit; ESBL-E, extended-spectrum
beta-lactamase-producing Enterobacteriaceae; AHE, AmpC cephalosporinase-hyperproducing

Enterobacteriaceae

!Cumulative number of treatment-days from ICU admission to the first positive rectal swab in
patients with acquired MDR-GNB carriage, and during the whole ICU stay in patients without
acquired MDR-GNB carriage; 2Aminopenicillins, oxacillin and cloxacillin (pooled);

3Cefotaxime, ceftazidime and cefepime (pooled)
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Table 2. Acquisition of intestinal carriage of ceftriaxone-resistant Gram-negative bacilli

CFR-GNB Patients with Acquisition rate, Median time from
acquired intestinal per 1,000 ICU admission to
carriage, n (%) patient-days acquired carriage,

days

ESBLE-E (all species) 25(7.1) 1 2.9 13 [7-41]

ESBL-producing Escherichia coli 13 (3.7) 15 9 [5-13]

Other ESBL-E 15 (4.3) 1.7 18 [9-38]

AHE (all species) 62 (17.6) 7.2 14 [6-20]

Pseudomonas aeruginosa (all) 52 (14.8) 6.0 13 [7-21]

Ceftazidime-resistant P. aeruginosa 10 (2.8) 12 16 [12-38]
Carbapenem-resistant P. aeruginosa 11 (3.1) 1.3 28 [10-50]
Multidrug-resistant P. aeruginosa 2 5(1.4) 0.6 28 [16-48]
Acinetobacter baumannii (all) 4(1.1) 0.46 14 [11-20]
Carbapeneme-resistant A. baumannii 1(0.3) 0.1 35
Stenotrophomonas maltophilia 6 (1.7) 0.69 25 [8-49]

Table 2 footnote

CFR-GNB, ceftriaxone-resistant Gram-negative bacilli; ICU, intensive care unit; ESBL-E,
extended-spectrum  beta-lactamase-producing  Enterobacteriaceae;  AHE,  AmpC

cephalosporinase-hyperproducing Enterobacteriaceae

YIncluding 3 patients with concomitant acquisition of ESBL-producing E. coli and another
ESBL-E; ?Defined as an isolate exhibiting resistance to at least one drug from at least three
antimicrobial classes among anti-pseudomonal penicillins, anti-pseudomonal cephalosporins,

carbapenems, fluoroquinolones, and aminoglycosides.
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Table 3. Independent predictors of acquired intestinal colonization with ceftriaxone-resistant

Gram-negative bacilli after propensity score-based matching of patients with and without

exposure to anti-anaerobes drugs during the ICU stay

95% confidence

Variables Hazards ratio interval P value
Sex, male 1.00 0.99 - 1.00 0.16
Cardiac chronic disease 1.00 1.00-1.01 0.48
Cancer 1.01 1.00 - 1.02 0.02
Type of ICU admission - Transfer 0.99 0.99 - 0.997 0.004
Intestinal carriage of CFR-GNB at ICU admission * 1.01 0.99-1.02 0.28
SAPS-2 at ICU admission (per 1-point increase) 1.00002 0.99 - 1.0002 0.85
Main diagnosis of the ICU stay - Respiratory 1.00 1.00-1.01 0.42
Exposure to non-anti-pseudomonal penicillins 2 1.05 0.50 - 2.22 0.56
Exposure to ceftriaxone 0.75 0.48-1.19 0.31
Exposure to other cephalosporins 3 1.02 0.57-1.85 0.32
Exposure to imipenem and/or meropenem 1.09 0.62-194 0.48
Exposure to aminoglycosides 1.29 0.53-3.16 0.15
Exposure to glycopeptides 2.99 0.31-28.72 0.90
Exposure to anti-anaerobes antibiotics 3.92 1.12-13.7 0.03

Table 3 footnote

ICU, intensive care unit; CFR-GNB, ceftriaxone-resistant Gram-negative bacilli; SAPS-2,

simplified acute physiology score 2

LAny CFR-GNB; Aminopenicillins, oxacillin and cloxacillin; *Cefotaxime, ceftazidime and

cefepime; *Amoxicillin-clavulanic acid, piperacillin-tazobactam and metronidazole
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Table 4. Independent predictors of acquired intestinal colonization with ceftriaxone-resistant
Gram-negative bacilli in the whole study population

Variables Hazards 95% confidence P value
ratio interval

Sex, male 0.99 0.99 - 1.005) 0.78
Age (per 1-year increase above the median) 1.0002 1.00 - 1.0003 0.002
Chronic liver disease 1.00 0.99-1.01 0.34
Cancer 1.00 0.99-1.01 0.44
Type of ICU admission - Transfer 0.99 0.99 - 1.0003 0.06
SAPS-2 at ICU admission (per 1-point increase) 1.00 0.99-1.00 0.81
Intestinal carriage of ESBL-E at ICU admission 1.00 0.99-1.01 0.40
Main diagnosis of the ICU stay - Trauma 1.00 0.99-1.01 0.82
Main diagnosis of the ICU stay - Hepatic/intestinal ~ 0.99 0.98 - 1.002 0.12
Main diagnosis of the ICU stay - Neurological 0.99 0.99-1.00 0.21
Surgery during the ICU stay 1.00 0.99 - 1.005 0.97
Exposure to non-anti-pseudomonal penicillins * 1.47 0.78 - 2.76 0.91
Exposure to ceftriaxone 0.95 0.46 - 1.95 0.64
Exposure to other cephalosporins 2 0.88 0.62-1.24 0.90
Exposure to imipenem and/or meropenem 341 0.35 - 33.64 0.60
Exposure to aminoglycosides 2.14 0.84 -5.48 0.17
Exposure to glycopeptides 0.58 0.24-1.39 0.52
Exposure to anti-anaerobes antibiotics 3 4.30 1.46 - 12.63 0.01

Table 4 footnote

ICU, intensive care unit; SAPS-2, simplified acute physiology score 2; ESBL-E, extended-
spectrum beta-lactamase-producing Enterobacteriaceae

LAminopenicillins, oxacillin and cloxacillin; 2Cefotaxime, ceftazidime and cefepime;

$Amoxicillin-clavulanic acid, piperacillin-tazobactam and metronidazole
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Figure 1. Observed cumulative rates of acquired intestinal carriage of ceftriaxone-resistant
Gram-negative bacilli during the ICU stay
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Figure 1 footnote
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Probability of acquired carriage of 3GCR-GNB

Figure 2. Predicted cumulative rates of acquired intestinal carriage of ceftriaxone-resistant
Gram-negative bacilli in patients exposed and non-exposed to anti-anaerobes antibiotics

1.0 A 1.0 4
z

0.8 Q 0.8 -
vl
@]
O]
)
s

J e 0@ 4
0.6 ?
®
o
]
g

0.4 4 g 0.4 -
@
P=0.03 S
£

0.2 + E 0.2 A
<)
o

0.0 0.0 A

0 20 40 60 80 0 20 40 80 80
Days from ICU admission Days from ICU admission

Figure 2 footnote

Red lines: patients exposed to anti-anaerobes antibiotics (amoxicillin-clavulanic acid,
piperacillin-tazobactam and metronidazole). Black lines: patients not exposed to anti-
anaerobes antibiotics. Solid lines indicate the predicted cumulative acquisition rates of
intestinal colonization with ceftriaxone-resistant Gram-negative bacilli handling in-ICU death

or discharge as competing risks, dashed lines indicate 95% confidence intervals.

Vignette A: propensity score-matched cohorts (n = 77 x 2). Vignette B: whole study cohort.
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ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

Patients and methods — Additional information

Standard precautions for infection prevention in the ICU where this study was performed
include (i) the use of patient-dedicated equipment for monitoring, care, and mobilization, (ii)
hand hygiene with alcohol-based hand rub at room entrance and exit, and between each
distinct procedure of care, (iii) the use of single-use gloves and gowns in case of close contact
with patients and potential exposure to body fluids during nursing, physiotherapy, and other
care not requiring full-barrier precautions, and (iv) a twice-daily cleaning of all inert surfaces

from the patient’s environment using a quaternary ammonium-based disinfectant.

For the routine detection of intestinal colonization with ceftriaxone-resistant Gram-
negative bacilli (CFR-GNB), rectal swabs are discharged in 1 ml of 0.9% saline and 50 pl of
the suspension are subsequently plated on a selective medium for CFR-GNB (chromID
ESBL; bioMérieux, Marcy-1"Etoile, France). After overnight incubation at 35°C, colonies are
identified by matrix assisted laser desorption/ionization — time-of-flight using a Microflex
instrument (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) and sub-cultured for complete
susceptibility testing by the disk diffusion method on Mueller-Hinton agar plates (Bio-Rad,
Marnes-la-Coquette, France), in accordance with the French Society of Microbiology

guidelines (www.sfm-microbiologie.org). Enterobacteriaceae isolates showing a synergy zone

between broad-spectrum cephalosporins and clavulanate are categorized as ESBL-E.
Cloxacillin-supplemented Mueller-Hinton agar (250 mg.ml) is used for ESBL detection in

natural AmpC producers with a derepressed cephalosporinase phenotype.
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Table S1. Overall volumes of antimicrobial consumption during the study period, and

comparison with nation-wide data

Antimicrobial agents/classes

Overall

consumption

Nation-wide data, France, 2015 (n = 193
ICU),! median [interquartile range]

Non antipseudomonal penicillins?
Amoxicillin-clavulanic acid
Ceftriaxone

Cefotaxime

Antipseudomonal cephalosporins®
Piperacillin-tazobactam
Imipenem and/or meropenem
Aminoglycosides
Fluoroguinolones

Metronidazole

Vancomycin and/or teicoplanin

43

62

106

24

115

175

88

51

26

115

106

NA
215 [154-283]
75 [27-132]
59 [19-141]
46 [24-81]
114 [79-147]
66 [36-106]
107 [83-149]
133 [89-204]
59 [36-85]

42 [24-69]

Table S1 footnote

Data are expressed as defined daily doses (DDD) per 1,000 patient-days — that is, the total

number of treatment days with a given class / total number of patient-days in the ICU x 1,000.

LAvailable at www.invs.santepubliquefrance.fr; 2Aminopenicillins, oxacillin and cloxacillin

(pooled); 3Ceftazidime and cefepime (pooled).
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Table S2. Cohorts of patients with and without exposure to anti-anaerobes drugs during the

ICU stay: balance assessment for main baseline characteristics after propensity score-based

matching

Exposure to anti-anaerobes

Baseline characteristics antibiotics during the 1CU stay Test SMD
Not exposed Exposed
(n=77) (n=77)

Sex, male 50 (64.9) 49 (63.6) 1.000 0.03
Age, years 61.25 +17.00 63.13 = 15.67 0476 0.11
Diabetes mellitus 15 (19.5) 17 (22.1) 0.843 0.06
Chronic cardiac disease 43 (55.8) 43 (55.8) 1.000 <0.001
Chronic lung disease 16 (20.8) 15 (19.5) 1.000 0.03
Chronic liver disease 2 (2.6) 3(3.9) 1.000 0.07
Chronic neurological disease 7(9.1) 7(9.1) 1.000 <0.001
Cancer 20 (26.0) 19 (24.7) 1.000 0.03
Immunosuppression other than cancer 2 (2.6) 2 (2.6) 1.000 <0.001
Type of ICU admission - Transfer 51 (66.2) 45 (58.4) 0.406 0.16
SAPS-2 at ICU admission 39.08 +15.01 39.52 +15.10 0.856 0.03
Intestinal carriage of CFR-GNB at ICU admission 9 (11.7) 5 (6.5) 0.400 0.18
Main diagnosis of the ICU stay - Respiratory 16 (20.8) 21 (27.3) 0.451 0.15
Main diagnosis of the ICU stay - Circulatory 9 (11.7) 5 (6.5) 0.400 0.18
Main diagnosis of the ICU stay - Sepsis 6 (7.8) 7(9.1) 1.000 0.05
Main diagnosis of the ICU stay - Neurological 10 (13.0) 5 (6.5) 0.277 0.22
Main diagnosis of the ICU stay - Trauma 11 (14.3) 14 (18.2) 0.662 0.11
Main diagnosis of the ICU stay - Hepatic/intestinal 7(9.1) 14 (18.2) 0.159 0.27
Main diagnosis of the ICU stay - Others 18 (23.4) 11 (14.3) 0.216 0.23
Surgery during the ICU stay 19 (24.7) 16 (20.8) 0.701 0.09
Acquisition of CFR-GNB during the ICU stay 14 (18.2) 24 (31.2) 0.093 0.30
Time from admission to the first acquisition, days 18.6 + 20.0 145+ 109 0.408 0.26

Table S2 footnote

Data are expressed as number (%) or mean * standard deviation.
ICU, intensive care unit; SMD, standardized mean difference; SAPS-2, simplified acute

physiology score 2; CFR-GNB, ceftriaxone-resistant Gram-negative bacilli
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Figure S1. Study flow-chart

[ 575 admissions in the ICU over the study period ]
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G J
4 N\
154 patients (28.9%) with no weekly
surveillance rectal sample <
(ICU LOS, median, 4 [3-6] days)

v

[ 352 patients included in the study cohort ]

Figure S1 footnote

ICU, intensive care unit; LOS, length of stay
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Probability of acquired carriage of CFR-GNB

Figure S2. Predicted cumulative rates of acquired intestinal carriage of ceftriaxone-resistant
Gram-negative bacilli in patients exposed and non-exposed to ceftriaxone
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Figure S2 footnote

Red lines: patients exposed to ceftriaxone. Black lines: patients not exposed to ceftriaxone.
Solid lines indicate the predicted cumulative acquisition rates of intestinal colonization with
ceftriaxone-resistant Gram-negative bacilli handling in-ICU death or discharge as competing

risks, dashed lines indicate 95% confidence intervals.

Vignette A: propensity score-matched cohorts (n = 77 x 2). Vignette B: whole study cohort.
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DI1SCUSSION ET CONCLUSION

Notre étude suggere qu’une réduction de la consommation d’antibiotiques actifs sur les
bactéries anaérobies de la flore intestinale pourrait permettre de prévenir 1’acquisition d’un
portage de BGN-RCF chez les patients de réanimation. Le role de la résistance a la
colonisation exercée par la flore digestive anaérobie a été essentiellement étudié sur des
modeéles animaux ou dans des travaux cliniques réalisés en dehors du contexte spécifique de
la réanimation : nos résultats sont donc importants dans la mesure ou ils soulignent ce réle de
la résistance a la colonisation chez les patients de réanimation, trés exposes a la pression de

sélection des antibiotiques et a la pression de colonisation par des BGN-RCF.

Des analyses supplémentaires seront réalisées a court terme et intégrées dans ’article
avant sa soumission. Dans un premier temps, nous réévaluerons I’impact des antibiotiques
anti-anaérobies en distinguant les deux types de BGN-RCF les plus fréquemment acquis dans
cette cohorte, c’est-a-dire P. aeruginosa et AHE. Dans un second temps, nous analyserons
séparément 1’impact respectif des trois antibiotiques anti-anaérobies étudiés dans ce travail,
c’est-a-dire amoxicilline-acide clavulanique, Pipéracilline Tazobactam, et métronidazole.
Enfin, une approche complémentaire consistera a étudier I’impact de ces antibiotiques sur
I’évolution de 1’abondance relative dans les selles (évaluée en routine de fagon semi-
quantitative au laboratoire de microbiologie du CHRO) des BGN-RCF chez les sujets
porteurs, et de rechercher une éventuelle relation entre 1’augmentation de 1’abondance relative

sous traitement et le risque d’IN ultérieure au méme BGN-RCF (52,53).

De facon plus générale, il est nécessaire de réaliser de nouvelles études afin d’évaluer
plus finement I’impact des antibiotiques sur le microbiote intestinal des patients de
réanimation et ainsi orienter le clinicien dans le choix des molécules. La mise en place de tels
projets est complexe en raison de I'hnétérogéneité des schémas posologiques, de la co-
administration ou de la prise antérieure d'autres antibiotiques — ou d'autres médicaments
pouvant avoir un impact sur le microbiote (par exemple, les inhibiteurs de la pompe a
protons). Les études futures devront d’abord sélectionner des marqueurs reflétant les divers
aspects de I’impact des antibiotiques sur le microbiote. D'un point de vue clinique, 1’une des
principales justifications de la désescalade d’une antibiothérapie est de prévenir I’'implantation
et/ou la prolifération de BMR dans le microbiote intestinal. La concentration intestinale de
BMR (exprimées en unités formant colonie par gramme de selles) et leur abondance relative
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(rapport entre la concentration d’un BGN résistant et celle de I’ensemble des BGN) sont donc
des marqueurs de choix (53). Cependant, les techniques modernes d’analyse du microbiote
(séquengage du géne de I’ARNr 16S et shotgun metagenomics) apporteront a 1’évidence des
données plus précises sur I’impact écologique des antibiotiques, notamment en termes de
richesse et de diversité de cet écosysteme. La métagénomique permet également I'analyse du
résistome, c'est-a-dire le contenu fécal en génes de résistance (55). Le suivi de ces marqueurs
pourra étre realise sur des échantillons successifs prélevés chez un méme sujet avant, pendant,

et a distance de la prise d'antibiotiques.

L’idéal, pour évaluer I’'impact des antibiotiques sur le microbiote et optimiser
I’interprétation des résultats, serait de réaliser des études sur des volontaires en bonne santé.
Un nombre suffisant de volontaires sains devrait étre inclus pour prendre en compte les
variations interindividuelles possibles de composition du microbiote basal, d'absorption (pour
les médicaments oraux) et d'excrétion intestinale des antibiotiques. Cependant, pour des
raisons éthiques évidentes, il semble difficilement envisageable d'inoculer des BMR & des

volontaires sains.

Par conséquent, 1’évaluation de la dynamique quantitative des BMR sous exposition a
des antibiotiques doit étre réalisée sur des modeles expérimentaux dans le but de reproduire
les concentrations intestinales observées chez ’homme (56). Le microbiote animal étant assez
différent de celui de I'nomme, une alternative pourrait consister a cultiver in vitro les matieres
fécales de volontaires humains enrichis d'inoculum contrélé de BMR (57). Dans de tels
modeles, 1’évolution des concentrations de BMR sous exposition aux antibiotiques testés
pourrait étre mesurée. La conception d’études évaluant I’impact des antibiotiques sur la
transmissibilité des BMR sera plus complexe. Cela nécessitera des études contextuelles dans
des services spécifiques, ce qui soulevera la difficulté d’harmoniser les protocoles et les

résultats.

Au cours du développement d'un nouvel antibiotique, les essais cliniques de phase |
réalises chez des volontaires sains visent a évaluer la sécurité du médicament et les
parameétres pharmacocinétiques. Pour un codt supplémentaire limité, des expériences in vivo
pourraient étre mises en ceuvre chez les mémes volontaires selon un protocole normalisé
établi par des experts en résistance microbiologie et en pharmacocinétique (en particulier pour

la durée du suivi et les délais d'échantillonnage).
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Les résultats de tels protocoles devront permettre de construire un score écologique
composite. Ce type d’indicateur permettrait de classer les antibiotiques en termes d'impact sur
la flore intestinale. Il serait ensuite accessible et utilisable au clinicien pour optimiser une
stratégie de bon usage des antibiotiques (antibiotic stewardship). Cette démarche pourrait
s’appliquer aux antibiotiques en cours de développement, mais aussi a ceux déja disponibles

sur le marché et pour lesquels les données écologiques manquent.

D’autres perspectives ont été envisagées dans le but de limiter I’impact de certains
antibiotiques sur la flore digestive. Elles correspondent davantage a des mesures

symptomatiques en réponse aux effets délétéres des antibiothérapies :

e Charbon a libération colique, DAV 132: a la suite de Il'administration
d'antibiotiques, une partie importante du médicament atteint la flore commensale du
cblon, en raison d'une absorption incomplete dans l'intestin gréle (par exemple, les
macrolides), d'une sécrétion hépatique via la bile (par exemple, les tétracyclines) ou
d'un transfert induit par un transporteur dans la lumiére intestinale (par exemple, les
fluoroquinolones). Les concentrations locales d'antibiotiques dans le caecum et le
colon sont suffisantes pour induire des effets profondément déléteres, tels que
I'élimination rapide de nombreux microorganismes sensibles. Le DAV132 permet
d’éliminer efficacement des médicaments indésirables du caecum et du célon, tels
que les antibiotiques, sans interférer avec l'absorption des composés dans les parties

supérieure et moyenne de l'intestin gréle (58).

e SYN-004 (ribaxamase) : il s’agit d’une fB-lactamase congue pour étre administrée
par voie orale en méme temps que des P-lactamines injectables. Le mécanisme
d'action de la ribaxamase est de dégrader I'excés de B-lactamine excrété dans
I'intestin gréle, protégeant ainsi la flore colique des dommages collatéraux

engendrés par ces antibiotiques (59).

e La transplantation de microbiote fécal a montré des résultats spectaculaires dans les
infections a C. difficile et peut en outre éliminer la colonisation intestinale avec des

agents pathogeénes tels que les entérocoques résistants a la vancomycine (60).
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En conclusion, ces travaux préliminaires suggerent que I'exposition a des antibiotiques
qui alterent la microflore intestinale anaérobie, et la résistance a la colonisation qu'elle
confere, peuvent contribuer a la dissémination de BGN-RCF chez les patients de réanimation.
De nouvelles études sont nécessaires pour confirmer nos résultats dans d'autres
environnements de réanimation. Limiter I'utilisation des médicaments anti-anaérobies pourrait
constituer un aspect essentiel des programmes de bon usage des antibiotiques visant a

contréler la propagation des BGN-RCF dans cette population de malades.
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