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I. DETERMINATION DE LA SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

A. Abréviations et terminologie

ATCC American Type Culture Collection (http://www.atcc.org )

CAMHB Cation adjusted Mueller Hinton Broth (Mueller-Hinton ajusté en cation Mg?*,
Ca2+)

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute

MNT Mycobactérie non tuberculeuse

OADC Acide oléique, dextrose et catalase

UFC Unités formant colonies

RAPMYCO Mycobactéries non tuberculeuses a croissance rapide

SLOMYCO Mycobactéries non tuberculeuses a croissance lente

B. Réactifs

Milieu de culture CAMHB

Eau distillée stérile

Gélose au sang (MNT a croissance rapide)

Supplément de culture OADC (SLOMYCO)

Plague SLOMYCO

7H10 (MNT a croissance lente)

C. Détermination des CMI en milieu liquide (microdilution) : milieux et
conditions techniques générales

La méthode de référence est la microdilution en milieu liquide, de type CAMHB seul pour les
RAPMYCO, et supplémenté de 5% OADC (acide oléique, dextrose et catalase) pour les SLOMYCO,
(CLSI 2011; CLSI 2018).

- lecture apres 7 a 14 jours d’incubation pour les mycobactéries a croissance lente.

- lecture aprés 3 a 5 jours d’incubation pour les mycobactéries a croissance rapide; une
incubation prolongée de 14 jours doit étre réalisée pour détecter la résistance inductible a la
clarithromycine pour certaines espeéces.

- linoculum doit étre standardisé a 0,5 Mc Farland. L’obtention d’un inoculum homogéne est
primordiale pour avoir des résultats reproductibles.

La méthode de microdilution peut étre faite par méthode maison dans chaque laboratoire ou
méthode commercialisée (ex : SLOMYCO et RAPMYCO, SENSITITRE®). Les techniques décrites dans
ce document sont celles des plagues commercialisées par soucis d’harmonisation et de simplicité.
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PREPARATION DE L'INOCULUM
1. Dans un tube a hémolyse mettre 5 billes de verre, ajouter % 6se de 10 pl de culture solide de la

mycobactérie a étudier.

Passer au vortex pendant 1 minute.

Ajouter 1 ml d’eau distillée stérile (I’aspect final doit étre lactescent).
Laisser reposer 15 minutes.

vk W

Ajouter le surnageant de culture préparée dans le tube (10 ml) de milieu de culture adéquat coffret
(SLOMYCO et RAPMYCO, SENSITITRE) pour obtenir une DO de 0,5 Mc Farland (I'étape suivante doit étre
exécutée en 30 minutes maximum).

6. Passer au vortex brievement.

7. Puisinoculer la plague RAPMYCO ou SLOMYCO avec 100 pl de I'inoculum par puit.

CONTROLE DE L'INOCULUM

Inoculum pur :
A partir du témoin sans antibiotique :
=  étaler 10 pl au rateau sur une gélose au sang pour les mycobactéries a croissance rapide.

=  étaler 10 pl au rateau sur gélose 7H10 pour les mycobactéries a croissance lente.
Préparer une dilution au 1/50 (ajouter 10 pl du témoin sans antibiotique dans 500 pl d’eau distillée) :

= étaler 10 pl au rateau sur une gélose au sang pour les mycobactéries a croissance rapide.
=  étaler 10 pl au rateau sur gélose 7H10 pour les mycobactéries a croissance lente.

Inoculum attendu : 5.10% & 1.10° UFC/mL.

Nombre de colonies sur
gélose Pur (10 plL)

Nombre de colonies sur
Gélose au 1/50 (10 L)

Inoculum estimé UFC/mL

Inoculum : interprétation

<50 0 <5.10* trop faible, refaire
I'antibiogramme

504> 100 0a<100 5.10*-1.10° acceptable

>100 >100 >10° Trop riche, refaire

I"antibiogramme

D. Controle de qualité interne
Principe : ces contréles de qualité interne sont a réaliser :

- une fois par semaine ou a chaque série si moins d’une série par semaine,

- achaque nouveau lot de réactifs

NB : a chaque nouveau lot, il est recommandé de pré-incuber une plaque reconstituée avec le milieu de

culture (sans bactérie) pendant 24h a 36 +/-1 °C pour en vérifier la stérilité.

AZAY mycobactéries — groupe antibiogramme — version diffusée le 27/05/2019

Page 4 sur 31



CMI (mg/L) cibles*

Antibiotiques M. peregrinum S. aureus ATCC | P. aeruginosa E. faecalis ATCC | M. avium ATCC | M. kansasii | M. marinum ATCC 927

ATCC 700686 29213* ATCC 27853* 29212* 700898¢ ATCC 12478°
Amikacine <1-4 1-4 1-4 64-256 nd nd 1-4
Cefoxitine 4-32 1-4 nd nd nd nd nd
Ciprofloxacine <0,12-0,5 0,12-0,5 0,25-1 0,25-2 nd nd 1-8
Clarithromycine (MH) <0,06-0,5 0,12-0,5 nd nd 0,5-2 nd 0,5-2
Clarithromycine (7h9) nd nd nd nd 1-4 nd nd
Doxycycline 0,12-0,5 0,12-0,5 nd 2-8 nd nd 1-8
Imipénéme 2-16 0,015-0,06 1-4 0,5-2 nd nd nd
Linézolide 1-8 1-4 nd 1-4 4-16 nd 1-4
Méropéneme 2-16 0,03-0,12 0,25-1 2-8 nd nd nd
Minocycline 0,12-0,5 0,06-0,5 nd 1-4 nd nd nd
Moxifloxacine <0,06-0,25 0,015-0,12 1-8 0,06-0,5 0,25-2 nd 0,5-4
Rifabutine nd nd nd nd nd <0,12-0,5
Rifampicine nd 0,004-0,015 nd 0.5-4 0.5-4 <1 <0,5-2
Tigécyline 0,03-0,25 0,03-0,25 nd 0,03-0,12 nd nd nd
Tobramycine 2-8 0,12-1 0,25-1 8-32 nd nd nd
Trimethoprime/sulfaméthoxazole <0,25/4,8 -2-38 <0,5/9,5 8/152-32/608 <0,5/9,5 nd nd <0,5/9,5-4/16

Hces valeurs sont celles rapportées par le CLSI. Se référer également aux cibles données par le fabricant en cas de réalisation de méthodes commercialisées
type SLOMYCO et RAPMYCO (SENSITITRE®) ; en particulier pour M. avium et clarithromycine (0,25-4 mg/L) et amikacine (2-16 mg/L).

* non recommandés en premiére intention, mais peuvent étre utilisés en alternative.

$ espéces recommandées dans le CLSI 2011 mais n’étant plus recommandés comme CQ dans le CLSI 2018 (CLSI, 2011 ; CLSI 2018).

nd : non déterminée.
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1. DEFINITION DES CATEGORIES CLINIQUES

Certains documents font état d’'une absence de corrélation entre issues du traitement des mycobactérioses

et sensibilité aux antibiotiques in vitro. Cette absence de corrélation parait basée sur des études obsolétes,

soit du fait de la méthode utilisée (Banks et al., 1984; Jenkins et al., 2003), soit du fait des concentrations

critiques choisies (Schon and Chryssanthou, 2017).

La corrélation entre sensibilité in vitro et issue de traitement a été démontrée pour :

- M. avium complex et clarithromycine : impact de la résistance a la clarithromycine sur le succes d’une
polychimiothérapie a base de clarithromycine (Tanaka et al., 1999),

- M. avium complex et amikacine : lien entre échecs et émergence de la résistance (Brown-Elliott et al.,
2012; Brown-Elliott et al., 2013), mais aussi impact de I'utilisation d’amikacine sur la survie de patients
infectés par une souche résistante a la clarithromycine (Griffith et al., 2006),

- M. abscessus et clarithromycine: impact du polymorphisme du géne erm sur le succés d’une
polychimiothérapie a base de clarithromycine (Koh et al., 2011),

- M. abscessus et clarithromycine ou amikacine/tobramycine : lien entre échec et émergence de la
résistance (Prammananan et al., 1998; Wallace et al., 1996),

- M. chelonae et clarithromycine ou amikacine/tobramycine : lien entre échec et émergence de la
résistance (Prammananan et al., 1998; Wallace et al., 1996),

- M. kansasii et rifampicine : lien entre échec et émergence de la résistance (Wallace et al., 1994).
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lll. TABLEAUX DES CONCENTRATIONS CRITIQUES POUR L'INTERPRETATION DES CMI

A. Mycobactéries du complexe avium (comprend les espéces : M. avium (subsp. avium, subsp. hominissuis, subsp.
paratuberculosis, et subsp. silvaticum), M. intracellulare, M. chimaera, M. colombiense, M. vulneris, M. marseillense, M.
timonense, M. arosiense, M. yongonense, M. paraintracellulare, M. bouchedurhonense, M. lepraemurium)

Les valeurs critiques ont été proposées par (Brown-Elliott et al., 2013; CLSI 2011; CLSI 2018; Mougari et al., 2017) pour les espéces les plus courantes du
complexe avium (M. avium et M. intracellulare), et sont proposées par extrapolation pour les espéces citées ci-dessus.

Méthode par microdilution en plaque 96 puits (SLOMYCO®).
Milieu de culture : milieu liqguide Mueller-Hinton + 5% d’OADC (7H9 + 5% d’OADC si Mueller-Hinton non lisible).

Inoculum : 0,5 Mc Farland.
Incubation : atmosphére normale, 36 +/-1°C, 7 jours (10 a 14 jours si besoin).

Controle de qualité : M. avium ATCC 700898 (ou a défaut M. marinum ATCC 927).

Indications de réalisation d’un antibiogramme :

- en labsence d’antécédent de traitement, hors terrain a risque (transplantation d’organe solide, immunodépression sévere, etc): pas
d’antibiogramme phénotypique (conclusion de I'analyse : « En |'absence d'antécédent de traitement, le profil de sensibilité est stéréotypé et ne
nécessite pas d'étre contrélé par un antibiogramme (Renvoisé, Antimicob. Agents Chemother., 2015 Nov;59(11):7153-5). Le traitement standard
ATS devrait étre actif (Am J Respir Crit Care Med. 2007 Feb 15;175(4):367-416. An official ATS/IDSA statement: diagnosis, treatment, and prevention
of nontuberculous mycobacterial diseases; Haworth, Thorax, 2017 ; Haworth, BMJ Open Respir,2017». (Griffith et al., 2007; Haworth et al., 2017b,
2017a; Maurer et al., 2018; Renvoisé et al., 2015)
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- en I'absence d’antécédent de traitement, mais terrain a risque (transplantation d’organe solide, immunodépression sévere, etc.) : réalisation d’'un
antibiogramme phénotypique ; mais a défaut la détermination de la sensibilité a la clarithromycine par méthode génotypique est suffisante (par

exemple avec la méthode GenoType NTM-DR® (Hain Lifescience)). Dans ce dernier cas, conclusion de I'analyse : « En I'absence d'antécédent de
traitement, I'antibiogramme phénotypique n’a pas été réalisé (Renvoisé, Antimicrob. Agents Chemother., 2015 Nov;59(11):7153-5), mais
I’'antibiogramme génotypique est en faveur d'une sensibilité aux macrolides et aux aminosides (Mougari, J. Antimicrob Chemother. 2017 Jun
1;72(6):1669-1677). Le traitement standard ATS devrait étre actif (Am J Respir Crit Care Med. 2007 Feb 15;175(4):367-416. An official ATS/IDSA
statement: diagnosis, treatment, and prevention of nontuberculous mycobacterial diseases; Haworth, Thorax, 2017 Nov,72; Haworth, BMJ Open
Respir,2017, vol4(1)».(Griffith et al., 2007; Mougari et al., 2016; Renvoisé et al., 2015)
NB : si la méthode génotypique utilisée est GenoType NTM-DR® (Hain Lifescience), préciser sur le résultat que cette méthode détecte la résistance
aux macrolides et aux aminosides chez 95% des souches résistantes(Mok et al., 2017; Mougari et al., 2017).

- en présence d’antécédent de traitement par un macrolide ou un aminoside (= 1 mois) : la réalisation d’un antibiogramme phénotypique est

indispensable
- pour un patient traité pour une infection a MAC, la réalisation d’un antibiogramme phénotypique est recommandée lorsque les cultures sont

positives sous traitement apres :
o 23 mois en cas d’infection disséminée,
o 26 mois en cas d’infection chronique.

Liste standard Liste complémentaire (uniquement en cas de souche résistante a la
clarithromycine)**

Clarithromycine* Amikacine

* e résultat obtenu pour la clarithromycine est extrapolable a I’azithromycine
** bien que des concentrations critiques soient proposées par le CLSI pour la moxifloxacine et le linézolide, elles n’ont pas été retenues car elles sont situées
au milieu de la distribution des CMI des souches sauvages (Deshpande et al., 2010; Maurer et al., 2018).
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Antibiotiques Concentrations critiques (mg/L)® Notes
S< I R>

Amikacine parentérale 16* 32¢ 32 Ne rendre le résultat de I'antibiogramme qu’en cas de résistance a la
clarithromycine car bien que des concentrations critiques soient proposées par le
CLSI, elles sont difficilement interprétables car elles sont situées au milieu de la
distribution des CMI des souches sauvages (Brown-Elliott et al., 2013; Maurer et
al., 2018).

En cas de résistance (ou de résultat intermédiaire) a I'amikacine sans antécédent
de traitement : le résultat phénotypique doit étre controlé. En cas de
confirmation de la résistante phénotypique, réaliser une détection génotypique de
la résistance (GenoType NTM-DR® (Hain Lifescience)) et en cas de discordance
(résistance phénotypique et sensibilité génotypique) : transmettre la souche au
CNR-MyRMA pour investigations complémentaires. Dans tous les cas, le résultat
de résistance ne doit pas étre communiqué au clinicien AVANT controle.

Clarithromycine (7H9) 16° 328 328 En cas de résistance a la clarithromycine sans antécédent de traitement : le

Clarithromycine (MH) 8 16“ 16“ résultat phénotypique doit étre contrélé. En cas de confirmation de la résistante
phénotypique, réaliser une détection génotypique de la résistance (GenoType
NTM-DR® (Hain Lifescience)) et en cas de discordance (résistance phénotypique et
sensibilité génotypique) : transmettre la souche au CNR-MyRMA pour
investigations complémentaires. Dans tous les cas, le résultat de résistance ne

doit pas étre communiqué au clinicien AVANT controéle.

8 M. avium (CLSI : méthode radiométrique, pH = 6.8, concentrations critiques utilisés pour microdilution en milieu 7H9 car méme pH).
@ M. avium (CLSI : méthode en microdilution, milieu MH, pH =7.3-7.4).
" (Brown-Elliott et al., 2013)
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Propositions de conclusions a joindre aux résultats d’antibiogramme pour les mycobactéries appartenant au complexe M. avium (cas les plus fréquents) :

en cas de sensibilité a la clarithromycine : « Profil de sensibilité caractéristique des souches sauvages de |'espéce, en particulier souche sensible a la
clarithromycine. La détermination de la sensibilité a la rifampicine et a I'éthambutol ne sera pas réalisée du fait de I'absence de corrélation entre le
succes thérapeutique et la sensibilité in vitro pour ces molécules. Le traitement standard ATS devrait étre actif (Am J Respir Crit Care Med. 2007 Feb
15; 175(4):367-416. An official ATS/IDSA statement: diagnosis, treatment, and prevention of nontuberculous mycobacterial diseases) ».(Griffith et
al., 2007)

en cas de résistance a la clarithromycine : « Souche résistante a la clarithromycine, mais sensible a I'amikacine. La détermination de la sensibilité a
la rifampicine et a I'’éthambutol ne sera pas réalisée du fait de I'absence de corrélation entre le succes thérapeutique et la sensibilité in vitro pour
ces molécules. Le traitement standard ATS ne sera probablement pas actif (Am J Respir Crit Care Med. 2007 Feb 15; 175(4):367-416. An official
ATS/IDSA statement: diagnosis, treatment, and prevention of nontuberculous mycobacterial diseases) » (Griffith et al., 2007).

en cas de résultat intermédiaire a la clarithromycine : « Souche intermédiaire a la clarithromycine, mais sensible a I'amikacine. La détermination de
la sensibilité a la rifampicine et a I’éthambutol ne sera pas réalisée du fait de I'absence de corrélation entre le succes thérapeutique et la sensibilité
in vitro pour ces molécules. Le succes du traitement standard ATS est imprévisible (Am J Respir Crit Care Med. 2007 Feb 15; 175(4):367-416. An
official ATS/IDSA statement: diagnosis, treatment, and prevention of nontuberculous mycobacterial diseases) » (Griffith et al., 2007).
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B. M. kansasii

Les valeurs critiques ont été proposées par le CLSI 2011, CLSI 2018 (CLSI 2011; CLSI 2018).
Méthode par microdilution en plaque 96 puits (SLOMYCQO?®).
Milieu de culture : milieu liqguide Mueller-Hinton + 5% d’OADC (7H9 + 5% d’OADC si Mueller-Hinton non lisible (cas fréquent en cas de M. kansasii).

Inoculum : 0,5 Mc Farland.

Incubation : atmosphére normale, 36+/-1°C, 7 jours (10 a 14 jours si besoin).
Controle de qualité : M. avium ATCC 700898 (ou a défaut M. marinum ATCC 927).

Indications de réalisation d’un antibiogramme :

- dans tous les cas, lorsque les critéres d’infections sont réunis et qu’un traitement est envisagé,
- pour un patient traité pour une infection a M. kansasii, la réalisation d’un antibiogramme phénotypique est recommandée lorsque les cultures
sont positives sous traitement aprés > 3 mois.
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Liste standard*

Liste complémentaire (uniquement en cas de souche résistante a la
rifampicine)

Rifampicine

Clarithromycine**

Moxifloxacine

*bien que des concentrations critiques soient proposées par le CLSI (2011, 2018) pour I'amikacine, la ciprofloxacine, le linézolide, la minocycline, la
rifabutine, et le trimétoprime/sulfaméthoxazole, elles n‘ont pas été retenues. Concernant I'amikacine, le linézolide, la minocycline, et le
trimétoprime/sulfaméthoxazole, 'absence de données cliniques ne permet pas de préjuger de leur activité in vivo. Concernant la ciprofloxacine, les
parameétres PK/PD sont moins en faveur d’une efficacité clinique que la moxifloxacine. Concernant la rifabutine, la concentration critique proposée par le
CLSI est bien supérieure a la concentration au pic sérique, exposant au risque de catégoriser sensibles des souches de sensibilité anormale (Bakuta et al.,
2018) (a noter qu’aucune discordance entre la sensibilité a la rifampicine et la rifabutine n’a été décrite pour M. kansasii).

** |e résultat obtenu pour la clarithromycine est extrapolable a I'azithromycine.

Antibiotiques Concentrations critiques (mg/L) Notes

S< I R >
Clarithromycine 16 16 Ne rendre le résultat de I'antibiogramme qu’en cas de résistance a la rifampicine
Moxifloxacine 2 2 Ne rendre le résultat de I'antibiogramme qu’en cas de résistance a la rifampicine
Rifampicine 1 - 1 En cas de résistance a la rifampicine sans antécédent de traitement : le résultat

phénotypique doit étre controlé. En cas de confirmation de la résistante
phénotypique : transmettre la souche au CNR-MyRMA pour investigations
complémentaires. Dans tous les cas, le résultat de résistance ne doit pas étre
communiqué au clinicien avant controéle.
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Propositions de conclusions a joindre aux résultats d’antibiogramme pour les M. kansasii (cas les plus fréquents) :

en cas de sensibilité a la rifampicine : « Profil de sensibilité caractéristique des souches sauvages de I'espéce, en particulier souche sensible a la
rifampicine. La détermination de la sensibilité a I'isoniazide et a I'’éthambutol ne sera pas réalisée du fait de I'absence de corrélation entre le succes
thérapeutique et la sensibilité in vitro pour ces molécules. Le traitement standard ATS devrait étre actif (Am J Respir Crit Care Med. 2007 Feb
15;175(4):367-416. An official ATS/IDSA statement: diagnosis, treatment, and prevention of nontuberculous mycobacterial diseases) » (Griffith et
al., 2007).

en cas de résistance a la rifampicine : « Souche résistante a la rifampicine, mais sensible a la clarithromycine et a la moxifloxacine. La détermination
de la sensibilité a I'isoniazide et a I’éthambutol ne sera pas réalisée du fait de I'absence de corrélation entre le succés thérapeutique et la sensibilité

in vitro pour ces molécules. Le traitement standard ATS ne sera probablement pas actif, un avis expert devrait étre pris pour le choix du
traitement. » (Griffith et al., 2007).s
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C. M. simiae, M. szulgai, M. xenopi
Les valeurs critiques proposées par le CLSI pour M. kansasii sont ici proposées par extrapolation pour M. simiae, M. szulgai et M. xenopi.

Méthode par microdilution en plaque 96 puits (SLOMYCQO®).
Milieu de culture : milieu liquide Mueller-Hinton + 5% d’OADC (7H9 + 5% d’OADC si Mueller-Hinton non lisible).

Inoculum : 0,5 Mc Farland.
Incubation : atmosphére normale, 36+/-1°C, 7 jours (10 a 14 jours si besoin).

Controle de qualité : M. avium ATCC 700898 (ou a défaut M. marinum ATCC 927).

Indications de réalisation d’un antibiogramme :

- dans tous les cas, lorsque les critéres d’infections sont réunis et qu’un traitement est envisagé,
- pour un patient traité pour une infection a M. simiae, M. szulgai ou M. xenopi, la réalisation d’un antibiogramme phénotypique est
recommandée lorsque les cultures sont positives sous traitement aprés > 3 mois.

Liste standard Liste complémentaire

Amikacine
Clarithromycine*
Moxifloxacine

Rifampicine**

* e résultat obtenu pour la clarithromycine est extrapolable a I'azithromycine.
** bien que des concentrations critiques soient proposées par le CLSI pour la rifampicine et M. xenopi, elles nont pas été retenues car elles sont situées au
milieu de la distribution des CMI des souches sauvages (Litvinov et al., 2018).
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Antibiotiques Concentrations critiques (mg/L) Notes

S< I R >
Amikacine 16 32 32
Clarithromycine 8 16 16
Moxifloxacine 1 2 2
Rifampicine 1 - 1 Sauf pour M. xenopi car bien que des concentrations critiques soient proposées
par le CLSI pour la rifampicine, elles n’ont pas été retenues car elles sont situées au
milieu de la distribution des CMI des souches sauvages (Litvinov et al., 2018).

Propositions de conclusions a joindre aux résultats d’antibiogramme pour M. simiae :

- en cas de profil de sensibilité sauvage: « Le comportement de la souche vis-a-vis des antibiotiques éprouvés est celui que I'on observe
habituellement pour des souches sauvages de cette espéce. Aucune étude n’a mis en évidence de corrélation entre la sensibilité in vitro et
d’efficacité in vivo pour cette espéce ; les antibiotiques présumés les plus efficaces étant : amikacine, clarithromycine, ethambutol, moxifloxacine. ».

- en cas de profil de sensibilité anormal : « Profil de sensibilité non caractéristique de I'espéce (résistance a ....). Cependant, aucune étude n’a mis en
évidence de corrélation entre la sensibilité in vitro et d’efficacité in vivo pour cette espece ».

Propositions de conclusions a joindre aux résultats d’antibiogramme pour M. szulgai et M. xenopi :
- en cas de profil de sensibilité sauvage : « Le comportement de la souche vis-a-vis des antibiotiques éprouvés est celui que I'on observe
habituellement pour des souches sauvages de cette espéce. Aucune étude n’a mis en évidence de corrélation entre la sensibilité in vitro et

d’efficacité in vivo pour cette espéce; les antibiotiques présumés les plus efficaces étant: rifampicine, moxifloxacine, clarithromycine,
éthambutol ».

- en cas de profil de sensibilité anormal : « Profil de sensibilité non caractéristique de I'espéce (résistance a ....). Cependant, aucune étude n’a mis en
évidence de corrélation entre la sensibilité in vitro et d’efficacité in vivo pour cette espéece »
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D. M. marinum

Méthode par microdilution en plaque 96 puits (SLOMYCO® ou RAPMYCOQ®).
Milieu de culture : milieu liquide Mueller-Hinton + 5% d’OADC (7H9 + 5% d’OADC si Mueller-Hinton non lisible).

Inoculum : 0,5 Mc Farland.
Incubation : atmosphére normale, 30+/-2°C, 7 jours (10 a 14 jours si besoin).
Controle de qualité : M. avium ATCC 700898 (ou a défaut M. marinum ATCC 927).

Indications de réalisation d’un antibiogramme :

la réalisation d’un antibiogramme n’est indiquée qu’en cas d’échec d’un traitement bien conduit depuis au moins 6 mois. Conclusion de I'analyse : « En
I'absence d'antécédent de traitement, le profil de sensibilité est stéréotypé et ne nécessite pas d'étre contrélé par un antibiogramme. Les souches sauvages
de Mycobacterium marinum sont classiquement sensibles aux rifamycines, a la clarithromycine et a la doxycycline (Aubry A et al. Antimicrob Agents
Chemother. 2000 Nov ; 44(11):3133-6).

- Liste standard Liste complémentaire
Clarithromycine* aucun
Minocycline**
Rifampicine

* |e résultat obtenu pour la clarithromycine est extrapolable a I’azithromycine.

** le résultat obtenue pour la minocycline est extrapolable a la doxycycline, mais a l'inverse le résultat de la doxycycline n’est pas extrapolable a la
minocycline et ne doit donc pas étre testée, car bien que des concentrations critiques soient proposées par le CLSI, elles n’ont pas été retenues car elles
sont situées au milieu de la distribution des CMI des souches sauvages (Chazel et al., 2016).
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Antibiotiques Concentrations critiques (mg/L) Notes
S< I R >

Clarithromycine 16 16

Minocycline

Rifampicine 1 1

Propositions de conclusions a joindre aux résultats d’antibiogramme pour M. marinum (cas le plus fréquent) :

en cas d’antibiogramme réalisé et sauvage : « Le comportement de la souche vis-a-vis des antibiotiques éprouvés est celui que I'on observe
habituellement pour des souches sauvages de cette espéce. Les antibiotiques présumés les plus efficaces et les moins toxiques sont les suivants :

doxycycline, rifampicine, et clarithromycine (Aubry A et al. Arch Intern Med. 2002 ; 162(15):1746-52 ; Aubry A et al. Antimicrob Agents Chemother.
2000 Nov ; 44(11):3133-6) ».
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E. Mycobactéries du complexe fortuitum (comprend les espéces : M. boenickei, M. brisbanense, M. cosmeticum, M.
fortuitum, M. houstonense, M. mageritense, M. neworleansense, M. peregrinum, M. porcinum, M. senegalense, M.
septicum, et M. setense), mycobactéries du complexe M. mucogenicum (M. aubagnense, M. phocaicum), mycobactéries du
complexe smegmatis (M. smegmatis, M. goodii)

Les valeurs critiques ont été proposées par le CLSI pour les especes les plus courantes du complexe M. fortuitum, et sont proposées par extrapolation pour
I’ensemble du complexe.

Méthode par microdilution en plaque 96 puits (RAPMYCO®).
Milieu de culture : milieu liquide Mueller-Hinton (CAMHB) Sans OADC.

Inoculum : 0,5 Mc Farland.

Incubation : atmosphére normale, 30+/-2°C, 3 a 5 jours (lecture a répéter a 14 jours pour la clarithromycine pour vérifier la présence d’une résistance
inductible).

Controle qualité : M. peregrinum ATCC 700686 (ou a défaut : S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853, E. faecalis ATCC 29212).

Indications de réalisation d’un antibiogramme :

- dans tous les cas, lorsque les critéres d’infections sont réunis et qu’un traitement est envisagé

NB : a noter que ni les coffrets d’identification moléculaire (GenoType Mycobacterium CM® ; GenoType Mycobacterium AS® (Hain)), ni la spectrométrie de
masse ne permettent pas l'identification précise de M. fortuitum.
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Liste standard

Liste complémentaire*

Triméthroprime / sulfaméthoxazole (TMP/SMX)

Amikacine
Ciprofloxacine
Doxycycline
Moxifloxacine

Clarithromycine*
Imipénéme®

Méropénéme®
Tigécycline

* en cas de résistance acquise aux fluoroquinolones ou d’impossibilité de réaliser une bithérapie orale avec les molécules de premiere ligne
¥ le résultat obtenu pour la clarithromycine est extrapolable a I'azithromycine.
® le résultat obtenue pour I'imipénéme ou le méropénéme n’est pas extrapolable a I'értapénéme.

Antibiotiques Concentrations critiques (mg/L)
S< | R >

Amikacine 16 32 32

Ciprofloxacine 2 2

Clarithromycine 2 La lecture des CMIs doit étre répétée aprés 14 jours d’incubation pour
dépister une résistance inductible par production naturelle de la méthylase
Erm (39) pour I'espéce M. fortuitum. M. peregrinum et M. senegalense sont
habituellement sensibles.

Doxycycline 1 2-4 4

Imipéneme 4 8-16 16

Linézolide 8 16 16

Méropéneme 4 8-16 16

Minocycline 1 2-4 4

Moxifloxacine 1 2 2
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Tigécycline 1 1 Concentration critique extrapolée d’aprés les données de M. abscessus et la

distribution des CMI vis-a-vis des souches sauvages de M. fortuitum complexe
(cf. annexe 1)

Triméthoprime/sulfaméthoxazole 2/38 - 2/38

Propositions de conclusions a joindre aux résultats d’antibiogramme de M. fortuitum complex (cas les plus fréquents) :
- en cas de profil de sensibilité sauvage avec résistance inductible : « Le comportement de la souche vis-a-vis des antibiotiques éprouvés est celui

qgue l'on observe habituellement pour des souches sauvages de cette espéce : résistance inductible a la clarithromycine et sensibilité aux
fluoroquinolones et a I'amikacine. »

en cas de profil de sensibilité sauvage sans résistance inductible : « Le comportement de la souche vis-a-vis des antibiotiques éprouvés est celui

gue l'on observe habituellement pour des souches sauvages de cette espéce : sensibilité a la clarithromycine, aux fluoroquinolones et a
I"'amikacine. »
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F. M. abscessus, M. massiliense, M. bolletii

Les valeurs critiques ont été proposées par le CLSI pour les especes les plus courantes du complexe M. abscessus, et sont proposées par extrapolation pour
I’ensemble du complexe.

Méthode par microdilution en plaque 96 puits (RAPMYCO®).
Milieu de culture : milieu liquide Mueller-Hinton. (CAMHB) sans OADC.

Inoculum : 0,5 Mc Farland.
Incubation : atmosphére normale, 30+/-2°C, 3 a 5 jours (lecture a répéter a 14 jours pour la clarithromycine).
Controle qualité : M. peregrinum ATCC 700686 (ou a défaut : S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853, E. faecalis ATCC 29212).

Indications de réalisation d’un antibiogramme :

- en I'absence d’antécédent de traitement, hors terrain a risque (mucoviscidose, transplantation d’organe solide, immunodépression séveére, etc) :
pas d’antibiogramme phénotypique mais la détermination de la résistance a la clarithromycine et a I'amikacine par méthode génotypique est
indispensable. Conclusion de I’analyse en cas de sensibilité génotypique aux macrolides et aux aminosides : « En |'absence d'antécédent de
traitement, le profil de sensibilité est stéréotypé et ne nécessite pas d'étre contrdlé par un antibiogramme (Brown-Elliott, J Clin Microbiol, 2013 Nov
51(10) : 3389-3394), mais, |'antibiogramme génotypique est en faveur d'une sensibilité aux macrolides et a I'amikacine (Mougari, J. Antimicrob
Chemother. 2017 Jun 1;72(6):1669-1677). Un traitement peut étre proposé selon les recommandations internationales (Am J Respir Crit Care Med.
2007 Feb 15;175(4):367-416. An official ATS/IDSA statement: diagnosis, treatment, and prevention of nontuberculous mycobacterial diseases,
Haworth, Thorax, 2017 Nov, vol72., Floto, Thorax 2016 Janv.71(1) »(Brown-Elliott et al., 2013; Floto et al., 2016; Haworth et al., 2017a; Mougari et
al., 2017).

NB : en cas de résistance génotypique aux macrolides ou aux aminosides, réaliser un antibiogramme phénotypique.

- en l'absence d’antécédent de traitement, mais terrain a risque (mucoviscidose, transplantation d’organe solide, immunodépression sévere, etc) :
la réalisation d’un antibiogramme phénotypique est indispensable.

AZAY mycobactéries — groupe antibiogramme — version diffusée le 27/05/2019

Page 21 sur 31



- en présence d’antécédent de traitement par au moins l'une des familles d’antibiotiques utilisée pour le traitement (2 1 mois) : la réalisation d’'un
antibiogramme phénotypique est indispensable,

- pour un patient traité pour une infection a M. abscessus, M. massiliense, M. bolletii, la réalisation d’'un antibiogramme phénotypique est
recommandée lorsque les cultures sont positives sous traitement apres :

o 23 mois en cas d’infection disséminée,
o 26 mois en cas d’infection chronique.

Liste standard Liste complémentaire
Amikacine Méropénéme®
Cefoxitine Linézolide

Clarithromycine*
Imipénéme®

Tigécycline

*bien que des concentrations critiques soient proposées par le CLSI pour la moxifloxacine, la ciprofloxacine, la doxycycline, la minocycline et le
triméthroprime/sulfaméthoxazole, elles n’ont pas été retenues car elles sont situées au milieu de la distribution des CMI des souches sauvages (Mougari et
al., 2016).

¥ le résultat obtenu pour la clarithromycine est extrapolable a I'azithromycine.

® le résultat obtenue pour I'imipénéme ou le méropénéme n’est pas extrapolable a I'értapénéme.

Antibiotiques Concentrations critiques (mg/L) Notes
S< | R>
Amikacine 16 32 32 En cas de résistance a 'amikacine sans antécédent de traitement ni mutation du

gene rrs : le résultat phénotypique doit étre contrélé. En cas de confirmation de la
résistante phénotypique : transmettre la souche au CNR-MyRMA pour
investigations complémentaires. Dans tous les cas, le résultat de résistance ne

doit pas étre communiqué au clinicien avant controéle.
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Clarithromycine

La lecture des CMls doit étre réalisée apres 14 jours d’incubation pour dépister la
résistance inductible de type erm41*

- lecture précoce pour la détection de la résistance acquise (des positivité
du témoin positif sans antibiotique vers J3-J4) : a confronter a I'étude du
gene rrl

- lecture tardive pour la détection de la résistance inductible (augmentation
de la CMlI entre J3 et J14).

En cas de résistance a la clarithromycine a la premiere lecture sans mutation du
géne rrl le résultat phénotypique doit étre controlé. En cas de confirmation de la
résistante phénotypique : transmettre la souche au CNR-MyRMA pour
investigations complémentaires. Dans tous les cas, le résultat de résistance ne
doit pas étre communiqué au clinicien avant controéle.

Imipéneme

8-16

16

Méropéneme

8-16

16

Linézolide

16

16

Tigécycline

NI S

Concentration critique du CA-SFM 2018 et distribution des souches sauvages de
M. abscessus (Mougari et al., 2016)

Propositions de conclusions a joindre aux résultats d’antibiogramme de M. abscessus

- en cas de sensibilité a la clarithromycine (M. massiliense,): « Le comportement de la souche vis-a-vis des antibiotiques éprouvés est celui que I'on
observe habituellement pour des souches sauvages de cette espéce, en particulier sensibilité a la clarithromycine (erm41 massiliense) et a la

tigécycline, et sensibilité modérée a la cefoxitine, I'imipénéme et a I'amikacine. A noter : résistance naturelle a la tobramycine. »

- en cas de sensibilité a la clarithromycine (M. abscessus erm41 C28): « Le comportement de la souche vis-a-vis des antibiotiques éprouvés est celui
que I'on observe habituellement pour des souches sauvages de cette espéce, en particulier sensibilité a la clarithromycine (erm41 abscessus C28) et

a la tigécycline, et sensibilité modérée a la cefoxitine, I'imipénéme et a 'amikacine. A noter : résistance naturelle a la tobramycine. »
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- en cas de résistance inductible a la clarithromycine (M. bolletii,): « Le comportement de la souche vis-a-vis des antibiotiques éprouvés est celui que
I'on observe habituellement pour des souches sauvages de cette espéce, en particulier résistance inductible a la clarithromycine (erm41 bolletii),
sensibilité la tigécycline, et sensibilité modérée a la cefoxitine, 'imipéneme et a I'amikacine. A noter : résistance naturelle a la tobramycine. »

- en cas de résistance inductible a la clarithromycine (M. abscessus erm41 T28): « Le comportement de la souche vis-a-vis des antibiotiques
éprouvés est celui que I'on observe habituellement pour des souches sauvages de cette espéce, en particulier résistance inductible a la

7

clarithromycine (erm41 abscessus T28), sensibilité la tigécycline, et sensibilité modérée a la cefoxitine, I'imipénéme et a I'amikacine. A noter :
résistance naturelle a la tobramycine. »

- En cas de résistance acquise a la clarithromycine (mutation du géne rrl) : « Souche résistante a la clarithromycine, mais sensible a la tigécycline et
modérément sensible a la cefoxitine, I'imipénéme et a I'amikacine. A noter : résistance naturelle a la tobramycine. ».
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G. Mycobactéries du complexe chelonae (comprend les espéces : M. chelonae, M. franklinii, M. immonogenum, M.
salmoniphylum, M. saopolense).

Les valeurs critiques ont été proposées par le CLSI pour les espéces les plus courantes du complexe M. chelonae, et sont proposées par extrapolation pour
I’ensemble du complexe.

Méthode par microdilution en plaque 96 puits (RAPMYCO®).
Milieu de culture : milieu liquide Mueller-Hinton. CAMHB sans OADC.

Inoculum : 0,5 Mc Farland.
Incubation : atmosphére normale, 30+/-2°C, 3 a 5 jours (lecture a répéter a 14 jours pour la clarithromycine.
Controle qualité : M. peregrinum ATCC 700686 (ou a défaut : S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853, E. faecalis ATCC 29212).

Indications de réalisation d’un antibiogramme : dans tous les cas, lorsque les critéres d’infections sont réunis et qu’un traitement est envisagé.

NB : a noter que la spectrométrie de masse et certains coffrets d’identification moléculaire (GenoType Mycobacterium CM® ; GenoType Mycobacterium AS®
(Hain)) ne permettent pas I'identification précise de M. chelonae (le seul coffret commercialisé permettant I'identification précise de M. chelonae est le
coffret GenoType NTM-DR®).
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Liste standard

Liste complémentaire

Clarithromycine*
Tobramycine

Doxycycline
Imipénéme®
Linézolide
Méropénéme®
Minocycline
Tigécycline
Triméthroprime / sulfaméthoxazole (TMP/SMX)

¥ le résultat obtenu pour la clarithromycine est extrapolable a I'azithromycine.

® le résultat obtenu pour I'imipénéme ou le méropénéme n’est pas extrapolable a I'értapénéme.

Antibiotiques Concentrations critiques (mg/L) Notes
S< I R >

Clarithromycine 2 4 4 M. chelonae est dépourvu de géne erm et est naturellement sensible a la
clarithromycine.
En cas de résistance a la clarithromycine a la premiere lecture sans
mutation du gene rrl le résultat phénotypique doit étre controlé. En cas de
confirmation de la résistante phénotypique : transmettre la souche au CNR-
MyRMA pour investigations complémentaires. Dans tous les cas, le résultat
de résistance ne doit pas étre communiqué au clinicien avant controle.

Doxycycline 1 2-4 4

Imipéneme 4 8-16 16

Linézolide 8 16 16

Méropéneme 4 8-16 16
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Minocycline 1 2-4

Tigécycline 1 - 1 Concentration critique extrapolée de M. abscessus en cohérence avec la
distribution des souches sauvages de M. chelonae (données CNR
Mycobactéries non publiées, (Cavusoglu et al., 2012))

Tobramycine 2 4 4 En cas de résistance a la tobramycine sans mutation du gene rrs le résultat
phénotypique doit étre contrélé. En cas de confirmation de la résistante
phénotypique : transmettre la souche au CNR-MyRMA pour investigations
complémentaires. Dans tous les cas, le résultat de résistance ne doit pas
étre communiqué au clinicien avant controéle.

Triméthroprime/sulfaméthoxazole 2/38 - 2/38

Propositions de conclusions a joindre aux résultats d’antibiogramme de M. chelonae :

- en cas de sensibilité a la clarithromycine et a la tobramycine: « Le comportement de la souche vis-a-vis des antibiotiques éprouvés est celui que
I'on observe habituellement pour des souches sauvages de cette espéce, en particulier sensibilité a la clarithromycine, a la tobramycine (mais
résistance naturelle a 'amikacine) et a la tigécycline ; et sensibilité modérée a I'imipénéme et au linézolide. »,

- souche résistante a la clarithromycine : « Souche résistante a la clarithromycine, mais sensible a la tobramycine (mais résistance naturelle a
I’'amikacine) et la tigécycline, et modérément sensible a I'imipénéme et au linézolide. ».
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ANNEXES

Annexe n°1: données de la littérature concernant la sensibilité aux antibiotiques, déterminée par méthode de microdilution, des différentes espéces du
complexe M. fortuitum (Tang et al. CMI 2015 ;21 :236-241; Goswani et al. Indian J Med Microbiol 2016 ;34 :442-447 ;Brown et al. Antimicrob Agents
Chemother 1992; 36:180-84; Gordon et al. Emerg Infect Dis 2011 ;17 :556-8 ; Pang et al. Int J Clin Exp Med 2015; 8:15423-31).(Brown et al., 1992; Gordon
Huth et al., 2011; Goswami et al., 2016; Pang et al., 2015; Tang et al., 2015)

CMI mg/L (" souches si n>1)

Espece Amikacine | Imipénéme | Méropénéme Cipro- Moxiflo | Doxycycline | Tigécycline | Clarithro | Linézolide SMX
Complexe <0,5- 1-32% <0,12->4113 0,25-0,5%° <0,12->321% 0,12->16 1->64 <4,75->8
fortuitum >128115
M. boenickei 0,5 0,5 0,25 0,06 16 0,03 16 8 4
M. brisbanense 0,13 4 0,25 0,06 4 0,13 0,13 0,5 4
M. fortuitum 0,25 4 <0,03 <0,03 0,03 0,5 0,25-4
M. houstonense
M. mageritense <1-32 <0,5-8 <0,25-0,5 0,25->64 <0,03-0,12 1->64 <2-16 <2-32
M. peregrinum <0,06-0,5°
M. porcinum 0,5 4 0,25 0,06 16 0,06 2 8 4
M. senegalense 0,5 2 4 0,13 0,06 0,03 0,13 1 16
M. septicum 0,13 16 0,06 0,06 8 1 1 1 1
M. setense 0,5 0,25 0,06 0,03 >32 0,13 4 4 >256
SMX, sulfaméthoxazole
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