SECTION 2.1.

DIAGNOSTIC DE LABORATOIRE

CHAPITRE 2.1.1.

METHODES DE LABORATOIRE UTILISEES
POUR LES TESTS DE SENSIBILITE DES
BACTERIES AUX ANTIMICROBIENS

RESUME

Avec laugmentation des résistances bactériennes aux agents antimicrobiens utilisés
traditionnellement, il est devenu plus difficile pour les cliniciens de choisir empiriquement 'agent
antimicrobien approprié. Par conséquent, les tests in vitro de sensibilité aux antimicrobiens (TSA) des
bactéries pathogenes importantes, sur des échantillons correctement prélevés, doivent faire appel,
pour leur réalisation, a des méthodes validées. Les TSA sont donc un élément important des lignes
directrices concernant un usage prudent des antimicrobiens dans la production animale au niveau
mondial et les vétérinaires de tous les pays doivent disposer de ces données afin de prendre des
décisions éclairées.

Méme s’il existe toutes sortes de méthodes, les tests in vitro de la sensibilité aux antimicrobiens ont
pour objectifs communs soit de fournir un paramétre prédictif fiable de la maniére dont le
microorganisme est susceptible de répondre au traitement antimicrobien chez I'héte infecté, soit
d’évaluer, a des fins de surveillance, s'il y a eu développement de résistance. Ce type d’information
permet au clinicien de choisir I'agent antimicrobien approprié, aide a I'élaboration de stratégies
concernant 'usage des antimicrobiens et fournit des données de surveillance épidémiologique. Ces
données de surveillance épidémiologique servent de base pour choisir le traitement empirique
approprié (traitement de premiére ligne) et pour détecter 'émergence et/ou la dissémination de
souches bactériennes résistantes ou de facteurs de résistance chez différentes espéces
bactériennes. Le choix d’'une méthode de TSA en particulier repose sur de nombreux facteurs tels
que données de validation, commodité, flexibilité, automation, codt, reproductibilité, exactitude,
normalisation et harmonisation.

Le recours aux approches génotypiques pour la détection de génes de résistance aux antimicrobiens
est également encouragé pour accroitre la rapidité et I'exactitude des tests de sensibilité. De
nombreux tests ADN sont en cours de développement pour détecter, au niveau génétique, la
résistance des bactéries aux antimicrobiens. Ces méthodes, utilisées conjointement avec l'analyse
phénotypique, offrent des perspectives pour accroitre la sensibilité, la spécificité et la rapidité de la
détection de certains génes de résistance connus et peuvent étre utilisées en tandem avec les
méthodes de laboratoire traditionnelles pour les tests de sensibilité aux antimicrobiens.

INTRODUCTION

La multiplication des bactéries pathogénes multirésistantes aux antimicrobiens a été reconnue par I'Organisation
mondiale de la santé animale (OMSA, fondée comme OIE), par 'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation
et l'agriculture (FAO) et par 'Organisation mondiale de la Santé (OMS) comme un sérieux probléme mondial de santé
humaine et animale. Le développement des résistances bactériennes aux antimicrobiens n’est un phénomene ni
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fortuit ni nouveau. Les préoccupations vont toutefois croissant en raison de la fréquence a laquelle de nouveaux
phénotypes émergents résistants apparaissent parmi les bactéries patogénes ou chez les microorganismes
commensaux, telles les résistances aux carbapénémes, a la colistine, au linézolide, aux macrolides, etc.

Historiguement, de nombreuses infections pouvaient étre traitées avec succés sur la base de I'expérience clinique
antérieure du clinicien ou parce que la sensibilité des germes pouvait étre prédite de maniere fiable (permettant
ainsi le recours a un traitement empirique) ; cest désormais plus souvent I'exception que la régle (Walker, 2007).
Des résistances a quasi tous les agents antimicrobiens actuellement approuvés pour une utilisation chez ’lhomme
ou en médecine vétérinaire ont été observées. Si I'on y ajoute la multiplicité d’agents antimicrobiens actuellement
disponibles, celarend le choix d’un agent approprié de plus en plus compliqué. Cette situation a rendu les cliniciens
plus dépendants des données provenant des tests in vitro de sensibilité aux antimicrobiens, soulignant 'importance
des laboratoires diagnostiques pour la pratique clinique.

De nombreuses méthodes de test de la sensibilité aux antimicrobiens (TSA) sont disponibles pour déterminer la
sensibilité des bactéries aux antimicrobiens. Le choix d'une méthode repose sur plusieurs facteurs tels que
commodité, flexibilité, automation, colt, reproductibilité, exactitude, accessibilité et préférences individuelles. La
normalisation et I’harmonisation des méthodes de TSA utilisées pour la surveillance épidémiologique des
résistances aux antimicrobiens est essentielle pour comparer les données entre les différents programmes
nationaux ou internationaux de surveillance des Membres de 'TOMSA. |l est primordial que les méthodes de TSA
fournissent des résultats reproductibles lors de leur utilisation quotidienne de routine en laboratoire et que ces
données soient comparables aux résultats obtenus avec une méthode reconnue comme une référence absolue. La
meéthode de TSA actuellement considérée comme la méthode de référence est la technique de microdilution en
bouillon telle que décrite par 'Organisation internationale de normalisation (ISO, 2006), méthode qui permet de
déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI). En 'absence de méthodes normalisées ou de procédures
de référence, les données de sensibilité provenant de laboratoires différents ne peuvent pas étre comparées de
maniére fiable. La méthode utilisée pour sélectionner les échantillons ainclure dans les programmes de surveillance
de la résistance aux antimicrobiens ainsi que les méthodes utilisées pour l'isolement préalable des bactéries
constituent aussi des facteurs importants a normaliser ou harmoniser afin de permettre une comparaison directe
des données entre différentes régions ; un document de FOMSA traite de ces questions (Dehaumont, 2004).

Avec les progrés des TSA, c’est aussi la compréhension des multiples facteurs susceptibles d’influencer le résultat
global des tests de sensibilité qui a progressé (OMS, 2017). Ce document fournit des lignes directrices pour la
normalisation des méthodes de TSA ainsi que pour l'interprétation des résultats des tests de sensibilité aux
antimicrobiens.

1. Exigences des essais

Afin de parvenir & la normalisation des méthodes de TSA et a la comparabilité de leurs résultats, les exigences
suivantes devraient s'appliquer :

i) l'utilisation de méthodes de TSA normalisées est essentielle, y compris I’harmonisation des paramétres de test
tels que milieu, inoculum, temps d’incubation, contréles de qualité, choix des agents antimicrobiens et criteres
d’interprétation consécutifs;

ii) les méthodes normalisées de TSA ainsi que toutes les spécifications essentielles et les critéres
d’interprétation doivent étre clairement définis, documentés en détail et utilisés par tous les laboratoires
concernés;

iii) toutesles méthodes de TSA doivent générer des données exactes et reproductibles ;
iv) lasensibilité quantitative (CMI) doit faire I'objet de rapports;

v) [létablissement de laboratoires nationaux ou régionaux de référence pour coordonner les méthodes de TSA,
les interprétations et les techniques opérationnelles appropriées utilisées pour garantir I'exactitude et la
reproductibilité (p. ex. contréles qualité) est essentiel ;

vi) les laboratoires de microbiologie doivent appliquer et suivre un programme officiel de gestion de la qualité
(voir Chapitre 11.5 Gestion de la qualité dans les laboratoires de diagnostic vétérinaire) ;

vii) les laboratoires doivent avoir obtenu l'accréditation d’une tierce partie comprenant bien les méthodes de TSA
utilisées dans le domaine d’application de cette accréditation. Lorganisme d'accréditation doit répondre aux
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viii)

2.

normes de I'ILAC (International Laboratory Accreditation Cooperation) et aux lignes directrices relatives aux
normes utilisées pour le processus d’accréditation. Les normes d’accréditation utilisées doivent également
exiger la participation aux programmes d’essais d’aptitude ;

des souches bactériennes spécifiques témoins de référence/de qualité sont essentielles pour procéder au
contréles de qualité, a lassurance qualité et aux essais d’aptitude intralaboratoire et interlaboratoires.

Choix des antimicrobiens pour les tests et les rapports

Le choix de Pantimicrobien approprié pour les tests de sensibilité peut s’avérer difficile, compte tenu du grand
nombre d’agents disponibles. Les lignes directrices suivantes doivent étre observées:

)]

ii)

iii)

iv)

V)

l'atelier conjoint dexperts FAO/OMSA/OMS sur l'usage hors médecine humaine des antimicrobiens
recommande de dresser une liste d’antimicrobiens a usage vétérinaire et humaintrésimportants pour les tests
de sensibilité ;

la décision concernant le choix des antimicrobiens les plus appropriés est prise par chague Membre de
OMSA en concertation avec les organismes et les organisations appropriés;

les antimicrobiens d'une méme classe peuvent avoir une activité in vitro similaire contre des bactéries
pathogénes données. Dans de tels cas, il convient de choisir un antimicrobien représentatif qui permette de
prédire la sensibilité des autres membres de sa classe ;

certains microorganismes peuvent étre intrinsequement résistants a des classes dantibiotiques
particuliéres; il est donc inutile et trompeur de tester certains agents pour leur activité in vitro. Le type de
résistance intrinseéque sera déterminé pour ces microorganismes soit a 'aide de la littérature scientifique, soit
par des analyses;

le nombre d’antimicrobiens & tester doit étre conforme aux directives utilisées (CLSI/EUCAST/ISO) et contenir
au moins les représentants des différentes classes afin d’assurer la pertinence et la faisabilité des TSA (voir
également OMS, 2017).

Une révision périodique des microorganismes connus pour leur sensibilité a certains agents antimicrobiens est
recommandée afin de garantir qu'une résistance émergente ou inattendue soit détectée. Une résistance émergente
peut également étre suspectée en cas de mauvaise réponse a un traitement antimicrobien conventionnel ou
déchec thérapeutique.

3.

Méthodes de test de la sensibilité aux antimicrobiens

Les exigences suivantes doivent étre respectées:

)]
i)

iii)

les bactéries faisant l'objet d’'un TSA devraient étre isolées a partir de cultures pures de I'échantillon soumis;

des méthodes normalisées de référence doivent étre utilisées pour l'identification, de telle sorte que le genre
et/ou I'espéce des bactéries faisant l'objet du test puissent étre identifiés ;

lesisolats bactériens considérés comme les plus importants ainsi qu’une sélection d’autresisolats doivent étre
conservés pour une éventuelle analyse ultérieure (conservation par lyophilisation ou cryogénisation entre
—70°C et -80°C).

Du fait gu’ils influencent les méthodes de TSA, les facteurs suivants doivent étre déterminés, optimisés et
documentés en détail dans une procédure opérationnelle normalisée :

i)

i)

une fois la bactérie isolée en culture pure, une concentration normalisée de I'inoculum doit étre préparée au
moyen d’un néphélomeétre ou d’'un spectrophotometre, garantissant un nombre défini d'unités formant
colonies afin d'obtenir des résultats de sensibilité précis et reproductibles. Les bactéries ou autres
microorganismes utilisés dans les TSA doivent provenir d’'une culture fraiche de 24 heures;

la composition et la préparation de la gélose et du bouillon de culture utilisés (p. ex. pH, cations, thymidine ou
thymine, utilisation de milieux enrichis) doivent étre conformes aux directives (CLSI/EUCAST/ISO). La
performance et la stérilité des lots du milieu doivent également étre analysées et documentées, tout comme
les procédures employées ;
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iii)

iv)
v)

vi)
vii)

viii)

la teneur, la plage/intervalle et la concentration de Fagent antimicrobien utilisé (dans les plaques de
microtitrage, les disques, les bandelettes ou les comprimés) doivent étre conformes aux directives
(CLSI/EUCASTY/ISO) et pertinents du point de vue de I'espéce testée;

la composition des solvants et des diluants pour la préparation des solutions méres d’antibiotiques;
la croissance et les conditions d'incubation (durée, température, atmosphére p. ex. CO») ;
I'épaisseur de la gélose ;

les témoins a utiliser, y compris les microorganismes de référence employés;

les critéres d’interprétation consécutifs (seuils cliniques, valeurs limites épidémiologiques — ECOFFs).

Pour toutes ces raisons, une importance particuliére doit étre portée a l'utilisation de procédures documentées et
validées ainsi que de méthodes bien documentées, une reproductibilité suffisante ne pouvant étre atteinte
autrement.

4,

Choix de la méthode de test de la sensibilité aux antimicrobiens

Le choix d’'une méthode de TSA peut étre influencé par les facteurs suivants :

i)
ii)
iii)
iv)
v)
vi)
vii)
viii)

ix)

5.

facilité d’exécution,

flexibilité,

adaptabilité aux systémes automatisés ou semi-automatisés,

co(t,

reproductibilité,

fiabilité,

exactitude,

microorganismes et antibiotiques d’un intérét particulier pour un Membre de TOMSA donné,

disponibilité de données de validation adéquates pour I'éventail de microorganismes dont la sensibilité doit

étre testée.

Méthodes de test de la sensibilité aux antimicrobiens

Les trois méthodes suivantes se sont montrées aptes a fournir de maniére constante des résultats reproductibles
et répétables lorsquelles sont suivies correctement (Clinical and Laboratory Standards Institute [CLSI], 2008 ;
Walker, 2007) :

i)
ii)
iii)

diffusion en disque,
dilution en bouillon,

dilution en gélose.
51. Méthode de diffusion en disque

La diffusion en disque fait référence a la diffusion d’'un agent antimicrobien a partir d’'un disque ou d’un
comprimé contenant une concentration donnée de lagent dans un milieu de culture solide
(généralement une gélose de Miiller- Hinton), inoculé avec une culture pure (voir section 3). Le résultat
de la diffusion en disque est obtenu par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour du disque,
ce diamétre étant proportionnel a la sensibilité de la bactérie a I'agent antimicrobien présent dans le
disque.

La diffusion de 'agent antimicrobien dans le milieu de culture se traduit par un gradient de concentration
de Pantimicrobien. Lorsque la concentration de I'antimicrobien devient si faible qu’il ne parvient plus a
inhiber la croissance de la bactérie testée, la zone d’inhibition se démarque. Le diamétre de cette zone
d’inhibition autour du disque d’antimicrobien est lié a la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour
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cette combinaison spécifique bactérie/antimicrobien ; la zone d’inhibition est en corrélation inverse avec
la CMI de la bactérie testée. En régle générale, plus la zone d’inhibition est large, plus la concentration
d'antimicrobien requise pour inhiber la croissance des microorganismes est faible. Cela dépend toutefois
de la concentration d’agent antimicrobien dans le disque et de sa diffusibilité. Les agents antimicrobiens
dont la taille moléculaire est trés élevée diffusent mal dans la gélose, ce qui rend les méthodes de
diffusion en disque peu fiables pour ces composés. C’est pourquoi les méthodes de diffusion en disque
ne sont par exemple pas recommandées pour tester la sensibilité a la colistine/polymyxine (Matuschek
etal., 2018).

A noter : les tests par diffusion en disque reposant uniquement sur la présence ou 'absence d’'une zone
de diffusion sans considération de la taille de la zone d’'inhibition ne sont pas acceptables comme
méthode de TSA.

511. Considérations concernant l'utilisation des méthodes de diffusion en disque

La diffusion en disque est d’'une exécution facile, reproductible lorsquelle est normalisée et ne
nécessite pas déquipement colteux. Ses principaux avantages sont :

i) son faible colt,

i) la facilité a modifier le test en changeant les disques d’antimicrobien si nécessaire,

iii) la possibilité d’y recourir pour le dépistage d’'un grand nombre d’isolats,

iv) son aptitude a identifier un sous-ensemble d’isolats pour des analyses complémentaires

selon d’autres méthodes, telle la mesure de la CMI,

v) la procédure est contrdlée par linclusion d'organismes témoins appropriés pour
lesquels un intervalle cible en termes de taille des zones est disponible (ou a été déduit)
pour chacun des agents antimicrobiens pertinents a tester lors de la procédure de test
par diffusion en disque.

La mesure manuelle des zones d’inhibition peut prendre du temps. Des dispositifs automatiques
de lecture des zones existent et peuvent étre intégrés dans le systéme de rapports et de
traitement des données du laboratoire. Les disques doivent étre répartis uniformément a la
surface de la gélose de sorte que les zones d’'inhibition qui les entourent ne se chevauchent pas
au point qu’il ne soit plus possible de les distinguer. En général, cette condition est réalisée si les
disques sont distants d’au moins 24 mm d’un centre a lautre, bien que cela dépende de la
concentration du disque et de laptitude de lantimicrobien a diffuser dans la gélose. Une
contamination des plaques de culture peut étre plus difficile & détecter lorsquon utilise des
lecteurs automatisés.

Le diamétre de la zone d’inhibition obtenu dans les tests par diffusion en disque est fortement
influencé par la densité de linoculum bactérien utilisé, ce qui souligne la nécessité de
standardiser I'inoculum, conformément aux directives (CLSI, EUCAST, ISO). Un inoculum plus
dense quattendu résultera dans des zones d’inhibition plus petites tandis qu’un inoculum
clairsemé résultera dans des zones d’inhibition plus larges (BSAC [British Society for
Antimicrobial Chemotherapy], 2015).

5.2. Méthodes de dilution en bouillon et en gélose

Lobjectif des méthodes de dilution en bouillon et en gélose est de déterminer la concentration la plus
faible de 'agent antimicrobien inhibant la croissance visible de la bactérie testée, soit dans un bouillon,
soit sur gélose (CMI, généralement exprimée en ug/ml ou mg/litre). La gamme de concentrations testées
par les méthodes de dilution en bouillon ou sur gélose inclut généralement le seuil (clinique ou
microbiologique) avec des dilutions au demi de part et d’autre de cette valeur, si cela est jugé approprié.
La CMI ne représente toutefois pas toujours exactement la concentration qui était testée. La « vraie » CMI
est un point entre la concentration testée la plus basse qui inhibe la croissance de la bactérie et sa
dilution suivante. Par conséquent, les mesures de la CMI effectuées au moyen de séries de dilutions
peuvent étre considérées comme ayant une variabilité inhérente de l'ordre d’'une dilution.

Les séries de dilution des antimicrobiens doivent englober a la fois les critéres d’interprétation (sensible,
intermédiaire et résistant) pour une combinaison spécifique bactérie/antibiotique et des
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microorganismes de référence appropriés pour le contréle qualité. Les intervalles CMI cibles devraient
étre disponibles pour chacun des agents antimicrobiens a tester.

Pour mesurer la sensibilité aux antimicrobiens, les méthodes de dilution sont plus reproductibles que la
diffusion en disque, raison pour laquelle la microdilution en bouillon est actuellement la méthode
d'analyse de référence. Traditionnellement, les antibiotiques sont toutefois testés en dilutions au demi,
ce qui peut produire des données de CMI inexactes. Lintervalle continu des valeurs obtenues pour le
diameétre de la zone lors de la diffusion en disque peut donc présenter des avantages dans certaines
circonstances, comme par exemple lors du dépistage d’isolats sensibles en grand nombre.

Tout laboratoire qui prévoit d’utiliser une méthode de dilution et de préparer ses propres réactifs ainsi
que ses propres dilutions d'antibiotiques a la possibilité d'obtenir, de préparer et de conserver de maniére
appropriée des solutions méres d’antimicrobiens de qualité réactif, représentatives de la puissance de
antimicrobien (fourni par le fabricant), et de fabriquer des dilutions de travail complexes sur une base
réguliére. Les méthodes publiées doivent étre consultées et il est essentiel que ces laboratoires utilisent
des microorganismes témoins pour le contrdle qualité (voir ci-dessous) afin de garantir lexactitude et la
normalisation de leurs procédures.

5.21. Dilution en bouillon

La dilution en bouillon est une technique dans laquelle une suspension de bactéries d’une
concentration optimale préalablement définie est testée par rapport a des concentrations
variables d’un agent antimicrobien (en général, dilutions sérielles au demi) dans un milieu liquide
a la formulation prédéfinie et documentée. La méthode de dilution en bouillon peut étre réalisée
soit dans des tubes contenant un volume minimal de 2 ml (macrodilution) ou en plus petits
volumes au moyen de plaques microtitres (microdilution). De nombreuses plaques microtitres
contenant, dans leurs puits échantillon, des antibiotiques prédilués lyophilisés ou déshydratés
sont sur le marché. Lutilisation de plaques microtitres issues des mémes lots peut contribuer a
minimiser les variations susceptibles d’apparaitre lors de la préparation et de la dilution des
antimicrobiens par différents laboratoires. Lutilisation de ces plaques, avec un protocole de test
documenté incluant la spécification ainsi que les organismes de référence appropriés, facilitera
la comparabilité des résultats entre laboratoires.

Du fait que la plupart des éprouvettes de test par microdilution en bouillon sont préparées
commercialement, cette méthode est moins flexible que la dilution sur gélose ou la diffusion en
disque en matiére d’ajustement aux besoins variables des programmes de surveillance ou de
contréle.

L’achat des plaques antimicrobiennes et de I'équipement connexe étant couteux, cette méthode
n'est pas envisageable pour certains laboratoires.

5.2.2. Dilution en gélose

La dilution en gélose consiste a incorporer des concentrations variables d’agent antimicrobien
dans un milieu gélosé, traditionnellement en procédant a des dilutions sérielles au demi, suivies
de I'insémination d’'un inoculum bactérien défini a la surface de la gélose. Cette méthode peut étre
considérée comme la plus fiable pour déterminer la CMI pour certains antimicrobiens
(fosfomycine, mécillinam) ainsi que pour certaines bactéries pour lesquelles les méthodes de
dilution en bouillon ne sont pas bien établies.

Les avantages des méthodes de dilution en gélose comprennent :
)] la possibilité de tester de multiples bactéries, a 'exception des bactéries qui forment des

colonies, sur le méme jeu de plaques de gélose en méme temps;

i) la possibilité daméliorer les criteres d’identification de la CMI et d’étendre la plage de
concentration de lantibiotique ;

iii) la possibilité de semi-automatiser la méthode en utilisant un appareil de multiplication de
linoculum. Des réplicateurs d’inoculum produits commercialement sont sur le marché et
permettent le transfert de 32 ou de 60 inoculums bactériens a chaque plaque de gélose.
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Les méthodes de dilution en gélose ont aussi certains inconvénients. Par exemple,

i) si elles ne sont pas automatisées, elles sont trés laborieuses et demandent des ressources
économiques et techniques substantielles ;

i) une fois les plaques préparées, elles doivent normalement étre utilisées dans les 1 a 3
semaines, selon le contréle qualité (ou moins, selon la stabilité des antimicrobiens testés) ;

iii) les criteres d’identification ne sont pas toujours faciles alire.

La dilution en gélose est souvent recommandée comme méthode de TSA normalisée pour des
microorganismes fastidieux (CLSI, 2015), tels les anaérobies ou les espéces du genre
Helicobacter.

5.3. Autres TSA bactériens et tests spécifiques de résistance aux antimicrobiens

Les concentrations inhibitrices moyennes des antimicrobiens sur les bactéries peuvent également étre
obtenues en utilisant des bandes de gradient disponibles dans le commerce qui diffusent un antibiotique
a des concentrations prédéfinies. Lutilisation de bandes de gradient peut néanmoins s’avérer trés
colteuse et des écarts peuvent apparaitre pour certaines combinaisons bactérie/antimicrobien par
comparaison avec les résultats des autres méthodes (Ge et al., 2002 ; Rathe et al., 2009). Les méthodes
utilisant des bandes de gradient ne sont pas recommandées pour tester la sensibilité a la colistine en
raison de la taille élevée de cette molécule et de sa faible diffusion en gélose (Matuschek et al., 2018).

Quelle que soit la méthode de TSA utilisée, les procédures doivent étre documentées en détail afin de
garantir I'exactitude et la reproductibilité des résultats et des microorganismes de référence et témoins
appropriés doivent étre systématiquement testés avec chaque TSA afin de garantir 'exactitude et la
validité des données.

Le choix du TSA approprié pourra dépendre des caractéristiques de croissance de la bactérie concernée,
ainsi que des objectifs du test. Dans certaines circonstances, de nouvelles méthodes de test ou de
nouveaux essais peuvent étre plus appropriés pour la détection de phénotypes aux résistances
particuliéres. Par exemple, les tests utilisant un substrat imprégné de céphalosporine chromogéne,
comme la nitrocéfine (CLSI, 2018), peuvent fournir des résultats plus fiables et plus rapides pour la mise
en évidence de lactivité de la béta-lactamase chez certaines bactéries, tandis que la résistance
inductible a la clindamycine des staphylocoques peut étre détectée avec une méthode de diffusion en
disque en employant des disques normaux dérythromycine et de clindamycine en positions adjacentes
et en mesurant les zones d'inhibition qui en résultent (soit zone D ou test D) (Zelazny et al., 2005).

De maniére analogue, l'activité des béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) (CLSI, 2018) de certaines
bactéries peut aussi étre mise en évidence en utilisant les méthodes courantes de test de la sensibilité
par diffusion en disque, en y incorporant des céphalosporines spécifiques (céfotaxime et ceftazidime),
séparément ainsi gu’en combinaison avec un inhibiteur de béta-lactamase (acide clavulanique) et en
mesurant les zones d’'inhibition qui en résultent. De méme, la protéine fixatrice de la pénicilline 2a (PBP
2a) peut étre détectée chez les staphylocoques résistants a la méthicilline avec un test d’agglutination
du latex (Stepanovic et al., 2006). Il est essentiel de procéder a l'analyse de souches témoins négatives
et positives connues parallélement a celle des isolats cliniques pour garantir I'exactitude des résultats.

Les tests de sensibilité peuvent aussi étre effectués en utilisant des valeurs seuils spécifiquement
destinées a détecter des mécanismes particuliers de résistance bactérienne d'importance clinique ou
de santé publique, par exemple la résistance aux carbapénémes qui sont utilisés avec prudence pour
traiter les bactéries extrémement résistantes chez 'homme (EUCAST [European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing], 2017).

5.4. Orientations futures de la détection de la sensibilité/résistance aux antimicrobiens

Lutilisation d'approches génotypiques pour la détection des génes de résistance aux antimicrobiens est
encouragée pour accroitre la rapidité et I'exactitude des tests de sensibilité (Cai et al., 2003 ; Chen et al.,
2005). De nombreux tests ADN sont en cours de développement pour détecter la résistance bactérienne
aux antimicrobiens au niveau génétique. Lapproche la plus récente et sans doute la plus pointue consiste
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a utiliser le séquengage du génome pour prédire les phénotypes de résistance aux antimicrobiens par
lidentification et la caractérisation des genes connus codant les mécanismes spécifiques de résistance.

Les méthodes qui utilisent la génomique comparative, les sondes génétiques, les micropuces, les
techniques d’ampilification de l'acide nucléique (p. ex. réaction de polymérisation en chaine [PCR]) ou le
séquencgage de ’ADN sont trés prometteuses pour accroitre la sensibilité, la spécificité et la rapidité de
la détection de génes spécifiques de résistances connues (Cai et al., 2003 ; Chen et al., 2005 ; Perreten
et al., 2005). Les méthodes génotypiques sont appliquées avec succés pour compléter les méthodes
traditionnelles de TSA phénotypique pour certains microorganismes, dont les staphylocoques résistants
a la méthicilline ou les entérocoques résistants a la vancomycine ainsi que pour la détection des
mutations responsables de la résistance aux fluoroquinolones (Cai et al,, 2003 ; Chen et al., 2005;
Perreten et al., 2005). Des méthodes de PCR ont également été décrites pour les béta-lactamases, les
enzymes inactivant les aminoglycosides et les génes codant pour les pompes d’efflux des tétracyclines
(Cai et al., 2003 ; Chen et al., 2005 ; Frye et al., 2010 ; Perreten et al., 2005).

Lesinnovations technologiques des tests ADN devraient permettre la détection de génes multirésistants
et/ou de variants lors du méme test. Le développement de méthodes de diagnostic rapide
d’identification et de tests de résistance génotypique doit contribuer a réduire 'apparition de résistance
aux antimicrobiens et permettre lutilisation de lantimicrobien le plus approprié dés le début du
traitement. Les techniques ADN doivent cependant encore démontrer leur complémentarité avec les
méthodes et les résultats des TSA.

Par ailleurs, les progrés des nouvelles technologies pourraient faciliter la recherche d’'un grand nombre
de génes de résistance aux antimicrobiens chez les espéces bactériennes, de maniére rapide et a bon
compte, fournissant ainsi des données pertinentes supplémentaires pour les programmes de
surveillance et de contréle (Frye et al., 2010). Malgré l'afflux nouveau de tests génotypiques, les méthodes
phénotypiques de TSA documentées et agréées jusqu’ici resteront indispensables dans un proche
avenir pour détecter 'apparition de mécanismes de résistance parmiles bactéries pathogénes ainsi que
pour détecter et caractériser les mécanismes de résistance nouveaux ou émergents afin de développer
et de valider les analyses génétiques. Une revue de la littérature (Ellington et al., 2017) a étudié le réle du
séquencgage de I'ensemble du génome dans les tests de sensibilité des bactéries aux antimicrobiens et
est arrivée a la conclusion que les preuves a I'appui d’un remplacement des TSA phénotypiques par des
TSA génotypiques en contexte clinique pour la totalité des espéces bactériennes ne sont pas suffisantes,
méme si certaines bactéries (p. ex. Salmonella, Staphylococcus aureus) ont été bien caractérisées a cette
fin. Par la suite, plusieurs publications sont venues étayer l'utilisation des TSA génétiques (p. ex.
McDermott et al., 2016, Zhao et al., 2016). Lavenir des analyses génétiques dans la détection de la
résistance aux antimicrobiens est prometteur, mais les analyses phénotypiques resteront
fondamentales.

6. Seuils de sensibilité aux antimicrobiens et critéres pour la zone d’inhibition

Le principal objectif des TSA in vitro est de prédire comment une bactérie pathogéne pourrait répondre a un agent
antimicrobien in vivo. Le résultat généré lors d’un test de sensibilité des bactéries aux antimicrobiens in vitro, que
'on utilise la méthode de diffusion en disque ou celle de dilution, est généralement interprété et décrit comme
résistant, sensible ou intermédiaire sous l'effet d’'un antimicrobien donné en fixant des seuils cliniques. Aucune
formule unique n’a été établie pour définir les seuils optimaux. Ce processus nécessite 'examen des données
existantes et est influencé par les méthodes employées pour sélectionner les seuils appropriés.

En régle générale, les seuils de sensibilité aux antimicrobiens sont établis par des organismes nationaux de
normalisation, des sociétés professionnelles ou des instances régulatrices. Les documents pertinents devraient
étre consultés. Il peut néanmoins exister des différences notables de seuils pour le méme agent antimicrobien au
sein d’un pays ainsi que d’un pays a l'autre en raison des différences entre les organismes de normalisation et les
instances régulatrices ou en raison de différences régionales ou nationales concernant les posologies (Brown et
MacGowan, 2010 ; de Jong et al., 2009 ; Kahimeter et al., 2006).

Comme mentionné plus haut, les tests de sensibilité aux antimicrobiens doivent étre enregistrés de maniére
quantitative :

i) sous la forme d’une distribution des CMI en milligrammes par litre ou ug/ml

ii)  ousous celle du diametre de la zone d’inhibition en millimétres.
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Les deux principaux facteurs suivants permettent de déduire qu’un isolat bactérien est sensible ou résistant a un
agent antimicrobien.

i) Le développement et I'élaboration de plages de contrdle qualité (CLSI, 2015) pour les tests de diffusion en
disque ou de dilution pour les microorganismes de référence du contréle qualité.

Lélaboration de plages de contrdle qualité pour les microorganismes témoins est essentiel pour valider les
résultats de test obtenus avec une méthode de TSA donnée. Les plages acceptables des catégories
d’interprétation pour les microorganismes témoins de référence doivent étre déterminées en plus de définir
les valeurs seuils de sensibilité ou de résistance. Lutilisation de microorganismes de référence est une activité
qui reléve du contréle qualité et de 'assurance qualité.

ii) Létablissement de critéres d’interprétation appropriés concernant la définition des seuils (CLSI, 2015).
Cela nécessite de générer trois types de données distincts :
a) lesdistributions des populations de CMI des microorganismes concernés,
b) les paramétres pharmacocinétiques et les indices pharmacodynamiques de 'agent antimicrobien,

c) lesrésultats des essais cliniques et les résultats thérapeutiques de cas cliniques de maladie.

Lélaboration d’un concept connu sous le nom de « seuil microbiologique » ou de « valeurs seuils épidémiologiques »
(la valeur de CMI la plus élevée pour la bactérie et agent antimicrobien en question, lorsque la bactérie est
dépourvue de toute résistance phénotypique exprimée a I'agent antimicrobien concerné) peut se révéler plus
appropriée pour certains programmes de surveillance antimicrobienne. Les valeurs seuils épidémiologiques sont
déduites aprés examen des distributions de la population de CMI pour les espéces bactériennes et les
antimicrobiens spécifiques, effectuées dans plusieurs laboratoires selon une méthode normalisée de microdilution
en bouillon. Les isolats bactériens qui possédent une résistance phénotypique acquise (qui ont donc une CMI
supérieure a la valeur seuil épidémiologique) et, par conséquent, sécartent de la population normale sensible de
type sauvage sont désignés comme non sauvages (également appelés microbiologiquement résistants) et les
modifications de la sensibilité de la combinaison spécifique antimicrobien/bactérie peuvent ainsi étre suivies
(Kahlmeter, 2015 ; Kahimeter et al., 2006 ; Turnidge et al., 2006). Lenregistrement des données quantitatives de
sensibilité présente 'avantage de permettre d’analyser ces données en fonction de seuils cliniques ou au moyen de
valeurs seulils épidémiologiques.

Lélaboration de critéres seuils pour les tests de diffusion en disque comprend généralement la comparaison des
données de diffusion en disque avec les données de dilution et requiert la création d’'un diagramme de dispersion
de ladistribution de la population bactérienne (isolats bactérien représentatifs), sur lequel doit étre reportée la zone
d’inhibition par rapport au logarithme en base 2 de la CMI pour chaque isolat bactérien d’une unique espéce
bactérienne. Le choix des seuils se base ensuite sur plusieurs facteurs, dont I'analyse de la courbe de régression qui
corréle les CMI et le diamétre des zones d’inhibition, la distribution des populations bactériennes, la marge derreur,
la pharmacocinétique et enfin la vérification clinique.

7. Lignes directrices pour les tests de sensibilité aux antimicrobiens

Il existe actuellement dans le monde de nombreuses normes et lignes directrices nationales. Les normes et lignes
directrices internationales pour les tests de sensibilité aux antimicrobiens ainsi que pour les critéres
d’interprétation consécutifs dans le monde entier sont :

Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI, 2018),
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2017)

A heure actuelle, seul le CLSI a élaboré des protocoles pour les tests de sensibilité des bactéries dorigine animale
et pour la détermination des critéres d’'interprétation (CLSI, 2018). Une sous-commission vétérinaire (VETCAST) a
également été créée sous l'égide d’EUCAST. Des protocoles et des lignes directrices sont toutefois disponibles
aupres de nombreux organismes de normalisation et professionnels, y compris ceux énumeérés ci-dessus, pour les
tests de sensibilité des espéces bactériennes similaires responsables d’infections chez les humains. Il est possible
que ces lignes directrices soient adoptées pour les tests de sensibilité des bactéries d’'origine animale, mais chaque
pays doit évaluer ses propres normes et lignes directrices en matiére de TSA. Par ailleurs, les efforts faits pour une
normalisation et une harmonisation des seuils de sensibilité/résistance a 'échelon international se poursuivent. Ces
efforts se sont d’abord concentrés sur 'adoption des normes et des lignes directrices du CLSI et de TEUCAST, qui
fournissent aux laboratoires des méthodes et des valeurs de contréle qualité permettant la comparaison des
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méthodes de TSA et des données générées (CLSI, 2018 ; Kahlmeter et al., 2006). Pour ceux des Membres de TOMSA
ne disposant pas de méthodes de TSA normalisées, I'adoption soit de I'un soit de l'autre de ces ensembles de
normes pourrait constituer une premiére étape judicieuse vers des méthodes acceptables et vers ’harmonisation.

Bon nombre de bactéries responsables de maladies chez les animaux aquatiques requiérent des conditions de
croissance (p. ex. températures basses, milieux enrichis ou semi-solides) qui peuvent considérablement différer de
celles sappliquant aux bactéries pathogénes des animaux terrestres. Cela a nécessité le développement de
méthodes de tests de sensibilité aux antimicrobiens pour les bactéries isolées a partir d’espéces aquatiques. Plus
d’informations concernant les méthodes pour tester la sensibilité aux antimicrobiens par diffusion en disque ou
dilution en bouillon des bactéries isolées a partir d’animaux aquatiques se trouvent dans deux documents du CLSI
(CLSI, 2006 ; 2014b). Plus d’informations concernant les méthodes pour tester la sensibilité aux antimicrobiens par
diffusion en disque ou dilution en bouillon de bactéries rarement isolées ou de certaines bactéries fastidieuses
(p. ex. Campylobacter, Pasteurella) figurent, pour leur part, dans le document M45-A du CLSI (CLSI, 2015).

En guise de premiére étape vers la comparabilité des données de contrdle et de surveillance, les Membres doivent
étre encouragés a défendre une conception harmonisée et normalisée des programmes (Brown & MacGowan,
2010 ; Kahimeter et al., 2006 ; White et al., 2001), sans quoi les données provenant de pays qui utilisent des
méthodes et des programmes différents pourraient ne pas étre directement comparables (Brown et MacGowan,
2010). Quoi qu’il en soit, les données collectées au fil du temps dans un pays donné pourront au moins permettre la
détection de lapparition d’une résistance aux antimicrobiens ou de tendances dans la prévalence de la
sensibilité/résistance dans le pays en question (Petersen et al., 2003). Si les résultats obtenus avec des méthodes
de TSA différentes devaient étre comparés, la comparabilité des résultats devrait toutefois étre démontrée et un
consensus sur leur interprétation obtenu. Pour ce faire, il conviendra d’utiliser des méthodes de TSA documentées,
exactes et fiables, en conjonction avec le contréle de la performance des TSA au moyen de microorganismes de
référence bien caractérisés au sein des laboratoires participant a ces comparaisons.
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Tableau 1. Méthodes phénotypiques existantes de tests de sensibilité et leurs caractéristiques

Méthode detestde | Norme Méthodes Utilisation dans les Utilisationdansles | Seuils pouvant Résultat dutest | Comparabilité Caractéristiques
sensibilité international publiées programmes de tests de sensibilité étre utilisés des résultats
e existante existantes surveillance adesfins
nationaux thérapeutiques

Détermination de Oui (ISO Oui (CLSI, Oui, la détermination | Oui Valeurs seuils CMI Elevée Méthode de référence actuelle. Lenregistrement des

la CMI par (micro) 20776-1), EUCAST) de la CMlI par cliniques ou valeurs CMI permet d’'interpréter les résultats de test en

dilution en CLSI, microdilution est la épidémiologiq utilisant différents seuils (p. ex. seuil clinique ou ECOFF)

bouillon EUCAST méthode de choix ues (ECOFFs) ainsi que de réévaluer des données historiques en cas de
changement des valeurs seulils et d’évaluer des
modifications de la CMI. De nombreux programmes
nationaux de surveillance ont adopté cette méthode. La
valeur CMI peut parfois indiquer le mécanisme probable
de résistance (p. ex. résistance élevée a 'amikacine et
ARN méthylases) ou fournir un marqueur
épidémiologique. Il s'agit actuellement de la seule
méthode adéquate pour déterminer la sensibilité a la
colistine.

Détermination de Non Oui (CLSI, Pas utilisé a grande Oui Seuils CMI Dépendante de Méthode de référence. Les seuils appropriés pour la

la CMI par dilution EUCAST) échelle cliniques ou la congruence dilution en bouillon peuvent ne pas étre directement

en gélose ECOFFs des méthodes applicables a la diffusion en gélose. Actuellement utilisée

utilisées en particulier pour tester certains microorganismes

fastidieux.

Méthode du seuil Non Oui (littérature Pas utilisé a grande Oui Le test est Résistant ou Dépendante de Des changements dans le seuil de cette méthode

scientifique) échelle effectué aun sensible au la congruence rendent l'interprétation des données historiques
seuil défini seuil choisi des méthodes impossible. Des modifications de la sensibilité dans les
utilisées catégories S ou R ne peuvent pas étre détectées. La

méthode du seuil repose sur la croissance ou I'absence
de croissance des bactéries dans le bouillon ou la gélose
contenant un antimicrobien a une dilution unique (seuil).

Méthode des Non Oui (fabricant) Pas utilisé a grande Oui Seuils CMI Elevée Fournit une méthode alternative pratique pour

bandes de échelle cliniques ou déterminer la CMI et nécessitant un équipement

gradient ECOFFs supplémentaire minimal.
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Méthode detestde | Norme Méthodes Utilisation dans les Utilisationdansles | Seuils pouvant Résultat dutest | Comparabilité Caractéristiques
sensibilité international publiées programmes de tests de sensibilité | étre utilisés des résultats
e existante existantes surveillance adesfins
nationaux thérapeutiques

Test de diffusion Non Oui (CLSI, Peut étre utilisé, Oui Seuils Diamétredela | Dépendantede Fréguemment utilisée pour fournir une indication de la

en disque EUCAST) mais la cliniques (des zone la congruence sensibilité a des fins thérapeutiques. Modulable en ceci
Plusieurs détermination de la ECOFFs d’inhibition, des méthodes que différents disques peuvent étre utilisés, selon les
méthodes CMI par existent aussi interprété utilisées antimicrobiens autorisés pour le traitement. Les
différentes microdilution en pour la comme différentes méthodes ne sont généralement pas
existent. Elles ne | bouillon est la méthode de résistant ou équivalentes (la taille des zones obtenues avec une
sont méthode de choix diffusion en sensible selon méthode ne peut pas étre interprétée selon les critéres
généralement disque les directives d’une autre méthode). Le recueil des données de taille
pas EUCAST) du test des zones peut permettre de détecter une modification

équivalentes.

de la sensibilité. Les méthodes de diffusion en disque
peuvent étre harmonisées jusqu’a un certain degré avec
d’autres méthodes en utilisant les mémes seuils.

La méthode de test de sensibilité choisie devrait fournir des détails sur la méthode, sur les témoins appropriés, les plages de contrdle qualité et les seuils. La comparabilité des résultats obtenus dans
les programmes de surveillance ne dépend pas uniquement de la méthodologie utilisée au laboratoire, mais également de la population de bétail cible incluse dans I'étude et de la méthode
déchantillonnage.

12
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8. Comparabilité des résultats

Pour permettre la comparabilité des résultats provenant de différents systémes de surveillance, ceux-ci doivent
faire l'objet de rapports quantitatifs et inclure des informations sur la performance des méthodes, les
microorganismes de référence et les seuils utilisés ainsi que sur les antimicrobiens.

Les données des TSA consistant en un résumé cumulé et continu des profils de sensibilité (antibiogrammes) des
microorganismes importants cliniquement ou du point de vue de la surveillance doivent étre générées, enregistrées
et analysées a intervalles réguliers (CLSI, 2014a). Ces données doivent également étre présentées de maniére claire
et cohérente, de sorte que les nouveaux profils de résistance puissent étre identifiés et que les résultats atypiques
puissent étre confirmés ou réfutés. Ces données doivent figurer dans une base de données centrale et étre publiées
annuellement.

Les données cumulées des TSA seront utiles pour le suivi des tendances de sensibilité/résistance dans une région
au fil du temps ainsi que pour évaluer les effets des mesures destinées a réduire la résistance aux antimicrobiens.

9. Controle de qualité (CQ) et assurance qualité (AQ)

Des systémes de contréle qualité/d’assurance qualité doivent étre établis dans les laboratoires effectuant des TSA,
conformément au Chapitre 11.5.

i) Le contrble qualité désigne les techniques opérationnelles qui sont utilisées pour garantir lexactitude et la
reproductibilité des TSA.

ii)  Lassurance qualité inclut, sans s’y limiter, le suivi, la tenue de registres, I'évaluation, la prise éventuelle (si
nécessaire) de mesures correctives, 'étalonnage et 'entretien de I'équipement, les essais d’aptitude, la
formation et le CQ. Un programme d’AQ aide a garantir que le matériel et les processus de test fournissent
des résultats d’une qualité constante.

Les éléments suivants doivent étre déterminés et surveillés :

i) la précision de la procédure des TSA,
ii) lexactitude de la procédure des TSA,

iii) les qualifications, les compétences et les aptitudes du personnel de laboratoire ainsi que du personnel qui
interpréte les résultats ou qui participe a la surveillance de la résistance aux antimicrobiens,

iv) la performance des réactifs appropriés.
Les exigences suivantes doivent étre respectées.

i) Le respect rigoureux des techniques spécifiées et documentées en conjonction avec le contrdle qualité
(garantie de la performance et autres critéres essentiels) des milieux et des réactifs.

ii) Latenue deregistres avec:
a) les numéros de lot de tous les matériels et réactifs appropriés,
b) les dates d’expiration de tous les matériels et réactifs appropriés,
c) [Iétalonnage et la surveillance des équipements,

d) les spécifications essentielles pour la performance des TSA (résultats de référence, temps, température,
etc.).

iii) Leoules microorganismes de référence appropriés devraient rester les mémes, quelle que soit la méthode de
TSA employée.

iv) Les microorganismes de référence doivent étre obtenus aupres d’une source fiable, par exemple auprés de
I’American Type Culture Collection (ATCC"), de sources commerciales fiables ou d’institutions réputées pour
stocker et utiliser correctement les microorganismes.

v) Les microorganismes de référence doivent étre catalogués et bien caractérisés, y compris les phénotypes
dont la sensibilité aux antimicrobiens est bien définie. Les dossiers concernant ces microorganismes de
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référence devraient inclure les plages établies pour le caractére résistant ou sensible des antimicrobiens a
tester ainsi qu’'une mention de la ou des méthodes ayant permis de les déterminer.

vi) Leslaboratoires participant aux TSA doivent utiliser les microorganismes de référence appropriés pour toutes
les analyses de TSA.

vii) Les souches de référence doivent étre conservées sous forme de cultures meres a partir desquelles sont
produites les cultures de travail. Ces cellules méres doivent étre obtenues a partir de collections de cultures
nationales ou internationales. Les souches bactériennes de référence doivent étre stockées dans des
laboratoires désigneés, centralisés ou régionaux. Les cultures de travail ne doivent pas étre repiquées d’un jour
a l'autre, dans la mesure ou cela est source de contamination, et la méthode de production des cultures de
travail doit garantir que les cultures meres sont rarement utilisées. Cela peut étre réalisé grace a la production
de stocks intermédiaires de cultures dérivées des cultures d’origine et utilisées pour créer des cultures de
travail au jour le jour.

viii) Le stock de travail des microorganismes de référence appropriés doit étre testé avec la méthode privilégiée

pour analyser la performance globale du laboratoire concerné chaque jour ou des tests de sensibilité sont
réalisés.
Comme cela n’est pas toujours pratique ou économique, la fréquence de ces tests peut étre réduite si le
laboratoire est capable de démontrer que les résultats des tests faits avec les microorganismes de référence
au moyen de la méthode choisie sont reproductibles. Si un laboratoire peut documenter la reproductibilité des
méthodes de test de la sensibilité qu’il utilise, ces contrbles pourront étre effectués sur une base
hebdomadaire. Si des préoccupations concernant I'exactitude, la reproductibilité ou la validité de la méthode
surgissent, il incombe au laboratoire d’en déterminer la ou les causes et de répéter les tests avec des matériels
de référence. En fonction de la ou des causes, 'utilisation quotidienne de matériel de référence ou toute autre
mesure corrective pourra étre réinstaurée.

ix) Les microorganismes de référence doivent étre testés chaque fois qu’un nouveau lot de milieu, de plaques ou
de disques est utilisé ainsi que régulierement en paralléle avec les microorganismes a analyser.

x)  Les questions de biosécurité appropriées doivent étre résolues lors de l'obtention et de la répartition des
microorganismes dans les laboratoires concernés.

10. Essais d’aptitude externes

Les laboratoires doivent participer aux programmes externes d’assurance qualité et/ou d’essais d’aptitude,
conformément au Chapitre 1.1.5. Les laboratoires sont également encouragés a participer aux comparaisons
internationales interlaboratoires (p. ex. systéme externe d’assurance qualité de 'OMS) (Hendriksen et al., 2009).
Toutes les espéces bactériennes faisant 'objet de TSA doivent étre incluses.

Les laboratoires nationaux de référence doivent se voir confier la responsabilité de :

i) superviser les programmes d’assurance qualité des laboratoires participant a la surveillance et au contréle de
la résistance aux antimicrobiens,

ii)  caractériser un ensemble de microorganismes de référence et les fournir a ces laboratoires,
iii) créer, gérer et distribuer les échantillons a utiliser pour les essais externes d’aptitude,

iv) créer une base de données centrale accessible sur l'internet (p. ex. Systéeme européen de surveillance de la
résistance aux antimicrobiens [EARSS]) contenant les différents profils de sensibilité/résistance pour chaque
espéce bactérienne sous surveillance.

11. Conclusion

Bien gu’il existe une multitude de méthodes, 'objectif des tests de sensibilité aux antimicrobiens in vitro a des fins
vétérinaires cliniques, de surveillance ou de suivi, est commun a toutes : fournir un indicateur permettant de prédire
de maniére fiable la maniére dont un microorganisme est susceptible de répondre au traitement antimicrobien chez
I'hote infecté. Ce type d'informations permet au clinicien de choisir lagent antimicrobien approprié, fournit des
données de surveillance et aide a élaborer des politiques sur 'usage judicieux des antimicrobiens (Organisation
mondiale de la santé animale, 2010).
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Les tests de sensibilité aux antimicrobiens in vitro peuvent étre réalisés sous différentes formes, les plus courantes
étant ladiffusion en disque, la dilution en gélose, la macrodilution en bouillon, la microdilution en bouillon et 'analyse
du gradient de concentration. Chacune de ces procédures requiert des conditions et des méthodes de test
spécifiques incluant les milieux, les conditions et les temps d'incubation ainsi que [lidentification de
microorganismes appropriés pour le contréle qualité, accompagnés de leurs plages de CQ spécifiques. Il est
essentiel que les méthodes de TSA fournissent des résultats reproductibles lors de leur utilisation quotidienne en
laboratoire et que les données soient comparables avec les résultats obtenus selon une méthode reconnue comme
une référence absolue. En 'absence de méthodes normalisées ou de procédures de référence, les résultats de
sensibilité/résistance aux antimicrobiens provenant de laboratoires différents ne pourront pas étre comparés de
maniére fiable.

Lutilisation d’approches génotypiques pour la détection des génes de résistance aux antimicrobiens a également
été encouragee pour accroitre la rapidité et I'exactitude des tests de sensibilité. De plus, les progrés des nouvelles
technologies dans les techniques moléculaires (p. ex. micropuces) pourraient faciliter la recherche de nombreux
génes de résistance aux antimicrobiens chez les espéces bactériennes, de maniére rapide et a bon compte,
fournissant ainsi des données pertinentes supplémentaires pour les programmes de surveillance et de contréle
(Ojha & Kostrzynska, 2008; Poxton, 2005). Les méthodes phénotypiques normalisées de TSA resteront
indispensables pour détecter ’émergence de nouveaux mécanismes de résistance parmiles bactéries pathogénes
et pour valider leur détection au moyen de techniques génétiques (Ellington et al., 2017).
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N. B.: il existe un Laboratoire de référence de TOMSA pour la résistance aux antimicrobiens
(veuillez consulter le site internet de FTOMSA Web pour la liste actualisée
https:/www.woah.org/fr/ce-que-nous-proposons/reseau-dexpertise/laboratoires-de-reference/#ui-id-3 ).
Pour de plus amples informations sur la résistance aux antimicrobiens, veuillez contacter le Laboratoire de
référence de TOMSA.

N. B. : ADOPTE POUR LA PREMIERE FOIS EN 2004. DERNIERES MISES A JOUR ADOPTEES EN 2019.
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