REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR
ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Université Fréeres Mentouri Constantine 1
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Département de Biologie Appliquée

Memolre
Présenté en vue de I’obtention du diplome de Master Professionnalisant
Filiere : Sciences biologiques, Spécialité : Microbiologie et Hygiéne

Hospitaliere

Par : Haouachi Racha.

Theme

Etude de la résistance aux antibiotiques des bacteéries
a gram néegatif productrices de Beta-Lactamase a

spectre étendu ou élargi au niveau du
CHU-BENBADIS Constantine

Jury d’évaluation :

Président de jury : Dr.MAAMERI. Z
Rapporteur : Dr. Mosbah. A
Examinateur : Dr.BELLIL. I

Maitre de stage : Dr. BENTCHOUALA. CH

ANNEE UNIVERSITAIRE : 2017-2018



REMERCIMENT

e ¢ @0 ® <P
Je tiens tout d'abord 3 remercier DIE(] L Tiipad
* TeF
le tout puissant et misericordieux qui m'a donné I3 Force ‘ s?tﬁ.
kg
et [3 patience d'accomplir ce modeste traVvall. Ak *y
# ¥
Je tiens 3 $aisir cette 0CCasion et addresser mes profonds

remerciements et mes profondes reConnaissances ad :

- Dr. MOSBAH Asma , mon encadreur pour son ide , Ses remarques
et ses Consejls.

- Dr. BENCHOUCHALA “Chouchou”, hon seulement pour ['aide trés
précieusequelle mea apporté, mais aussi pour son enthousiasme
COmMMUNICAatIF, $a patience et sa totale disponibilite.

- Dr. Dr.BELLIL. Ines, de nous avoir 3ccordé au temps aFin
aexaminer notre traVal.

- Dr.MAANMERI Z2ineb , pour 3Voir accepté de préesider ce jury et
pour sa grande aisponibilité et pour son total dévouement.

Mes remerciements sétendent e£a/ement 3 tous mes professeurs, mes
ensSeignants et mes doCctorants pour leurs encadrements et [eurs efFores
aurant mon cursus afin de Fournir (3 meilleure £ormation possible.

Je remercie aussi I'ensemble du personnel de ['hopital Benbadis CH{J-
constantine, pour leur Collaboration sans £ajlles et pour 3 disponibilité
dans toute |3 période de mon stage durant toutes ces anhees.

Je n'oublie pas mes collegues qui ont m'accompagné aurant mes anhnees
détudes avec tous les bons et [es mauvais moments Gu'on 8 partages
ensembles, hotamment mon Sroupe de 1o méme Specialité Gui étast
Vraiment un exemple de respect, amitie, SinCerité et convivialite.

Toute ma gratitude sadresse 3 tous Ces gens et 3 tous ceux qui d’une
maniére ou d’une autre ont participé de prées ou de [oinh 3 13 réalisation et
/3 reussite de ce traVvajj.

MERCI




-’ DEDICACE

.:'2.; I e e = . > i
b o -\‘q\& 4 Y o : s PN
S o N
5 S \; h—RT ™ < 4. o N
_ ,? s X, |Je dédle mon modeste traVall § :
o \

> -

™
%‘, Mes chers parents “AHMED + LEILA ° qui par leurs prieres et leurs
encouragements, hous avons pu eurmonter tous les obstacles, Gui ont su
minculguer [a Valeur et le golt au traVail et gui m'ont permis de réaliser
jes etudes et [3 Vie gue_je soupaitais. Je tiens 3 Vous remercier pour Votre
soutien et Votre CoOnfiance, gue Vous m'avez toyjours 3CCordes.

Specialement 3 ma mere, pour tout [3mour, (e soutien, [es S3Crifices et [a
patience dont Vous avez £aits preuves. 1ous mavez appris a aller au bout
ades choses, 3 he_ jamais abandonner. Tous mavez construit. Je Vous dois
tout.

Ainsi 8 ma seeur unique ° LYNA” gui est toyjours 13 pour me soutenir, me
renforcer et maider, guavec éelle je partage [es moments de joie et de
tristesse, de force et ge falblesse.

Mes tantes SoulaF, ASsma , Wassila , Samia , Sandra et Assia ainsi gue
mes Cousins et Cousines.

Mes proches amis ° Kheiro ¢ Rayane” , merci pour le soutieh apporté
depuis le jour de notre connaissance , merci pour Votre gentijlesse ,
patience , bon pumeur , disponibilité et confiance.

EDn souvenir de notre sincere et profonde amitié et des moments
agréables gue nous avons passes ensemble.

Je noublie pas ma chere ° [ouazn/ Fatima” pour son aide.




> Liste des figures

Figure 1 : Les cibles bactériennes des antibiotiques. 3
Figure 2 : Différents mécanismes de resistance aux antibiotiques dans une | 8
bactérie Gram négative, adapté de Guardabassi et Courvalin (2006).
- - - - . . . 9
Figure 3 : Inactivation enzymatique de I’antibiotique.
Figure 4 : Modification de la cible de 1’antibiotique. 9
Figure 5 : Mécanisme de Pompes a efflux. 10
Figure 6 : Structure de la paroi des bactéries a Gram négatif. 12
Figure 7 : Structure de la paroi des bactéries a Gram positif. 12
Figure 8 : Mécanisme d’hydrolyse d’une f -lactamine par une f -lactamase. 16
Figure 9 : Les antibiotiques a noyau B-lactame ou p-lactamines. 18
Figure 10 : Schéma de la classification d’ambler. 19
Figure 11 : Test céfinase sur lame, tube et disque. Annexe 3
Figure 12 : Test céfinase sur plague. Annexe 3
Figure 13 : Test de diffusion. Annexe 3
Figure 14 : Les automates. Annexe 3
Figure 15: Antibiogrammes d’entérobactéries résistantes a 1’association | Annexe 3
amoxicilline-clavulanate.
Figure 16 : Antibiogramme d’E.coli produisant les b-lactamases a spectre | Annexe 3
élargi (céfotaximases) TEM-3 (A) et SHV-2 (B) et (ceftazidimases) TEM-24 (C) et SHV-12
(D).




Figure 17 : Antibiogramme de E.coliproduisant des B-lactamases & spectre
élargi (céfotaximases) de type CTX-M “’ordinaire’’ (CTX-M-9, A) et possédant
une activité accrue vis-a-vis de la ceftazidine (CTX-M-16, B et CTX-M-19, C).

Annexe 3

Figure 18 : Béta-lactamase a spectre élargi de détection difficile par défaut de
production : P.mirabilis produisant TEM-3. A, antibogramme comprenant des
tests de synergie négatifs ; B, test de synergie positif ; C, test de synergie avec

disque combinés.

Annexe 3

Figure 19 : Béta-lactamase a spectre élargi de type CMT chez E.coli.

Annexe 3

Figure 20 : E.aerogenes ‘’sauvage’’ (A), hyperproducteur d’ AmpC (persistance
du caractéreinductible liée a une déré-pression partielle de 1’expression du
géneampC) (B), de sensibilité diminuée ou (C) résistant (D) a I’'imipénéme et
aux céphalosporines de 4éme génération par I’association d’imperméabilité et

d’hyperproduction d’AmpC.

Annexe 3

Figure 21: E.aerogenes produisant NMC-A, une carbapénémase

chromosomique de classe A.

Annexe 3

Figure 22 : Résistance a la céfotaxine , au céfuroxime et a la céfalotine par

imperméabilité chez E.coli.

Annexe 3

Figure 23: B-lactamines et phénotypes de résistance habituels aux B-
lactamines : (E), P.aeruginosa RNL-1.phénotype B-lactamase a spectre étendu
PER-1 ;(F), P.aeruginosa 15.phénotype B-lactamase a spectre étendu VEB-
1;(G), P.aeruginosa CY-1 phénotype oxacillinase a spectre étendu OXA-
32 ;(H), P.aeruginosa COL-1 phénotype metallo-B-lactamase de type VIM-2.

Annexe 3

Figure 24 : Antibiogramme d’E.coli produisant les B-lactamases a spectre
élargi (cefotaximases) TEM-3 (A) et SHV-2 (B) et (ceftazidimases) TEM-24
(C) et SHV-12 (D).

Annexe 3

Figure 25 : Pourcentage des Escherichia coli résistantes (R + 1) aux
antibiotiques.

45




Figure 26 : Pourcentage des Klebsiella pneumoniae résistantes (R + 1) aux | 46
antibiotiques.

Figure 27 : Pourcentage des Enterobacter cloacae resistants (R + 1) aux | 47
antibiotiques.

Figure 28 : Pourcentage des Serratia marcescens résistantes (R + 1) aux | 48
antibiotiques.

Figure 29: Pourcentage des Proteus mirabilis résistants (R + 1) aux | 49
antibiotiques.

Figure 30 : Pourcentage des Salmonella spp. Digestif (Isolées des |50
coprocultures) résistantes (R + 1) aux antibiotiques.

Figure 31 : Pourcentage des Salmonella spp. Extra digestives résistantes (R + 1) | 51
aux antibiotiques.

Figure 32 : Pourcentage des Pseudomonas aeruginosarésistants (R + 1) aux | 52
antibiotiques.

Figure 33: Pourcentage des Acinetobacterspp. Résistants (R + 1) aux | 53
antibiotiques.

Figure 34 : Pourcentage des Escherichia coli isolées d’urines résistantes (R + I) | 54
aux antibiotiques.

Figure 35 : Pourcentage des Escherichia coli isolées d’hémocultures résistantes | 55
(R + 1) aux antibiotiques.

Figure 36 : Pourcentage des Klebsiella pneumoniae isolées d’hémocultures | 56
résistantes (R + I) aux antibiotiques.

Figure 37 : Pourcentage des Klebsiella pneumoniae isolées des urines | 57
résistantes (R + I) aux antibiotiques.

Figure 38 : Pourcentage des Proteus mirabilis isolés d’hémocultures résistants | 58




(R + 1) aux antibiotiques.

Figure 39 : Pourcentage des Proteus mirabilis isolés d’urines résistants (R + I) | 59
aux antibiotiques.

Figure 40: Pourcentage des Enterobacter cloacae isolés d’hémocultures | 60
résistants (R + 1) aux antibiotiques.

Figure 41 : Pourcentage des Pseudomonas aeruginosaisolés d’hémocultures | 61
résistants (R +1) aux antibiotiques.

Figure 42 : Répartition des BLSE dans les services de médecine. 64
Figure 43 : Répartition des BLSE dans les services de réanimation. 64
Figure 44 : Répartition des BLSE dans les services d’urgence. 65
Figure 45 : Répartition des BLSE dans les services de chirurgie. 65
Figure 46 : Répartition des BLSE dans les services de pédiatrie. 66
Figure 47 : Répartition des BLSE dans les autres services. 66
Figure 48 : Répartition des BLSE dans tous les services de CHU Constantine. 67
Figure 49 : Répartition des EBLSE dans les services de médecine. 67
Figure 50 : Répartition des EBLSE dans les services de réanimation. 68
Figure 51 : Répartition des EBLSE dans les services de chirurgie. 68
Figure 52 : Répartition des EBLSE dans les services d’urgence. 69
Figure 53 : Répartition des EBLSE dans les services de pédiatrie. 69
Figure 54 : Répartition des EBLSE dans les autres services. 70
Figure 55 : Répartition des EBLSE dans le total des services. 70




Figure 56 : Répartition des BLSE dans I’hémoculture. 71
Figure 57 : Répartition des BLSE dans les urines. 71
Figure 58 : Répartition des BLSE dans les prélevements de liquide chéphalo | 72
rachidien.

Figure 59 : Reépartition des BLSE dans les prélévements des infections | 73
respiratoire.

Figure 60 : Répartition des BLSE dans les prélevements de coproculture. 73




> Liste des tableaux

Tableau 1 : Principales bétalactamases et leurs inhibiteurs. 17
Tableau 2 : Classification des B-lactamases d’aprées Ambler et Bush (1, 6, 14). L’efficacité | 21
enzymatique des B-lactamases et ’activité des molécules inhibitrices sont indiquées de fagon
semi-quantitative par les signes + et -.

Tableau 3: Phénotypes de résistance «sauvage» des entérobactéries aux - | 26
lactamines. La fleche indique les interprétations préconisées.

Tableau 4: Phénotype de résistance «pB-lactamases & spectre étendu» des | 31
entérobacteéries.

Tableau 5: Phénotype de résistance a 1’imipénéme des entérobactéries par | 33
production de carbapénémase.

Tableau 6 : Phénotypes de résistance aux P-lactamines et [-lactamases chez P. | 38
aeruginiosa.

Tableau 7 : phénotype et mécanisme de résistance aux -lactamines. 40
Tableau 8 : Nombre Total des souches d’Escherichia coli testées pour chaque | 45
molécule.

Tableau 9 : Nombre Total des souches des Klebsiella pneumoniae testées pour | 46
chaque molécule.

Tableau 10 : Nombre totale des souches d’Enterobacter cloacae testés pour chaque | 47
molécule.

Tableau 11 : Nombre totale des souches des Serratia marcescens testées pour | 48
chaque molécule.

Tableau 12 : Nombre totale des souches des Proteus mirabilis testés pour chaque | 49
molécule.

Tableau 13 : Nombre totale des souches des Salmonella spp. lIsolées des | 50




coprocultures testés pour chaque molécule.

Tableau 14 : Nombre totale des souches des Salmonella spp. Extra digestives tétés | 51
pour chaque molécule.

Tableau 15 : Nombre totale des souches des Pseudomonas aeruginosa testés pour | 52
chaque molécule.

Tableau 16 : Nombre totale des souches des Acinetobacter spp. Testés pour chaque | 53
molécule.

Tableau 17 : Nombre totale des souches d’Escherichia coli isolées d’urines testés | 54
pour chaque molécule.

Tableau 18 : Nombre totale des souches d’Escherichia coli isolées d’hémocultures | 55
testés pour chaque molécule.

Tableau 19 : Nombre totale des souches des Klebsiella pneumoniae isolées | 56
d’hémocultures testés pour chaque molécule.

Tableau 20 : Nombre totale des souches des Klebsiella pneumoniae isolées des | 57
urines testés pour chaque molécule.

Tableau 21 : Nombre totale des souches des Proteus mirabilis isolés d’hémocultures | 58
testés pour chaque molécule.

Tableau 22 : Nombre totale des souches des Proteus mirabilis isolés d’urines testés | 59
pour chaque molécule.

Tableau 23 : Nombre totale des souches des Enterobacter cloacae isolés | 60
d’hémocultures testés pour chaque molécule.

Tableau 24 : Nombre totale des souches des Pseudomonas aeruginosa isolés | 61
d’hémocultures testés pour chaque molécule.

Tableau 25 : Répartition par marqueur de résistance des bactéries isolées dans les | 62

services de médecine, réanimation, chirurgie et urgence




Tableau 26 : Répartition par marqueur de résistance des bactéries isolées dans le

service de pédiatrie et d’autres services.

62




Liste des abréviations

ABC : ATP-Binding Cassette
AMP/AMX : Ampicilline/Amoxicilline
AMC : Amoxicilline + acide clavulanique
AMK : Amikacine

ATM : Aztréonam

BLSE : Beta-Lactamase a spectre étendu ou élargi
BGN : Bacille a Gram Négatif

BMR : Bactéries Multi Résistantes

BNF : Bactérie Non Fermentaires

CMI : concentration minimal inhibitrice
CHL : Chloramphénicol

CZO : Cefazoline

CTX/CRO : Cefotaxime/ceftriaxone
CAZ : Ceftazidime,

COL : Colistine

CIP : Ciprofloxacine

ERT : Ertapenem

EDTA : acide Ethyléne Diamine Tétra Acétique.
FOX : Cefoxitine

FOS : Fosfomycine

GEN : Gentamicine

| : intermédiaire

IMP : Imipeneme



LCR : liquide cephalo rachidien

LVX: Levofloxacine

MLS : Macrolides, Lincosamides, Streptogramines
MBL: metallo Beta-Lactamase

MDR: Multiple Drug Resistance

NET : Netilmicine

NIT : Nitrofuranes

NAL : Acide nalidixique

OMP F : Protéines de membrane externe (outer membrane protein) F
OMS : Organisation Mondial de Santé

Qnr : (quinolone resistance)

R : résistante

SXT : Cotrimoxazole

SDR: Specific Drug Resistance

TCC : Ticarcilline + Acide clavulanique.

PIP : Piperacilline

TIC: Ticarcilline

TOB : Tobramicine



SOMMAIRE

INTRODUCTION. c.tiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietiiitinetietieciesisccnscnnn. 1
GENERALITES. . aiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicncieicicnec e aceaenaenaes 3

CHAPITRE 1 : L’antibiorésistance

1. La définition de la résistance aux antibiotiques ................cccoeiiiiiiiiiiiiiiisereieenn D

2. Larésistance naturelle ... 6

3. La r€SIStANCE ACQUISE. .t vttt ettt ettt ettt et e e et e et e 6

4. MEcaniSME de TESISTANCE. ... ... uutnt ettt ettt et ettt et ettt et e e e et e e eneans 7
4.1. Inactivation enzymatique de ’antibiotique. ...........c.oooiiiiii i, 8
4.2. Modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique...............ccceveiiieinne... 9
4.3. Pompes @ efflux. ..., 10
4.4, Perme@abilite réauite. . ... ...ouiei 11
4.5. Protection de la cible de I’antibiotique ..........oovvviiiiiiiiiiiii e 13
4.6. Piégeage de I’antibiotiqUe. . .....oueeniiniiit e 13

CHAPITRE 2 : La résistance enzymatique : béta-lactamases a spectre élargie
ou étendu (BLSE)

1. Historique des enzymes de résistance aux béta-lactamines ...................coeeviiiiinnn.n. 14
2. Définition des béta-lactamases a spectre ¢largie ou étendu (BLSE)......................o.... 15
3. Laclassification deS BLSE ..ottt 18
4. Detection deS BLSE ... ..o 22
5. Les bactéries productrices de béta-lactamases a spectre élargie ou étendu.................. 24
5.1. LeS eNtErODACIENIES .. ... o.ieiie et 24
5.1.1. Phénotypes de résistance des entérobactéries. ............o.eviieriiieiniinnenannn.. 25
A-Résistance naturelle ou phénotypes « Sauvages » ...........ccoevveririiiineninennnnn. 25
B-Résistance acquise ou phénotypes ré€sistants..........c.c.ovvvviiiieiiiiiiieniieenneennn 29
5.2. Les bacteries NON fermeNntaires. . ... ...oueenini it 35

5.2.1. PseudOmonas aCTUZINOSA. . .....uuuueeneteeneteetteeteanee et eeeeeareeneeaneanneeanns 35



5.2.1.1. B — lactamases a Spectre Etendu............ccoevviiiiiriiie e 35

A. B-lactamase de la classe A........coouiiiiiiiiiii e 35

B. B-lactamase de laclasse D..........c.oeiiiiiiiii e 36

C. Carbapénémases de classe B(MBL)..........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiien, 37

5.2.2. ACINELODACTET. . ...ttt et e 38
A-PhENOtYPE SENSIDIE. ...ttt 39
B-Phénotypes de réSistance aCqUiSe. ..........overiniririniie i, 39

CHAPITRE 3 : Matériel et méthodes

1. LieU et type d'tUAE. ... ..o 41
2. SOUChES DACLEIIENNES. .. ... o\ it 41
3. Identification baCterienne. ..............cooiiiiii i 41
4. Collecte des dONNEES. ...........c.ooeii e 42
5. Traitement des données et analyse StatiStique. ............oouiveieiinieiinieiiiieieieeins 43

CHAPITRE 4 : Résultats et interprétations

1. Résultats de résistance aux antibiotiques par germe et par molécule d’antibiotique............ 44
1.1, LeS enterobaCteries. . .. . et 45
1.2. Les bactéries non fermentaires (BNF)..........coooiiiiiiii e 52

2. Résultats de résistance aux antibiotiques par type de prélévement ........................... 54

3. Profil Les résultats des Bactéries Multirésistantes par Service ..............cccoeviiiiiniininn.. 62

4. Profil de BLSE Par SEIVICE. ... ..u ittt ettt e 64

5. Profil des enterobactéries BLSE par service et par €SpeCe.........coevvineeriiniiriieiieineanannnn. 67

6. Profil des Bactérie Multirésistantes par type de prélévement.................cooeeiviiiiniinnnnan. 71

CHAPITRE 5 2 DISCUSSION..cc.uuirtttuierrerenneerrerenierrerennesserennesserennassennnssssessnn: 74

CONCLUSION. .t tttttittiiinieiattiesttsssssssssossssssssssssssssssssssssssssssnssnns 77

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

ANNEXES

RESUME



Introduction




Introduction

Depuis le début des années 60, nous assistons a une augmentation du nombre de bactéries
résistantes aux antibiotiques, surtout en milieu hospitalier, et a 1’émergence de nouvelles
résistances. Il s’agit d’un probléme de santé¢ publique extrémement préoccupant, qui affecte
de nombreux pays, bien que les souches résistantes soient souvent différentes d’un pays a
I’autre. Cette résistance est une réalité¢ présente et une menace pour 1’avenir par son impact
sur la morbidité et la mortalité, par les choix thérapeutiques de plus en plus difficiles et

incertains, sources d’échecs et surcout thérapeutiques.

La sélection de souches résistantes aux antibiotiques a eu pour conséquence le développement
de I’utilisation des antiseptiques et désinfectants dans tous les secteurs intéressés (production
animale, secteur hospitalier). Des travaux réalisés dans le domaine de la santé publique ont
montré que la résistance a ces antibactériens peut étre de 2 types : la résistance
chromosomique de type adaptatif obtenue par repiquages successifs dans des solutions aux
concentrations subinhibitrices et la résistance de type plasmidique, bien connue avec le
mercure, mais aussi démontrée dans de trés rares cas avec I’hexachlorophéne, la

Chlorhexidine, les ammoniums quaternaires et le formaldéhyde.

La bactérie développe ainsi plusieurs stratégies pour résister a I’action des antibiotiques : la
modification de la cible de I’antibiotique, I’imperméabilité de I’antibiotique et I’inactivation
enzymatique de l'antibiotique. Cette derniére se fait par la sécrétion d’enzymes telles que les
béta-lactamases a spectre élargi secrétées par un grand nombre de bactéries et qui inhibent
presque la totalité des béta-lactamines qui constituent la plus vaste famille d’antibiotiques les
plus utilisées. La détection de cette résistance permet de prévenir et de ralentir la diffusion de

souches multirésistantes et d’optimiser le choix de 1’antibiothérapie.

Les béta-lactamines sont une vaste famille d'antibiotiques bactéricides, temps-dépendants, a
spectre antibactérien plus ou moins large et recommandés dans de nombreuses indications.
Ces molécule présentent une faible biodisponibilité par voie orale pour la plupart et sont donc
trés souvent administrés par voie intraveineuse. Les effets antibactériens sont synergiques
avec les aminosides. Cette classe est susceptible par ailleurs d'entrainer des effets

neuropsychiques concentration-dépendants.

Du fait de leur utilisation importante, les béta-lactamines sont a utiliser raisonnablement afin

de prévenir I'émergence de souches résistantes (béta-lactamases a large spectre et



carbapénémase). L'OMS a publié début 2017 une liste des agents prioritaires pour la
recherche et le développement de nouvelles molécules cependant la priorité n°1l les
Acinetobacter baumannii, les Pseudomonas aeruginosa et les entérobactéries productrices
carbapénémases ainsi que les entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre

étendu.

Ainsi cette étude a été menée au niveau de CHU de Constantine, dans le but d’évaluer le
profil de résistance aux antibiotiques les plus communément utilisés (B-lactamines). Cette
étude est rétrospective qui cerne plusieurs aspects de profil de résistance, sur une période d’un
an (2017) portant sur I'ensemble des souches d'entérobactéries, Acinetobacter baumannii et les
Pseudomonas aeruginosa isolées chez les malades externes et hospitalisés. Les aspects de profil

déterminés dans cette étude sont :

- Profil de résistance aux antibiotiques par germe et par molécule

- Profil de résistance aux antibiotiques par type de préléevement

- Profil de résistance des bactéries isolées par type de service hospitalier

- Profil de résistance des bactéries isolées par type de prélevement

- Profil des entérobactéries BLSE par service hospitalier et par espéce bactérienne

- Profile des bactéries multirésistance (BLSE) par type de prélévement
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> Généralités

Les antibiotiques sont 1’'une des plus importantes découvertes du XXe siécle. Les
premiers furent le sulfamide développé en 1935 puis la pénicilline au lendemain de la seconde
guerre mondiale. Si I’apparition de ces antibiotiques avait suscit¢ un espoir de voir les
maladies infectieuses a jamais jugulées (figure 1), les prescripteurs furent décus tres
rapidement par 1’apparition de bactéries résistantes. L’utilisation ultérieure des autres
antibiotiques comme la streptomycine, le chloramphénicol, la tétracycline et I’érythromycine
a connu une évolution comparable en termes de résistance. Des especes bactériennes
développent des mécanismes de défense vis-a-vis chaque antibiotique par plusieurs
mécanismes. Il s’agit de la production des enzymes capables d’inactiver les antibiotiques, la
modification dans la structure des cibles d’action des antibiotiques, la substitution de la cible,
la modification de la perméabilité vis-a-vis les antibiotiques, la formation d’un biofilm et

I’activation du processus de I’efflux actif. [1]

L ’ADN *
Quinolones
Rifamycines
Nitroimidazolés
i Le ribosome %
Aminosides
Macrolides
Ketolides
Lincosamides
La paroi% Synergistines
B-lactamines Tétracyclines
Glycopeptides Acide fusidique
Fosfomycine Les membranes% Phénicolés
Polymyxines Oxazolidinone
Lipopeptides

Figure 1 : les cibles bactériennes des antibiotique

Aujourd’hui, les progrés qu’on croyait avoir réalisé dans la lutte contre les bactéries
sont anéantis par la résistance aux antibiotiques. Ce phénomene est devenu alarmant, pouvant
conduire a des problémes de prise en charge et d’impasse thérapeutique pour le traitement des
patients. L’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) a publié récemment un rapport portant
sur la résistance aux antimicrobiens, dont la résistance aux antibiotiques. Selon I’OMS, ce

phénomeéne est qualifié de « probléme de santé publique et une grave menace qui touche tous



les pays ». Depuis la découverte du premier cas de résistance aux antibiotiques dans les
années 1940, les laboratoires pharmaceutiques n’ont pas cessé de développer des solutions et

des stratégies, en particulier pharmacologiques, afin de limiter sa survenue [1].

L’efficacité remarquable des antibiotiques a motivé leur utilisation massive et répétée
en santé humaine et animale. Cela a créé une pression de sélection sur les populations
bactériennes, entrainant l'apparition de souches résistantes. En effet, lorsqu'on emploie un
antibiotique, seules survivent, et se reproduisent, les bactéries dotées de systemes de
défense contre cette molécule. La mauvaise utilisation des antibiotiques-traitements trop

courts, trop longs ou a posologies inadaptées- est également pointée du doigt.

Ponctuelles au départ, ces résistances sont devenues massives et préoccupantes.
Certaines souches sont multirésistantes, c¢’est-a-dire résistantes a plusieurs antibiotigques.
D’autres sont méme devenues toto-résistantes, c’est-a-dire résistantes a quasiment tous les

antibiotiques disponibles [2].

Le nombre de déces directement liés a I’antibiorésistance pourrait atteindre 10 millions
par an dans le monde a I’horizon 2050. L’OMS affirme aujourd’hui que la résistance a des
antibiotiques constitue I’une des plus graves menaces pesant sur la santé mondiale. Si aucune
découverte scientifique majeure ne vient changer la donne, un humain décéderait toutes les

trois secondes comme conséquences de cette résistance [3].
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La résistance aux antibiotiques est un phénomene aussi ancien que 1’apparition des
antibiotiques. Aujourd’hui, souvent d’origine synthétique et produits par I’homme, les
antibiotiques sont au départ des substances naturelles générées par des champignons mais aussi
par certaines bactéries pour se "défendre" contre les autres bactéries. Les bactéries n’étant pas
suicidaires, les premieres qui ont appris a synthétiser des antibiotiques ont développé dans le

méme temps les moyens de s’en protéger [6].

1. définition de la résistance aux antibiotiques

La résistance aux antimicrobiens est un terme tout a fait relatif. En effet, il existe un
grand nombre de définitions pour I’expression « résistance bactérienne aux antibiotiques», qui
sont basées sur différents critéres (génétiques, biochimiques, microbiologiques et cliniques) et
qui ne se recoupent pas forcément. Les définitions les plus fréquemment employées se fondent
sur les critéeres microbiologiques (résistance in vitro) et sur les critéres cliniques (résistance in
Vvivo). Selon la définition microbiologique du terme, une souche est dite résistante lorsqu’elle
se cultive en présence de concentration plus élevée en antibiotique comparativement a d’autres
souches qui lui sont phylogénétiqguement liées. Par conséquent, la résistance est une propriété
qui ne peut étre étudiée que par comparaison d’au moins deux souches, dont I’une de référence
souvent appelée souche sauvage et développée en laboratoire a partir d’individus prélevés dans
la nature, d’une méme espéce ou d’un méme genre, cultivées dans les mémes conditions. Selon
la définition clinique, une souche est qualifiée de résistante lorsqu’elle survit a la thérapie
antibiotique mise en place. En outre, il est important de signaler, qu’en conditions in vivo, la
capacité de résistance ou de sensibilité de la souche a la thérapie antimicrobienne mise en place
sera dépendante de différents parametres, tels que la localisation de la bactérie, le dosage, le
mode d’administration de I’antibiotique, et I’état du systéme immunitaire de 1’individu traité.
Nombreuses sont les situations ou le composé ne pourra pas pénétrer ou agir au niveau du site
infectieux, créant de la sorte un état de résistance clinique [4].

La résistance bactérienne se manifeste par une absence d’inhibition de croissance des
germes a des concentrations élevées d’antibiotique ou par une simple augmentation de la CMI
(Concentration Minimale Inhibitrice) par rapport a la sensibilité normale d’un ensemble de
bactéries appartenant a une méme espece. De fait, qu’elle soit naturelle ou acquise, elle

empéche la disparition du foyer infectieux [5].
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Une bactérie est dite multirésistante aux antibiotiques lorsqu’elle n’est plus sensible qu’a un
petit nombre d’antibiotiques utilisables en thérapeutique en raison de 1’accumulation de
résistances acquises a plusieurs familles d’antibiotiques. La multirésistante est une étape vers

I’impasse thérapeutique. [5]

2. La résistance naturelle

La resistance naturelle appelée aussi résistance intrinséque, c’est une caractéristique

présente chez toutes les bactéries de la méme espece ou du méme genre bactérien. Portée par
les chromosomes, elle est stable, et transmise a la descendance.
Elle détermine le phénotype « sauvage » des bactéries et délimite le spectre d’action des
antibiotiques. Par exemple, la présence d’'une membrane externe chez les BGN entraine la
résistance a diverses classes de molécules par imperméabilité (glycopeptides, macrolides,
lincosamides, streptogramines, etc.) [5].

Elle a pour support génétique le chromosome bactérien mais elle n'est pas ou peu
transmissible sur un mode horizontal (d’une bactérie a 1’autre au sein d’une méme espece ou
entre especes différentes).

Exemples de résistances naturelles :

1/ Klebsiella spp. Produit naturellement des béta-lactamases. Cette enzyme est alors présente
dans I’espace périplasmatique de la bactérie et conduit a la destruction d’antibiotiques comme
les pénicillines A, avant que ceux-ci ne puissent atteindre leur cible bactérienne ;

2/ les bactéries anaérobies sont naturellement résistantes aux aminosides car le passage des
aminosides a travers la membrane cytoplasmique nécessite un systeme de transport actif absent

chez les anaérobies [6].

3. La résistance acquise

A D'inverse, la résistance acquise n’est présente que chez certaines souches de la méme
espece ou du méme genre ; dans certains cas, elle peut concerner la grande majorité de ces
souches comme, par exemple, la production de pénicillinase chez le staphylocoque qui intéresse
plus de 90 % des souches.

Elle est Variable dans le temps et dans 1’espace, et se propage de fagcon importante. Elle est
portée par le chromosome, les plasmides, ou des éléments génétiques mobiles, permettant ainsi

une transmission verticale a la descendance mais aussi une transmission horizontale, parfois



L’antibioresistance

entre especes différentes. Elle détermine le phénotype de résistance des bactéries et constitue
un caractére épidemiologique [5].

La résistance acquise est moins stable, mais elle se propage souvent de fagon importante
dans le monde bactérien. Elle résulte d’une modification du capital génétique de la bactérie, lui
permettant de tolérer une concentration d’antibiotique plus élevée que celle qui inhibe les
souches sensibles de la méme espéce. La résistance acquise a été observée dés le début de
I’antibiothérapie mais sa fréquence était initialement faible. La généralisation de I’utilisation
des antibiotiques a conduit a une sélection des souches résistantes. Ce phénomeéne a atteint une
telle ampleur que la seule identification bactérienne ne permet plus de prédire le comportement
d’une souche isolée vis-a-vis des antibiotiques d’ou I’intérét et la nécessité de réaliser des
antibiogrammes [6].

Les résistances plasmidiques peuvent quant a elles concerner plusieurs antibiotiques,
voire plusieurs familles d’antibiotiques. Elles représentent le mécanisme de résistance le plus

répandu, soit 80% des resistances acquises [2].

4. Mécanisme de résistance

Les bactéries ont développé différents mécanismes afin de neutraliser 1’action des agents
antibactériens, les plus répandus étant I’inactivation enzymatique de [’antibiotique, la
modification ou le remplacement de la cible de 1’antimicrobien, 1’efflux actif ou encore la
pénétration réduite de la molécule. D’autres mécanismes tels que la protection ou la
surproduction de la cible de I’antibiotique sont également décrits. Ils sont, cependant, plus rares
et surtout associés a certaines classes de composés [8]. La figure 2 présente une illustration de

ces différents mécanismes de résistance au sein des bactéries a Gram négatif.
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Figure 2 : différents mécanismes de résistance aux antibiotiques dans une bactérie Gram négative, adapté de
Guardabassi et Courvalin (2006)

1 : inactivation enzymatique de I’antibiotique, 2 : modification de la cible de I’antibiotique, 3 : efflux actif de

I’antibiotique, 4 : perméabilité réduite, 5 : protection de la cible de I’antibiotique, 6 : piégeage de I’antibiotique.

4.1. Inactivation enzymatique de I’antibiotique

L’inactivation enzymatique de I’antibiotique représente le principal mécanisme de
résistance des béta-lactamines (figure 3), des aminoglycosides et des phénicolés. On décrit
également ce type de résistance pour le groupe MLS (macrolides, lincosamides,
streptogramines), pour les tétracyclines, pour la fosfomycine et plus récemment pour les
fluoroquinolones, bien que cette inactivation ne représente pas le mécanisme de résistance qui
prévaut pour ces molécules [8]. L’enzyme en modifiant le noyau actif de ’antibiotique par
clivage ou par addition d’un groupement chimique, empéche la fixation de I’antimicrobien sur
sa cible et provoque une perte d’activité [7]. Parmi les réactions biochimiques catalysées par
ces enzymes bactériennes, on peut citer des hydrolyses, des acétylations, des phosphorylations,
des nucléotidylations, des estérifications, des réductions et des réactions d’addition d’un

glutathion. Ces enzymes sont généralement associées a des éléments génétiques mobiles [9].
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Figure 3 : Inactivation enzymatique de 1’antibiotique

4.2. Modification ou remplacement de la cible de ’antibiotique

La cible de I’antibiotique peut étre structurellement modifiée ou remplacée, de telle sorte
que le composé antibactérien ne puisse plus se lier et exercer son activité au niveau de la
bactérie. La modification de la cible, mécanisme de résistance décrit pour presque tous les
antibiotiques, est particulierement importante pour les résistances aux pénicillines, aux
glycopeptides et aux molécules du groupe MLS chez les bactéries & Gram positif, et pour les
résistances aux quinolones chez les bactéries a Gram positif et a Gram négatif (figure 4) [8]. Ce
type de résistance peut étre la conséquence de 1’acquisition de matériel génétique mobile codant
pour une enzyme modifiant la cible de 1’antibiotique, ou peut résulter d’'une mutation au niveau
de la séquence nucléotidique de la cible [7]. Le remplacement de la cible de I’antibiotique est,
quant a lui, un mécanisme décrit pour les sulfamidés, les diaminopyrimidines (triméthoprime)
et les béta-lactames dont les Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline (SARM) ainsi
qu’a toutes les bétalactamines sont un exemple remarquable par la synthése d’une nouvelle PBP

(Penicillin Binding Protein) possédant une affinité moindre pour la méthicilline [9].

antbiatigue :::‘:‘:1"
i
Kolerule -
antibtie {ible
Anliblatique
eedifiee

F— Bl ittt il




L’antibioresistance

4.3. Pompes a efflux :

L’efflux actif, médi¢ par des protéines transmembranaires connues sous le terme de
pompes a efflux ou transporteurs actifs, est un mécanisme nécessitant de I’énergie et utilisé par
les bactéries, par les cellules eucaryotes dont notamment les protozoaires, pour expulser a
I’extérieur des métabolites et des composés toxiques étrangers tels que des antibiotiques et
d’autres médicaments [11]. Ces pompes a efflux ont généralement une spécificité de substrats
assez large, et seulement certaines d’entre elles conférent une résistance aux antibiotiques. La
résistance provient de la réduction de concentration en antimicrobien dans le cytoplasme de la
bactérie, ce qui prévient et limite ’accés de 1’antibiotique a sa cible (figure 5). On classe ces
pompes a efflux sur la base notamment de leur spécificité de substrats et de la source d’énergie
employée [12]. Certains de ces transporteurs sont trés spécifiques et on les appelle pompes SDR
(Specific Drug Resistance), alors que d’autres agissent sur une multitude de molécules et on les
nomme pompes MDR (Multiple Drug Resistance). Les pompes SDR, généralement
responsables de hauts niveaux de résistance et dont les génes sont portés par des éléments
génétiques mobiles, représentent un important mécanisme de résistance aux tétracyclines
essentiellement chez les bactéries a Gram négatif, aux composés du groupe MLS et aux
phénicolés. Les pompes MDR (notamment MexAB-OprM chez P. aeruginosa, AcrAB-TolC
chez Escherichia coli, QacA chez Staphylococcus aureus, VceAB chez Vibrio cholerae,
MdrL chez Listeria monocytogenes et MreA chez Streptococcus agalactiae) [10].
Généralement responsables de bas niveaux de résistance et dont les génes sont fréquemment
chromosomiques, sont classées en deux groupes sur base de la source d’énergie utilisée : les
transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette) utilisant I’hydrolyse de I’ATP et plut6t spécifiques
de certains composés comme le groupe MLS, et les transporteurs secondaires exploitant le
gradient électrochimique transmembranaire de protons et d’ions sodium pour expulser la
molécule a D’extérieur de la cellule et responsables de résistances multiples aux

antibiotiques [8].

Antibiotique

rejeteée

Figure 5 : Pompes a efflux
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4.4. Perméabilité réduite

Contrairement aux bactéries a Gram positif, dont la structure enveloppante est assez
simple, composée d’une paroi externe épaisse de peptidoglycanes que les antibiotiques
traversent par simple diffusion, les bactéries a Gram négatif jouissent quant a elles d’une
enveloppe plus complexe et plus difficilement franchissable. Les figures 6 et 7 présentent la
structure des bactéries a Gram négatif et a Gram positif. Ainsi, au sein des bactéries a Gram
négatif, les antibiotiques hydrophiles pénetrent dans la bactérie via des protéines
transmembranaires nommeées porines, alors que les molécules hydrophobes diffusent
simplement a travers la couche phospholipidique. La membrane externe de certaines bactéries
telles que P. aeruginosa est moins perméable que celle d’autres espéces, ce qui lui confére un
niveau moins élevé de sensibilité aux antimicrobiens [8]. En outre, des mutations au niveau des
genes qui codent pour les porines et qui conduisent a leur perte, ou a la réduction de leur taille
ou encore a une diminution de leur expression, se traduiront par I’acquisition de bas niveaux de
résistance vis-a-vis de nombreux antibiotiques. La réduction de I’expression de la porine OmpF
chez E. coli entraine une réduction de sensibilité aux quinolones, aux béta-lactamines, aux
tétracyclines et au chloramphénicol. La diminution de la perméabilité est donc un mécanisme
de résistance cliniquement trés important chez les bactéries & Gram négatif et plus précisément
chez P. aeruginosa et les Enterobacteriaceae, étant donné le large spectre d’antibiotiques
qu’elle cible [7]. En outre, on décrit également ce type de phénoméne pour expliquer la
résistance aux aminoglycosides parmi les germes anaérobies ainsi que le faible niveau de
sensibilité clinique (résistance intrinseque a bas niveau) observé vis-a-vis de cette famille de
composés parmi les bactéries anaérobies facultatives telles que les entérocoques et les
streptocoques. En effet, cette famille d’antibiotiques pénétre a 1’intérieur des cellules

bactériennes via un mécanisme de transport dépendant d’un métabolisme aérobie [9].
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4.5. Protection de la cible de I’antibiotique

La protection de la cible de I’antibiotique est un mode de résistance bien connu pour la
famille des tétracyclines et plus récemment décrit pour les quinolones et les fluoroquinolones.
Ainsi, on ne dénombre pas moins de huit protéines de protection ribosomiale qui conferent une
résistance aux tétracyclines en les déplacant de leur site de fixation par la création d’un
encombrement stérique au niveau du ribosome [13]. Depuis quelques années, des souches
présentant des resistances sub-cliniques dites a bas niveau aux fluoroquinolones ont été
observées. Ces résistances sont notamment dues a la présence de génes plasmidiques Qnr
(Quinolone resistance) dont 5 groupes existent [14]. Ce mécanisme a été rapporté parmi
différentes bactéries a Gram négatif a travers le monde, et des analogues de ces génes ont
également eté décrits chez des bactéries a Gram positif [16]. Les protéines gnr en se fixant sur
les topoisomérases, cibles des fluoroquinolones, réduisent [’affinité de la famille

d’antibiotiques pour leurs cibles [15].

4.6. Piégeage de I’antibiotique

Les bactéries sont capables de piéger un antibiotique en augmentant la production de sa
cible ou en produisant une autre molécule possédant une affinité pour ce dernier. 1l en résulte
une diminution de ’antibiotique a 1’état libre au niveau de la cible. Ainsi des mutations
chromosomiques responsables d’une surproduction des cibles des sulfamidés et du
triméthoprime ont été décrites chez de nombreuses especes bactériennes. Ce mécanisme est
également impliqué dans des bas niveaux de résistance aux glycopeptides chez certaines
souches de S. aureus, et a la tobramycine chez E. coli [8].
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La résistance enzymatique (BLSE)

Un des mécanismes de résistance les plus répandues et des plus efficaces consiste,
pour les bactéries, a modifier la structure méme de 1’antibiotique de fagon a lui faire perdre sa
capacité a se lier a sa cible cellulaire et, par voie de conséquence, a I’inhiber. Il repose sur la
production d’enzymes dont I’origine peur étre intrinséque (gene chromosomique appartenant
a I’espéce) ou extrinseque (gene transmis par des plasmides ou des transposons). Ainsi,
I’hydrolyse de cycle pB-lactame empéche les p-lactamines de se fixer de fagon covalente
(acylation) sur le site actif des enzymes impliqués dans la synthése de la paroi, les protéines
liant la peénicilline (PLP). Depuis la découverte de la pénicille a la fin des années 1940, des
souches de staphylococcus aureus résistent a la pénicilline G. Plusieurs centaines de f-
lactamases ont été identifiées chez diverses espéces bactériennes, pathogénes ou non. Ces
enzymes peuvent étre classées en fonction de leur spectre d’activité enzymatiques
(classification de Richmond-Sykes ou de K. Bush) ou de leur séquence en acides aminés
(classification d’Ambler) cette derniere est la plus utilise. Leurs profils d’hydrolyse
conditionnent en grande partie le profil de sensibilité¢ aux B-lactamines des bactéries qui les
produisent, leurs surexpressions entrainent des changements précis dans la structure primaire
des p-lactamases qui peuvent accroitre 1’activité de celles-ci vis-a-vis de B-lactamines
relativement résistantes a I’hydrolyse enzymatique. Ainsi, dans les années 1980 sont apparues
des enzymes dérivant de pénicillinases a spectre restreint (de type SHV, TEM ou OXA par
exemple) capables d’inactiver les céphalosporines de troisieme génération et nommeés pour

cette raison B-lactamases a spectre élargi (BLSE) [31].

1. Historique des enzymes de résistance aux béta-lactamines
1.1. Apparition des enzymes a I’hépital

L’apparition des béta-lactamases est trés rapide, aprés le début de I’utilisation massive des
béta-lacatamines dans les années 1940 :
— 1928 : découverte par Flemming de la pénicilline,
— 1940 : début de I’utilisation intensive de pénicilline,
s 1942 : lére souche décrite de Staphylococcus aureus résistant a la pénicilline
(pénicilline G),
— 1960 : mise sur le marché de la meticilline,
% 1962 : isolement de la premiére souche de staphylocoque résistant a la méticilline
(SARM) a Seattle (USA),
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— 1961 : mise sur le marché de I’ampicilline, active sur Escherichia coli,
% 1963 : premiére souche d’E. coli productrice de penicillinase mise en évidence a
Londres (Royaume Uni).
Par la suite, on observe 1’émergence de béta-lactamases hydrolysant les céphalosporines de
3éme génération (C3G) dés leur utilisation, les BLSE :
% 1983 : premiére description chez Klebsiella ozaenaeen Allemagne, principalement

chez des patients hospitalisés (type SHV),

X/
°e

1984 : premiere BLSE décrite en France chez Klebsiella pneumoniae.

— Dans les années suivantes, apparaissent chez toutes les espéces d’entérobactéries des
BLSE en rapport avec I’augmentation importante de 1’utilisation des C3G, et avec la
nature plasmidique dons la transmission d’espéce a espéce[24](type CTX-M) [18].

% Depuis les années 2000, des béta-lactamases hydrolysant quasiment 1’ensemble des béta-
lactamines, y compris les carbapénémes : les carbapénémases, ont été Décrites. Ces
enzymes sont d’une grande diversit¢é moléculaire(types KPC, OXA, NDM
essentiellement) [25].

1.2. Diffusion des résistances dans la communauté

Les BLSE ont été décrites dans un second temps dans la communauté :

- 1992 : premiéres souches, dans deux hopitaux de Buenos Aires en Argentine, de

Salmonella thyphimurium communautaires productrices de type CTX-M chez des patients
admis pour des tableaux de septicémies, d’entérites ou de méningites;

- 1996 : premiere description de BLSE communautaire en Europe, en Pologne

(E. coli et Citrobacter freundii, producteurs de CTX-M-3) [26];

- L’étude des BLSE en France, sur une collection de 2599 entérobactéries décrites par ailleurs
et recrutées par huit laboratoires privés du réseau Aquitaine, de janvier a mai 1999 : sur 1584
souches communautaires, 5 souches (0,3%) produisaient des BLSE, toutes retrouvées dans
des prélevements urinaires [27];en 2006, le atteint (1,12%) [19].

2. Définition des béta-lactamases a spectre élargie ou étendu (BLSE)

Les béta-lactamases sont des enzymes bactériennes qui catalysent I’hydrolyse de la
liaison amide du cycle lactame des antibiotiques de la famille des béta-lactamines (Figure 8).
Les geénes qui codent pour ces enzymes sont d’origine chromosomique ou plasmidique. Ces
génes ont aussi été détectés sur des transposons et des intégrons facilitant ainsi le transfert

horizontal de ces génes entre espéces phylogénétiqguement éloignées. Ces enzymes sont
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exportés dans le milieu extracellulaire (bactéries a gram positif) ou périplasmique (bactéries a
gram négatif). La production des béta-lactamases est le mécanisme de résistance le plus
répandu et le plus important des bactéries vis-a-vis des béta-lactamines [28]. Plusieurs type de

béta-lactamases sont decrites et répertoriées (www.lahey.org/studies/inc_webt.html). Les

béta-lactamases catalysent de maniére efficace et irréversible I’hydrolyse de la liaison amide
du cycle béta-lactame donnant un produit biologiquement inactif qui perd totalement son
activité antimicrobienne [29].

La dissémination des béta-lactamases communes et I’apparition de nouveaux enzymes
ou d’enzymes mutants sont reliées directement a 1’utilisation abusive des béta-lactamines dans

le domaine de la santé humaine et animale et en agriculture [20].
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Figure 8 : Mécanisme d’hydrolyse d’une f-lactamine par une S-lactamase.

Les béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) sont une grande famille trés hétérogene
d’enzymes bactériennes découverte dans les années 80 en Allemagne, puis en France. Elles
sont induites soit par des plasmides (80 %), soit par la mutation du génome naturel chez
Klebsiella spp, codant pour une béta-lactamase SHV. Les deux mécanismes conferent aux
bactéries touchées la capacit¢ d’hydrolyser une grande variété de pénicillines et de
céphalosporines. La majorité des BLSE sont le résultat de mutations génétiques de béta-
lactamases naturelles, en particulier de TEM-1, TEM-2 et SHV-1. Elles sont tres actives
contre les pénicillines et moyennement actives contre les céphalosporines de premiére
géneration. Les mutations génétiques a 1’origine des BLSE ¢largissent le spectre de ces
enzymes et touchent également les céphalosporines de troisieme genération (ceftazidime et
céfotaxime) et les monobactames (aztréonam). Les bactéries produisant une BLSE
n’hydrolysent pas les céphamycines (céfoxitine) ni les carbapénémes (imipénem) et elles sont
inhibées par les inhibiteurs : I’acide clavulanique, le tazobactam et le sulbactam, La présence
de BLSE est fréquemment associée a la résistance aux aminosides, fluoroquinolones [30], et a
la résistance a d’autres antibiotiques.

Pratiqguement tous les germes a Gram négatif possédent un géne chromosomique qui code

pour une céphalosporinase, en général de faible expression et sans hydrolyser efficacement les
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céphalosporines. Mais les Enterobacter, Serratia et Citrobacter produisent des
cephalosporinases inductibles, pas faciles a détecter au laboratoire. Sous traitement aux
cephalosporines, ces germes peuvent donc développer une résistance (inductible) a toutes les
céphalosporines et elles ne sont pas inhibées par I’acide clavulanique (tableau 1). Elles restent

cependant sensibles aux carbapénemes.

Tableau 1 : principales béta-lactamases et leurs inhibiteurs

Enzyme Activité enzymatique préférentielle Inhibiteurs
Pénicilline CIG CiG Aztréonam  Imipénem | Clavulanate EDTA

Pénicillinases a spectre + 4. . ] . ++4

restreint

(exemple: TEM-1, SHY-1)

Céphalosporinases + -4+ - : .

(exemple: Enterobacter)

Bétalactamases i spectre +HH -+ -- +H y 4
élarg

Dérivés de TEM, SHY

Métallo-bérakactamases +4 -+ ++ : +4 - +4
Carbapénémase

C1G : céphalosporinase de 1 er génération; C3G : céphalosporinase de 3 eme génération; EDTA : acide
éthyléne diamine tétra acétique.

L’augmentation du taux d’infections par des bactéries productrice de BLSE a pour
conséquence un risque élevé d’échec clinique lors des traitements empiriques avec les
céphalosporines ou les quinolones [21].

Une bactérie qui produit une g-lactamase donnés résiste qu’a certaines f-lactamines
Certaines p-lactamases sont inductibles, et certaines pS-lactamines (comme la céfoxitine,
I’imipénéme) sont des bons inducteurs (figure 9).

La résistance enzymatique aux fS-lactamines, pose probléme en chimiothérapie. Dans certains
cas, il est possible de contourner ce probléme en utilisant d’autres antibiotiques. Une autre
possibilité consiste a employer ce qu’on appelle des S-lactamines a spectre étendu, resistantes
a la ou aux p-lactamases produites par le pathogene en question on peut aussi recourir a une
combinaison des antibiotiques, comme 1’Augmentin, qui contient de 1’amoxicilline et de

I’acide clavulanique. (Figure 9).
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L’acide clavulanique

Figure 9 : les antibiotiques a noyau B-lactame ou B-lactamines

Malheureusement, ces deux derniéres approches de chimiothérapie créent une pression
sélective qui pousse 1’évolution des S-lactamases vers des formes dites a spectre étendu. Ces
[S-lactamases sont maintenant capables de cliver certaines des nouvelles S-lactamines et de
résister a I’inactivation par les inhibiteurs de f-lactamases.

La résistance aux céfépime, une céphalosporine de la quatrieme génération, est due a
une hyperproduction de SHV-5. TEM-50 (qui confére la résistance aux inhibiteurs) et SHV-
18 (une enzyme plasmidique de klebsiella pneumoniae).

Les plasmides qui portent des S-lactamases a spectre étendu contiennent souvent
d’autres genes de résistance aux antibiotiques, ce qui limite le choix pour le traitement. Des
taux de décés plus élevés sont observés dans le cas d’infections dues a des souches
d’Acinetobacter et de Pseudomonas aeruginosa, qui codent pour des f-lactamases a spectre
étendu de type PER-1 [17].

3. Laclassification des BLSE

La diversité des B-lactamases a entrainé de nombreuses tentatives de classification. Deux sont
actuellement utilisés, Dans les deux cas, I’inactivation des B-lactamines est due de cycle B-
lactame au niveau de la liaison amide, selon une réaction d’hydrolyse suite a 1’activation
d’une molécule d’eau. (Tableau 2) : la classification structurale d’Ambler (Figure 10) [33] qui
est basée sur la séquence primaire en acides aminés d’éléments Conservés de site actif, Le
processus enzymatique repose sur un résidu sérine actif chez les enzymes les plus frequentes
ou sur un ion métallique Zn?*. Et la classification fonctionnelle de Bush [34] qui repose sur
I’activité hydrolytique et la sensibilit¢ des P-lactamases aux inhibiteurs (tels que le
clavulanate et ’EDTA qui complexent des cations divalents).La classification d’Ambler
définit quatre classes d’enzymes désignée de A a D. Les protéines de classes A, C et D sont
les enzymes a sérine active et les enzymes de classe B correspondent aux métalloenzymes a

zinc.
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B-lactamases

Serine Meétallo
Classe A Classe C Classe D Classe B
BLSE (TEM [ BLSE (OXA) ]
SHV et CTX-M)

(souvent associées
a d’autres
mécanismes de R)

Figure 10 : Schéma de la classification d’ambler

La classification de Bush rend compte de la diversité fonctionnelle des B-lactamases au sein
de ces 4 classes structurales et notamment dans la classe A qui est subdivisés en 6 groupes

fonctionnels (Tableau 2) :

e Le groupe fonctionnel 2a qui rassemble les pénicillines a spectre étroit(Pénicillinase
de Staphylococcus aureus) [35]sensibles a I’acide clavulanique et dont le spectre
d’hydrolyse se limite aux seules pénicillines.

e Le groupe fonctionnels 2b qui correspond aux peénicillines a large spectre telles que
les enzymes TEM-1, TEM-2 et SHV-1. Elles sont sensibles au clavulanate, possedent
un spectre élargi aux céphalosporines de premiére génération (C1G) et, dans une
moindre mesure, aux céphalosporines de deuxiéme génération (C2G) n’appartenant
pas aux céphamycines.

e Le groupe fonctionnel 2be qui correspond aux B-lactamases a spectre étendu (BLSE)
de classe A. Elles sont sensibles au clavulanates et leur spectre recouvre 1’ensemble
des pénicillines et des céphalosporines, a I’exception des céphamycines.

e Le groupe fonctionnel 2br qui rassemble des enzymes résistantes aux inhibiteurs et,
pour la plupart, dérivés par mutation ponctuelles des pénicillines TEM-1 et TEM-2.
Ces enzymes appelés TEM Résistantes aux inhibiteurs (TRI ou IRT) possédent une
efficacité hydrolytiqgue amoindrit sur les céphalosporines par rapport a TEM-1 ou
TEM-2.

e Le groupe fonctionnel 2c qui correspond aux carbénicillinases ou enzymes de type
CARB (ou PSE). Poche des enzymes TRI, elles présentent une sensibilité réduite au
clavulanate. Cependant, elles s’en distinguent par une activité hydrolytique plus

importante sur les carboxypénicillines que sur la benzylpénicilline.
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e Le groupe 2e qui correspond a des enzymes, souvent appelés céfuroximases,
sensibles au clavulanate et actives sur les aminopénicillines (a moindre niveau sur les
uréide- et carboxypénicillines) les céphalosporines de premiére et seconde géneération
(C1G et C2G), a I’exception des céphamycines.

e Le groupe 2f qui correspond aux carbapénémases de classe A. Elles sont plus ou
moins sensibles au clavulanate et actives sur les peénicillines, les céphalosporines,

I’aztréonam et les carbapénémes.

Les enzymes de classe B ou groupe fonctionnel 3 comprennent les carbapénémases
résistantes au clavulanates et sensibles a I’action inhibitrice de ’EDTA. Elles présentent
un large spectre d’action qui comprend les pénicillines, les céphalosporines, les

carbapénémes mais pas 1’aztréonam.

Les enzymes de classe C sont les céphalosporines de type AmpC qui forme un
ensemble hétérogene d’enzymes appelé le groupe fonctionnel 1 dans la classification de
Bush. Ces enzymes sont résistantes aux [-lactamines inhibitrice. Leurs spectres
d’hydrolyse comprennent les aminopénicillines, C1G et selon la nature de I’enzyme les
C2G dont les céphamycines. Les enzymes AmpC hydrolysent dans une moindre mesure
les carboxy-pénicillines, les uréidopénicillines et les C3G, les enzymes hyperproduites
pourront inactiver efficacement ces substrats. Elles ne conferent généralement pas de
résistance aux carbapénémes et aux C4G (céfépime et cefpirome). Ces derniéres peuvent

toutefois étre inactivées par de rares enzymes AmpC mutantes.

Les enzymes de classe D comprennent les oxacillinases (OXA) correspondant au
groupe fonctionnel 2d de la classification de Bush. Elles possédent une activité
hydrolytique plus importante sur les isoxazolyl-pénicillines, comme 1’oxacilline, que sur
la benzylpécillines, la plupart s’apparentent aux enzymes du groupe 2br par leur
résistance au clavulanate et leur spectre d’action toutefois, les oxacillinases conferent une
diminution, souvent discréete, de la sensibilité aux C4G, ce qui permet parfois de les
distinguer des enzymes TRI. Certaines oxacillinases possédent en outre un spectre étendu
aux, C2G, C3G et C4G (BLSE de classe D) mais elles n’ont pas été rapportées
jusqu’alors chez les entérobactéries. D’autres, comme OXA-23, possedent une faible
activité carbapénémase, sans consequence clinique apparente a ce jour chez les

entéobactéries.

20



ique (BLSE)

tance enzymat

7

esIS

Lar

uolres9uab awgIXnap ap sutiodsofeydsd ‘©g) : uonesaush Jgiwaid ap sunodsofeydsd ‘OTD

++ ++ ++ ++
A - A
; ; + )
- ++ + ¢
; ; + -
- - - +
- - - +
- - ++ +
- - - +
v.1a3 awauadiw 9€0 auI[]19eX0
30LIgIYUI BUANDY 3|19nuaIpy2.d anbiyewAzus sAndY

- 18 + SBUDIS S| JBd BAIIRIIIUBND-IWSS UOJR) 8P S39NDIPUI JUOS S3ILIIGIYUI
S$3|NJ9|0W SBpP UANIR, | 19 sasewr)de]-g sop anbrewAzud 9110019, T (1 ‘9 ‘1) ysng 10 1W[quiy sdide p soseurejoe[-g sap UOIRIYISSR|D: Z Ne3d|geL

++

++

++

++

++

+++

+++

+++

+++

aul11u9d

pe

14

¢

¢

1q¢

9qe

gc

L1

ysng ap
a][auuondU0H

uoneayIsse|o



La résistance enzymatique (BLSE)

4. Deétection des BLSE

Le laboratoire de microbiologie joue, un réle primordial dans la détection des différentes

classes de béta-lactamases. La collaboration des microbiologistes et des cliniciens est

indiscutable pour assurer le succés thérapeutique avec un traitement approprie [36].

% La production de p-lactamases se detecte facilement au laboratoire. Une méthode consiste

X/

a employer une céphalosporine chromogénique, la nitrocéfine (Oxoid, Basingstoke, UK),
qui passe du jaune au rouge lorsqu’elle est clivée par une f-lactamases. Une goutte de
nitrocéfine, déposé sur une colonie de producteurs de p-lactamases, vire au rouge, soit
rapidement, soit aprés ~ 30 minutesd’incubation [37] (test céfinase : figure 11 et 12
annexe 3). Une résistance bactérienne aux S-lactamines, due aux fS-lactamases inductibles,
peut se détecter par la méthode des disques (test de diffusion : figure 13 annexe 3) [37],
c’est les différentes détections a I’antibiogramme.
Bien que la plupart des BLSE et des céphalosporinases hyperproduites conférent une
résistance a une ou plusieurs oxyiminocéphalosporines, ces enzymes n'entrainent pas
toujours une augmentation suffisante des CMI (de 0,5 a > 64 mg/L) pour faire classer les
bactéries comme toujours résistantes a ces antibiotiques. En outre, le comportement de ces
enzymes est différent vis-a-vis des C4G. Il est donc essentiel d'utiliser des tests
spécifiques permettant de les détecter et de les différencier. Actuellement, cette distinction
repose essentiellement sur la mise en évidence des BLSE.

1- Le CLSI propose une méthode de détection des BLSE en deux temps validée a ce jour
pour les espéces E. coli, K. pneumoniae et K. oxytoca. Le premier temps consiste a
sélectionner les souches présentant des CMI > 8 mg/L (diamétre critique <17 mm)
pour le cefpodoxime ou > 2 mg/L pour la ceftazidime (diamétre critique < 22 mm), le
céfotaxime (diametre critiqgue < 27 mm), la ceftriaxone (diameétre critique < 25 mm)
ou l'aztréonam (diametre critique < 27mm) en utilisant la méthode de dilution en
milieu liquide (ou la technique des disques). Une diminution du seuil de détection est
actuellement en discussion. [38]

2- La production de BLSE est confirmée dans un deuxiéme temps par une diminution des
CMI du céfotaxime ou de la ceftazidime d'au moins trois dilutions en présence de
clavulanate (4 mg/L). La diminution des CMI par le clavulanate peut étre mise en
évidence par la méthode de dilution en milieu liquide, a l'aide du systéme E-Test

ESBL ou par la technigue des disques combinés.
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3- la technique des disques combinés est a la fois simple, performante et économique,
repose sur la comparaison des diametres d'inhibition obtenus avec des disques
contenant la g-lactamine antibiotique seule (30 pg) ou associée a une pS-lactamine
inhibitrice telle que le clavulanate (10 pug). Une augmentation du diamétre =5 mm en
présence de clavulanate confirme la production de BLSE (Fig. 4c).[38]

4- Le CA-SFM propose une detection directe des BLSE chez toutes les espéces
d'entérobacteéries. Elle repose sur la mise en évidence d'une synergie entre des disques
de (C3G)céfotaxime, de ceftazidime, de céfépime ou d'aztréonam et un disque
contenant du clavulanate. [39]

5- Le bouchon de champagne : Un espace de 3 cm est recommandé entre le centre des
disques. Ainsi pratiqué, le test de synergie manque de sensibilité. Des faux négatifs
peuvent survenir si I'enzyme posséde une diminution de sensibilité aux inhibiteurs ou
si la BLSE est associée a I'nyperproduction d'une céphalosporinase de classe C. Une
distance de 2 cm permet d'améliorer la détection. [40]

6- Dans le cas d'une céphalosporinase hyperproduite, le céfépime ou le cefpirome, peu
sensibles aux céphalosporinases, sensibilisent la détection et doivent étre utilisés. Si un
doute persiste, le test de synergie et I'antibiogramme complet peuvent étre réalisés en
présence de cloxacilline (50-300 mg/L) afin d'inhiber I'enzyme de classe C,
particulierement pour les entérobactéries du groupe 3.Des faux négatifs peuvent
également apparaitre si la production de la BLSE est faible, comme souvent I'enzyme
TEM-3 chez P. mirabilis. [39, 40]

7- Un espace inter disque de 4 cm est alors plus approprié. Les BLSE de type TEM étant
souvent associées a la production d'une enzyme AACL, une résistance a la
tobramycine, la nétilmicine et l'amikacine doit inciter a la réalisation d'un test de
synergie ainsi modifié, particulierement chez les espéces du groupe des Proteae. Ces
ajustements de la distance et l'utilisation de la cloxacilline permettent de faire de la
technique du double disque une des meilleures et peut-étre, la meilleure méthode de
détection, mais elle est fastidieuse en pratique de routine et nécessite une certaine
expeérience.

% L'utilisation de la technique des disques combinés ou le E-test ESBL (qui est parfois
difficile a Hire) est une alternative a la pratique du test de synergie ordinaire. Elle
permettrait d'améliorer la détection (sensibilité 95-98 %) tout en conservant une bonne

praticabilité et un codt raisonnable. Au moins 2 couples de disques doivent étre utilisés
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pour obtenir une sensibilité satisfaisante : céfotaxime et céfotaxime-clavulanate d'une part,

et ceftazidime et ceftazidime-clavulanate d'autre part.

X/
°e

Les automates (figure 14 annexe 3) utilisent diverses stratégies pour différencier les BLSE
des céphalosporinases hyperproduites. Elles reposent sur la comparaison du phénotype de
résistance de la souche étudiee avec des phénotypes de référence et/ou l'utilisation de tests
spécifiques basés sur la différence de sensibilité des céphalosporinases et des BLSE aux
B-lactamines inhibitrices. Trois types de réponse sont proposés : production de BLSE,
hyperproduction de céphalosporinase ou phénotype de résistance indéterminé. Ce dernier
cas de figure est plus fréguemment rencontré en I'absence de tests analysant la sensibilité
aux pS-lactamines inhibitrices. Ces tests doivent alors étre entrepris a l'aide de techniques
proposées par les fabricants d'automates ou a l'aide des techniques manuelles décrites ci-
dessus [34].

Globalement, les performances des automates semblent comparables et le pourcentage de
phénotypes correctement identifiés est en moyenne > 90 % [41,42]. Ces données montrent
tout I'intérét de ces techniques. Cependant, ce pourcentage varie selon le protocole utilisé et
surtout les souches incluses dans I'étude. Cc pourcentage peut étre compris entre 98 et 100 %
des souches étudiées pour les especes telles que E. coli et K. pneumoniae mais varier entre <
80 et 90 % pour les souches hyperproductrices de céphalosporinase comme avec les espéces
du genre Enterobacter [40, 44, 45]. De plus, ces études n'incluent pas, ou trés rarement des
souches productrices de BLSE de détection difficile suite a un défaut de production (ex. P.
mirabilis producteurs de la BLSE TEM-3) ou & une diminution de la sensibilité aux f-

lactamines inhibitrices (exp. souches productrices de CMT).

La confirmation de la nature des mécanismes de résistance nécessitera des analyses

moléculaires complémentaires qui sortent de la pratique de 1’antibiogramme.

5. Les bactéries productrices de béta-lactamases a spectre élargie ou

étendu

5.1. Les entérobactéries

Du fait de leur diversité, leur faible toxicité, leur activité bactéricide et leur large spectre
d’action, les B-lactamines sont parmi les antibiotiques les plus utilisés dans le traitement des

infections causées par les Enterobacteriaceae. L’efficacité des B-lactamines dépend d’au
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moins trois facteurs : la quantit¢é d’antibiotique au contact de la cible, I’affinité de

I’antibiotique pour la cible et la production de B-lactamase inactivant I’antibiotique.

Ces facteurs sont responsables soit d’une résistance naturelle,et donc présents chez toutes
les souches de 1’espéce, soit d’une résistance acquise par certaines souches, Suite a
I’apparition de mutations ou a I’acquisition de matériel génétique tels que des plasmides, des
transposons ou des intégrons. Pour chaque espéce, on distingue donc un phénotype sauvage
de résistance aux p-lactamines ou «phénotype sensible » et des phénotypes de résistance
acquise ou « phénotypes resistants ». La résistance peut s’exprimer a bas niveau in vitro pour
certaines molécules, mais étre responsable d’échecs thérapeutiques. La connaissance des

phénotypes de résistance permet :

e D’établir la liste des B-lactamines pas a étudier mais a utilisés

e De contrdler la cohérence entre I’identification et le phénotype de résistance

e De pallier les imperfections des tests de sensibilité in vitro par I’application de regles
de lecture interprétative

e De guider le choix thérapeutique.

Les entérobactéries sont naturellement résistantes aux pénicillines des groupe G, V et M.
Les phénotypes de résistance seront donc définis a 1’aide des f-lactamines appartenant aux
autre groupes de pénames seules et associées aux inhibiteurs des p-lactamases :
aminopeénicillines (amoxicilline) , carboxypénicilline  (ticarcilline) , uréidopénicilline
(pipéracilline) ; aux céphalosporines de premiere génération (céfalotine) ,de deuxiéme
génération (céfuroxime et pour les céphamycines, la céfoxitine), de troisieme génération
(céfotaxime et ceftazidime), de quatrieme génération (céfépime et cefpirome); aux

monobactames (aztréonam) et aux carbapénemes (imipéneme).[31]
5.1.1. Phénotypes de résistance des entérobactéries
A-Résistance naturelle ou phénotypes « sauvages »

Les entérobactéries produisent naturellement diverses P-lactamases se qui permet de les

classer en quatre groupes phénotypiques de résistance (tableau 3).
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Tableau 3 : Phénotypes de résistance «sauvage» des entérobactéries aux B-lactamines. La fleche indique les
interprétations préconisées.

Antibiotique @ Phénotype du groupe :

0 1 2 3 4 5 6
Aminopénicillines S S R R R R R/1-1
Aminopeénicillines + S S S R R R S/l
CLA
Carboxypeénicillines S S R S R S R/I-I
Carboxypénicillines SHENRS S S S S S
+ CLA
Uréidopenicillines S S S— | S S— | S I/S?1
Uréidopenicillines + S S S S S S S
TAZ
C1G S S/ S R R R R/
C2G S S S RI/S*  Sc R RN I
Céfoxitine S S S R/1/SP S S S
C3G S S S S S S S
CAG S S S S S S S
Carbapénémes S S S S S S S

8CLA, clavulanate ; CXG, Céphalosporine, de X° génération ; TAZ, tazobactam.

b Résultat fonction de 1’espéce de I’isolat.

¢S —>lou I pour S. fonticola.

4'Si le test de synergie est positif pour au moins une C3G, une C4G ou I’aztréonam.

a-Groupe 0 : Phénotype « sensible » d'espéces dépourvues de génes de p-lactamase

Salmonella spp. etP. mirabilis sont dépourvus de B-lactamase a I'état « sauvage » et sont
naturellement sensibles aux aminopénicillines, carboxypénicillines, uréidopénicillines, a

I'aztréonam, aux céphalosporines et aux carbapénemes.

Les diameétres d'inhibition de I'imipénéme sont souvent réduits pour I'espece P. mirabilis,
comme pour d'autres espéces de la tribu des Proteae. La faible affinité de cette molécule pour
la PLP2 de ces espéces serait responsable de cette diminution. Cette moindre sensibilité a
I'imipéneme est cependant sans conséquence clinique, contrairement a la résistance acquise
par mutation de la PLP2 [37].

b-Groupe 1 : Phénotype « sensible » d'espéces produisant naturellement une

céphalosporinase de classe C

Comme les espéces précédentes, E. coli et Shigellaspp. Sont naturellement sensibles aux

aminopénicillines, carboxypenicillines, uréidopénicillines, & l'aztréonam, aux céphalosporines
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et aux carbapénemes. Cependant, elles produisent a trés bas niveau une céphalosporinase
chromosomique non inductible de type AmpC (groupe fonctionnel 1) qui peut entrainer, chez
certaines souches, une réduction de la sensibilité aux aminopénicillines, & leurs associations

au clavulanate et/ou aux C1G.

La fréquence du phénotype « sauvage » chez E. coli est en moyenne de 50 % en milieu
hospitalier [46].

c-Groupe 2 : Phénotype « pénicillinase bas niveau »

Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Citrobacterkoseri, Citrobacter amalonaticus et
Escherichia hermanni produisent naturellement et de facon constitutive (non induite par les R3-
lactamines, excepté chez C. amalonaticus) des enzymes chromosomiques de classe A
sensibles aux inhibiteurs : SHV-1 (groupe fonctionnel 2b) ou LEN-1 (groupe 2a) pour K.

pneumoniae ;

Elles conferent une résistance patente aux aminopénicillines et aux carboxypénicillines et
souvent inapparente aux uréidopénicillines. Ce phénotype de résistance, appelé « pénicillinase
de bas niveau », se caractérise par la persistance d'un diametre d'inhibition autour des disques
d'aminopénicillines (contrairement au phénotype « pénicillinase haut niveau ou pénicillinase
acquise » caractérisé par l'absence de diametre d'inhibition autour de ces disques). Les

associations pénicillines-inhibiteurs sont actives.

-Regles de lecture interprétative : La résistance aux pénicillines, et tout particulierement aux
uréidopénicillines, peut étre de trés bas niveau [39]. Tous les résultats « sensibles » doivent
étre interprétés « intermédiaires » pour ces molécules chez les espéces appartenant au groupe
2 [38].

d-Groupe 3 : Phénotype « céphalosporinase de bas niveau »

Les entérobactéries appartenant a ce groupe réunissent des especes productrices de
céphalosporinases de classe C (AmpC, groupe fonctionnel 1) chromosomiques et inductibles
par les R-lactamines (molécules fortement inductrices : céfoxitine, imipénéme, clavulanate).
Ces céphalosporinases sont tres repandues chez les entérobactéries isolées en bactériologie
clinique : Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens (et les autres
especes de ce genre), Citrobacter freundii, Morganella morganii, Hafniaalvei, Providencia

stuartii, Providencia rettgeri et Pantoeaagglomerans.
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Le phénotype « sauvage » de ces especes, souvent appelé « céphalosporinase de bas niveau »,
comprend une résistance aux aminopénicillines, a leurs associations aux B-lactamines
inhibitrices et aux C1G. Le comportement vis-a-vis des C2G et des céphamycines permet de
répartir les espéces en 3 sous-groupes : (i) les especes sensibles au céfuroxime (C2G) et a la
céfoxitine (céphamycine) : H. alvel, P. rettgeri, P. stuartii et P. agglomerans ; (ii) les especes
plus résistantes a la céfoxitine qu'au céfuroxime : E. cloacae, E. aerogenes et C. freundii ; et
(iii) les especes plus résistantes au céfuroxime qu'a la céfoxitine : S. marcescens et M.

morganii.

Les espéces Proteus vulgaris et Proteus penneri appartenaient initialement a ce groupe. Pour
des raisons phénotypiques et moléculaires, il est plus cohérent de les inclure dans un nouveau

groupe 5 correspondant au phénotype « céfuroximase ».
e-Groupe 4: Yersinia enterocolitica et Serratia fonticola

Yersinia enterocolitica et Serratiafonticola produisent naturellement une céphalosporinase
inductible de classe C (groupe fonctionnel 1) et une enzyme de classe A. Chez Y.
enterocolitica, cette derniére est une pénicillinase constitutive de classe A produite a bas
niveau (groupe fonctionnel 2b). Chez S. fonticola, I'enzyme de classe A est une R-lactainase

inductible de la classe 2be (SFO-1 et apparentées).

Y enterocolitica est résistante aux aminopénicillines, a leur association avec le clavulanate,
aux carboxypenicillines et aux CIG. La résistance aux unéidopénicillines n'apparait pas in
vitro. Le phénotype de résistance de S. fonticola est similaire. Cependant, le céfuroxime n'est
pas actif et la résistance a l'association aminopénicilline-R-lactamine inhibitrice, qui devrait

normalement étre induite par I'enzyme Ampc, ne s'exprime pas ou a tres bas niveau in vitro.
f-Groupe 5 : Phénotype « céfuroximase»

P. vulgaris et P. penneri produisent naturellement une céphalosporinase de classe A
inductible par les B- lactamines souvent appelée céfuroximase (groupe fonctionnel 2e). Le
phénotype se caractérise par une résistance aux aminopénicillines, aux CIG, aux C2G
(céfuroxime, céfamandole) a I'exception des céphamycines (céfoxitine) et une sensibilité aux

associations penicillines-p-lactamines inhibitrices.

g-Groupe 6 : Phénotype « B-lactamase a spectre étendu chromosomique » Les
entérobactéries Kluyvera ascorbata, Kluyvera cryocrescens, Kluyvera georgiana, Rahnella

aquatilis, Citrobacter sedlakii et Erwiniapersicina produisent naturellement des B-lactamases
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a spectre étendu de classe A (groupe 2be). Ces BLSE, souvent exprimees a bas niveau,
conferent une diminution de sensibilité ou une résistance aux aminopénicillines, aux
carboxypenicillines, aux C1G et aux C2G, a I'exception des céphamycines. La résistance aux
uréidopénicillines et aux C3G est souvent inapparente. Aucune régle de lecture interprétative
n'a été proposée a ce jour pour ces especes. L'activité des enzymes produites suggéere une
interprétation des résultats « sensibles » en « intermédiaire » pour les pénicillines, de méme
pour les C3G si le test de synergie est positif (voir ci-dessous : Phénotype « B-lactamase a
spectre étendu »). [31]

B-Résistance acquise ou phénotypes résistants
a-Phénotype pénicillinase de haut niveau ou pénicillinase acquise

Le phénotype « pénicillinase de haut niveau » est d'expression variable selon la nature du
promoteur des genes de structure, le nombre de copies des génes et I'espece bactérienne
(Tableau 4). L'expression est souvent faible chez P. mirabilis, P. vulgaris, M.morganii et
Providencia. Le phénotype de résistance se présente donc sous différentes formes qui

évoluent entre deux extrémes :

Une activité pénicillinase faible responsable d'une résistance limitée aux aminopénicillines (le
diametre d'inhibition est généralement absent contrairement a ce qui est observé dans la
résistance naturelle des especes du groupe 2) et aux carboxypénicillines. La sensibilité aux
uréidopénicillines et C1G apparait peu ou pas affectée.

Une activité pénicillinase forte responsable d'une résistance aux aminopénicillines, a leur

association aux inhibiteurs, aux carboxypénicillines, aux uréidopénicillines et aux C1G

(Fig. 1a). Une diminution de la sensibilité est communément observée pour les associations
ticarcilline-clavulanate et pipéracilline-tazobactam. La résistance peut s'étendre aux C2G,

principalement chez Klebsiellaspp, Enterobacterspp. et C. freundii.[31]
-Regles d'interprétation

En raison des enzymes impliquées dans ce phénotype, il est recommandé d'interpreéter les
résultats « sensibles » en « intermédiaires » pour toutes les pénicillines si la production d'une

pénicillinase est suspectée [38, 39].
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b-Phénotype pénicillinase résistante aux inhibiteurs

Le Phénotype « pénicillinase résistante aux inhibiteurs » a été initialement décrit chez E. coli
en 1991. Il comporte une résistance aux aminopénicillines, aux carboxypénicillines et a
moindre niveau, aux uréidopénicillines, comme dans le phénotype précédent aux associations
des aminopénicillines et des carboxypénicillines avec les B-lactamines inhibitrices alors que

les CIG conservent généralement leur efficacite. (fig 15 annexe 3)
c-Phénotype B-lactamase a spectre étendu

Le Phénotype « B-lactamase a spectre étendu » (BLSE) (tableau 5) comprend une résistance
aux pénicillines et aux céphalosporines a 1I’exception des céphamycines (fig 16,17 annexe 3).
Cependant, la résistance aux C3G, C4G et I’aztréonam est plus on moins marquée selon les
enzymes et les souches (CMI de <1 a 128 mg/l). En régle générale, cette résistance est
apparente pour au moins une de ces molécules, sauf quand 1’expression est trés faible comme
parfois chez P. mirabilis (Fig 18 annexe 3). La plupart des BLSE sont plus sensibles aux -

lactamine inhibitrices que les pénicillinases a large spectre TEM-1 et SHV-1.

Quelques BLSE, comme les enzymes CMT (Complex mutant TEM), présentent cependant
une sensibilit¢ diminuées aux inhibiteurs. L’efficacité des associations peénicillines B-
lactamine inhibitrices reste généralement suffisante pour étre a la base de la détection de ce
phénotype qui repose sur la mise en évidence d’une image de synergie entre les inhibiteurs et

les C3G et/ou les C4G et/ou L’aztréonam.

Les carbapénémes et les céphamycines ne sont généralement pas hydrolysés par les BLSE.
Toutefois, une diminution de la sensibilité a ces molécules a récemment été rapportée en
Europe et au Japon chez E. coli et K. pneumoniae. Ces souches produisaient des enzymes
possédant une faible activité carbapénémase et dérivées par mutations ponctuelle des BLSE

de type GES (cf. carbapénemase de classe A). (fig 19 annexe 3)
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Tableau 4 : Phénotype de résistance «3-lactamases a spectre étendu» des entérobactéries. La fleche indique les
interprétations préconisées et les résultats rarement observés.

Antibiotique Phénotype «B-lactamases a spectre étendu» du groupe
Oetl 2 3eths

Aminopénicillines R R R
Aminopénicillines + acide S/IIR S/IR R?
clavulanique
Carboxypénicillines R R R
Carboxypénicillines + acide S/IIR S/IIR S/IIR
clavulanique
Ureidopénicillines R R R
Uréidopeénicillines + tazobactam S/ (R) S/ (R) S/ (R)
Céphaloporines del®" génération R R R
Céphaloporines de2¢ génération R R R
Céfoxitine S S S/I/RP
Ceéphaloporines de3¢ génération RIS — | RIS — | RIS — |
Céphaloporines de4¢ génération RIS — | RIS — | RIS — |
Carbapénémes S S S

8S/I/R pour les espéces P. vulgaris et P. penneri.
b Résultat fonction de ’espéces et de 1’isolat.

¢ Au moins une céphalosporine de 3° génération n’est pas active saut chez certaines especes
de la tribu des Proteae, notamment P. minrabilis.

«» Interprétation :

Bien que conférant des CMI parfois tres faibles, les BLSE sont a I’origine de nombreux
échecs thérapeutiques. A I’exception des associations aux [-lactamine inhibitrices, des
céphamycines et des carbapénémes, les [-lactamines, ne doivent pas étre rendues
« sensibles » mais « intermédiaires », si le test de synergie est positif pour au moins une C3G,
C4G ou l’aztréonam [38, 39].

Des entérobactéries comme S. fonticola, K. ascorbata, K. cryocrescens, E. persicina, R.
aquatilis, C. sedla  kii, Citrobacer du groupe 2, P. vulgaris et P. penneri, produisent
naturellement d’authentiques BLSE ou des enzymes proches. Ces BLSE, souvent exprimés a
bas niveau, peuvent soit passer inapergues, soit positiver le test de synergie. Dans ce cas, il
semble souhaitable d’appliquer les régles interprétatives énoncées précédemment pour les

BLSE acquises.
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d-Phénotype céphalosporinase de haut niveau

Le phénotype « céphalosporinase de haut niveau correspond a une résistance plus ont moins
marquée aux pénicillines, aux C1G, aux C2G, a I’aztréonam et a au moins une C3G. Le test
de synergie est négatif entre les C3G, les C4G ou I’aztréonam et les B-lactamines inhibitrices
(Fig 20 annexe). Les céphamycines ne sont pas actives, exception faite vis-a-vis de I’espéce
H. Alvei et les C4G restent le plus souvent efficaces. La résistance aux C3G peut étre

totalement ou partiellement restaurée en présence de cloxacilline (50-300 mg/l.).

0,

% Interprétation

Si une entérobacteérie est résistante a au moins une C3G et que le test de synergie est négatif
les C3G ne doivent pas étre rendues « sensibles ».Cette régle interprétative se limite
actuellement aux seules souches du groupe 3 productrices d’une AmpC chromosomique et
inductible. Cependant, la fréquence croissante de ce phénotype en dehors des espéces du
groupe 3 pourrait amener a une extension de cette régle a I’ensemble des Enterobacteriaceae.

Cependant, il n’existe pas de consensus sur ce point actuellement.
v Résistance aux carbapénémes

De rares souches de E. cloacae, S. marcescens et S. fonticolaproduisent des carbapénemases
de classe A chromosomiques et inductibles par les B-lactamines (les enzymes NMC A. SME.
IMI et SFC-1 du groupe fonctionnel 2f, (Fig 21 annexe 3) [48]. Ces souches ont uner
sensibilité¢ diminuée ou sont résistantes aux pénicillines, aux C1G, aux C2G a I’aztréonam et a

I’imipénéme (CMI de 1 a > 32 mg/L). Elles restent sensibles aux C3G et C4G (Tableau 5).
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Tableau 5 : Phénotype de résistance a 1’imipénéme des entérobactéries par production de carbapénémase. La
fleche indique les interprétations préconisées et les résultats rarement observes.

Carbapénémase de

Antibiotique C_IasseA - CIas_se_B
Chromosomique Plasmidique  Plasmidique
S. marcescens E. coli E. coli
Aminopeénicillines R R R
Aminopénicillines + acide clavulanique R S//IR R
Carboxypénicillines IIR(S—1) R (1) R
Carboxypénicillines + acide
clavulanique IIR(S—1) S//IR R
Uréidopénicillines IS —> | R(I) RI(S—1)
Uréidopénicillines + tazobactam S S/IR R/I(S—1)
Céphaloporines del®" génération R R R
Ceéphaloporines de2¢ génération R R/ R/
Céfoxitine I/IR R/I R/I
Ceéphaloporines de3¢ génération S R/ R/
Aztréonam S R/I S
Ceéphaloporines de4® génération S R/ R/
Carbapénémes IIR(S—1) IIR(S—1I) IIR(S—1)

Les carbapénémases de classe A de type KPC et GES (groupe fonctionnel 2f) sont plus
inquiétantes car codées par des plasmides qui ont permis leur diffusion chez de nombreuses
especes telles que K. pneumoniae, K. oxytoca, Enterobacterspp et Salmonellaenterica. Elles
peuvent conférer une résistance a I’ensemble des B-lactamines, y compris les céphamycines,
les C3G, les C4G et les carbapénémes (Tableau 5). Bien que parfois réduite, leur sensibilité
aux B-lactamines inhibitrices permet en général d’observer une image de synergie entre les
disques contenant du clavulanate et de I'imipénéme. Pour étre observée, la synergie peut
nécessiter un rapprochement des disques ou [’utilisation de la technique des disques
combinés. Cependant, une enzyme dérivée des BLSE de type GFS, décrire au Japon chez K.
pneumoniae, posséde une résistance aux inhibiteurs. Ceci n’a pas permis d’observer d’effet
synergique avec les inhibiteurs. La résistance a I’imipénéme s’exprimait a un niveau
permettant tout juste la détection (CMI mg/l : imipéneme, 8 ; céfoxitine, >128 ; moxalactam,

128 ; cefotaxime, 16 ; céfépime 8 ; cefpirome 128 ; ceftazidime, 1024).

Des carbapénémases plasmidiques de classe B (groupe fonctionnel 3) ont été caractérisees
chez les entérobactéries au Japon, (enzyme de type VIM et IMP) et plus rarement en Europe
(enzyme de type VIM). Ces enzymes hydrolysent toutes les B-lactamines a I’exception de
I’aztréonam (Tableau 5). Les CMI peuvent étre basses pour I’imipénéme (1 a > 16 mg/l). la

résistance est plus constante pour la ceftazidime. Elles résistent aux -lactamines inhibitrices
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mais sont sensibles a 1’action inhibitrice de ’EDTA ce qui permet d’observer une image de

synergie entre des disques contenant de I’imipénéme et de ’EDTA.

L hyperproduction de céphalosporinase associée a une imperméabilité est la cause la plus
fréquente de résistance a I’imipénéme en France chez les entérobactéries. Ce phénotype de
résistance composite a eté observé chez des souches productrices de céphalosporinase
chromosomique comme E. aerogenes, E. cloacae et C. freundii ainsi que deux souches de K.
pneumoniae (Fig 20 annexe 3). Une souche produisait une céphalosporinase plasmidique et la

seconde une fB-lactamase a spectre étendu.

Il n’a pas été démontré que le méropénéme ou I’ertapénéme soient plus efficaces que
I’imipéneéme sur les entérobactéries. Une diminution de sensibilité ou une résistance a 1’une
de ces molécules doit étre confirmée par une exploration des mécanismes mis en jeu par la
souche et une interprétation des résultats «sensibles» en «intermédiaires» pour

I’imipénéme. Le méropénéme et 1’ertapéneme.
e-Autres phénotypes de résistance

Des souches de E. coli, K. pneumoniae et P. mirabilis présentent une diminution de sensibilité
aux céphamycines, aux C1G, C2G (Fig 22 annexe 3) et parfois aux C3G a moindre degré. Ce
phénotype est lié a un déficit en porine qui engendre par ailleurs une diminution de sensibilité
ou une résistance aux quinolones, chloramphénicol, tétracylines et triméthoprime. Chez E.
aerogenes, 1’altération des porines peut également entrainer une résistance aux C3G, aux C4G

et une diminution de sensibilité a I’imipénéme [47].
p-lactamines a étudier

Le choix des molécules a étudier dépend de la situation épidémiologique, des habitudes
thérapeutiques et de la nature du préléevement. Deux compositions types sont proposées par le
CA-SFM pour répondre aux besoins hospitaliers (H) et a la pratique de ville :

e Antibiogramme standard : amoxicilline ou ampicilline, amoxicilline-clavulanate ou
ampicilline-sulbactam, mécillinam, céfalotine, céfixime, céfotaxime (H) ou

ceftriaxone (H).

e Antibiogramme complémentaire : amoxicilline ou ampicilline, amoxicilline-

clavulanate ou ampicilline-sulbactam, ticarcilline (H), ticarcilline-clavulanate (H),
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pipéracilline (H) ou mezlocilline (H), pipeéracilline-tazobactam (H), mécillinam,
cefalotine, céfuroxime-proxetil, céfoxitine (H) et/ou céfotétan. (Latamoxef, non
commercialisé), ceftazidime (H), céfotaxime (H) ou ceftriaxone ou ceftizoxime (H),

céfépime (H) ou cefpirome (H), aztréonam (H), imipéneme (H).

5.2. Les bactéries non fermentaires

5.2.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosaest un bacille a gram négatif, pathogene majeur responsable
essentiellement d’infections acquises a 1’hopital et en général de traitement difficile, il est
agent de pneumonie, de bactériémies et d’infections urinaires. 1l posséde la particularité
d’associer un niveau élevé de résistance naturelle aux antibiotiques, en particulier aux f-
lactamines, et différents mécanismes de résistance aux antibiotique essentiellement

enzymatiques qui s’additionnent parfois au sein de la méme souche.

Un nombre croissant de - lactamases acquises ont été décrites chez P. aeruginosa ces
derniéres années. Les premiéres f- lactamases, avaient un spectre relativement étroit alors que
les plus récentes ont un spectre d’hydrolyse étendu aux céphalosporines de 3eme et 4 eme
génération et/ou carbapénémes. Ces différentes - lactamases appartiennent aux classes A, B,

C, D, de la classification d’Ambler basé sur les séquences en acides aminés.

5.2.1.1. p-lactamases a spectre étendu

A. p- lactamase de la classe A

La premiere f- lactamase de la classe A PER-1 (Pseudomonas Extended Résistance) fut
identifiée a partir d’un isolat d’un patient turc hospitalisé a 1’hdpital Raymond Poincaré de
Garches en 1991 [28] (fig 23E annexe 3). Cette B-lactamase est désormais trés répandue en
Turquie et en Asie (Corée du sud notamment) et une B-lactamases apparentees (PER-2) a été
décrite en Amérique du Sud. Comme chez les entérobactéries, les dérivés de TEM et SHV ont
été décrits : TEM-4, TEM-21, TEM-42, SHV-2a, SHV-5 et SHV-12. Ces variants ont été

identifiés de maniere sporadique chez P. aeruginosa. [49]

Parmi les autres B-lactamases de classe A on connait VEB-1 (et VEB-1a/VEB1Db)
(Vietnamese Extended specturum B-lactamases) (Fig 23F annexe 3) ; GES-1 identifiés a partir
d’une souche de Guyane frangaise (Guyana Extended-Spectrum B-lactamases) et ses dérivés

(IBC-2, GES-9, etc.) ont ét¢ identifiés également dans des souches d’Europe et d’Afrique. La
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toute derniére B-lactamases de spectre étendu chez P.aeruginosa (BEL-1) a été décrite a partir

d’une souche d’origine belge. [50]

Toutes ces B-lactamases, classiquement appelées B-lactamases a spectre étendu hydrolysent
fortement les uréidopénicillines, les céphalosporines de 3° et 4° génération, +/- I’aztreonam et
leur activité est inhibée in vitro par I’acide clavulanique. Il s’agit d’enzymes génétiquement
peu reliées puisque leur pourcentage d’identité varie de 20 a 70 %, ce qui souligne la variété
des PB-lactamases de spectre étendu acquises par P. aeruginosa vraisemblablement aprés
transfert a partir de réservoirs dans 1’environnement. Le support des génes de B-lactamases
peut étre chromosomique ou plasmidique. Les génes de f-lactamases de type de GES, VEB et
BEL sont situés au sein d’intégrons de classe 1. Certains de ces génes sont associés a des
transposons. C’est le cas du géne de PER-1 qui est associé & un transposon composite. Ces
situations favorisent la mobilité et I’expression des geénes de B-lactamases a spectre étendu en
association avec des génes de résistance a d’autres familles d’antibiotiques, ce qui contribue a

la multirésistance des souches qui produise ces enzymes.

Récemment, un déviré de GES-1, GES-2, a été identifié a partir de souches sud-
africains. Cette pB-lactamases a une activité étendu aux carbapénémes mais modeste.
Cependant, 1’activité de cette enzyme associée a certain niveau d’imperméabilité peut Etre a

I’origine de souches résistantes aux carbapénémes et aux céphalosporines a large spectre.

Quelques P.aeruginosa ont été décrits produisant les enzymes de type de type PER-1, GES,
VEB-1, TEM ou SHV, c’est sont particulierement fréquentes en Turquie, Corée du Sud et en
Italie. [49]

B. p- lactamase de la classe D : oxacillinase de spectre étendu

OXA-18 est la seule oxacillinase de P.aeruginosa dont I’activité est bien inhibée par 1’acide
clavulanique et dont le phénotype de résistance induit est en tous points similaire a celui d’une
de B-lactamases a spectre étendu de classe A [51]. La plupart des oxacillinases a spectre
étendu chez P.aeruginosa sont des dérivés par substitutions ponctuelles des B-lactamases
OXA-10 (OXA-11, OXA-14, OXA-16, OXAl7, OXA-19, OXA-28) et OXA-2 (OXA-15,
OXA-32). [50,52] (Fig 23G annexxe 3).

Ces variant hydrolysent les céphalosporines de 3éme génération et/ou I’aztréonam a des
degrés variables et leur activité n’est pas inhibée par I’acide clavulanique. L’hydrolyse du

cefépime/cefpirome est souvent marquée. [53]
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Le support génétique de ces enzymes est plasmidique ou chromosomique et la plupart des

genes font partie d’intégrons de classe 1. Si les oxacillinases de spectre étroit de

P. aeruginosa (OXA-1, OXA-2, etc.) peuvent étre détectés chez les entérobacteries, les

oxacillinases a large spectre n’ont été identifiées pour 1’instant que chez P.aeruginosa.

Seules quelques souches (essentiellement provenant de Turquie et de France) On été décrites.
[50]

C. Carbapénémases de classe B (MBL)

Bien que les B-lactamases de classe A, C et D soient des effecteurs importants de la résistance
aux PB-lactamines chez P. aeruginosa. Les enzymes de classe B (carbapénémases) ont une
activité catalytique beaucoup plus forte et hydrolysent toutes les P-lactamines sauf
I’aztréonam. [54,55] (Fig. 23H annexe 3). la premiére enzyme de ce type (IMP-1,
IMiPenemase) Fut décrite au japon en 1988. Les carbapénémases acquises constituent
actuellement 4 groupes : IMP, VIM (VeronalMipenamase), SPM (Sao Paulo Metallo- (-
lactamase) ou GIM (GermanIMipenemase). [55]

Dix-huit variants du groupe IMP et douze du groupe VIM sont connus dont la plupart ont été
identifiés chez P. aeruginosa, ainsi qu’un représentant SPM-1 et un représentant GIM-1. Ces
quatre groupes d’enzymes sont structurellement peu reliés puisqu’ils n’ont que 20 a 30 %
d’identité en acides aminés. IIs sont également tres différents des métallo- B-lactamases
naturelles exprimées dans des especes telles que stenotro-phomonasmaltophilia et
Chryseobacteriumspp. L’activité de ces enzymes est liée a la présence d’un a deux ions zinc
dans leur site active et est donc inhibée par addition de chélateur d’ions bivalents (EDTA).
Les génes de structure de ces enzymes sont plasmidiques ou chromosomiques, situés dans des
intégrons. L’identification relativement récente et de prévalence croissante de ces [3-

lactamases, notamment en Europe, fait craindre leur diffusion assez rapide. [54,55]

Les MBL les plus fréguemment isolées dans le monde sont les types IMP et VIM (en
particulier VIM-2). Ces B-lactamases sont maintenant détectées sur tous les continents avec
une prévalence forte en Asie et Amérique du Sud.Cependant, de nombreuses épidémies
nosocomiales avec ce type de souches ont été decrites en particulier en Europe du Sud (Italie,
Grece, France, Portugal). [55]
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La résistance enzymatique (BLSE)

On devrait assister dans un avenir proche a un isolement croissant de métallo-enzymes
bien que, compte-tenu de la nature des épidémies nosocomiales a P.aeruginosa qui sont
habituellement plus faciles a controler que celles a d’autres germes nosocomiaux
(Acinetobacter baumannii, Entrococcusspp), on ne connait pas bien le potentiel épidémique

de ces souches.

Tableau 6 : Phénotypes de résistance aux p-lactamines et B-lactamases chez P. aeruginiosa.

B-lactamase a p-lactamase a

Céphalo- Pénicillinase  Oxacillinase spectre spectre Carbapénémase
p-lactamine sporinasehyper TEM/PSE de spectre 5P 3P (IMP, VIM,
produite (CARB) stroit.  cenduclasse - etendu de SPM, GIM)
A OXA type OXA '
Ticarcilline R® R R R R R
Ticarcilline R I/S IIR S/IP IIR R
+ac. Clavulanique
Pipéracilline IIR IIR IIR IIR IIR 1/SP
Pipéracilline + IR IS IR S/ I/IR I/SP
tazobactam
Cefsulodine I/IR I/IR I/IR R I/IR R
Ceftazidime IIR S S R I/RP R
Cefpirome IIR S I/R® IIR IIR R
Céfépime IIR S IIR IIR I/R IIR
Aztréonam IIR S S R S/ S
Imipénéme S S S S S R
Méropénéme S S S S S R

2], intermédiaire ; R, résistant ; S,sensible.
b Phénotype observé in vitro et non réinterprété.

¢ Certaines oxacillinases de spectre étroit entrainent une résistance aux céphalosporines de 4¢ génération.

5.2.2 Acinetobacter :

Les bactéries du genre Acinetobacter sont restées tres longtemps méconnues en raison de leur
faible pouvoir pathogene. Ces bactéries ont développé, a partir des années 70 — 80, de
multiples mécanisme de résistance vis-a-vis des antibiotique et ont pris une place importante
parmi les bactéries multirésistantes responsables d’infection nosocomiales et plus
particulierement de bouffées épidémique hospitaliéres. Acinetobacter est responsable en
moyenne de 9 a 10% des infections nosocomiales en réanimation. Les taux de résistance aux
[- lactamines dans la littérature internationale varient entre 5 et 50% pour les carbapénémes et

entre 50 et 100% pour toutes les autres - lactamines.
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La résistance enzymatique (BLSE)

A-Phénotype sensible

Les souches de Acinetobacter isolées avant les années 70 étaient sensibles a toutes les
B-lactamines a I'exception de la pénicilline G; ce phénotype sauvage est encore fréquemment

observé chez les espéces « non baumannii ».

La souche dite « sensible » aux antibiotiques la plus fréquemment observée
actuellement est productrice a bas niveau d'une céphalosporinase chromosomique non
inductible. Cette enzyme inactive les céphalosporines de 1™ et 2°™ génération ainsi que
I'amoxicilline et l'association amoxicilline + acide clavulanique. Le moxalactam et
I'aztréonam ont une activité diminuée (CMI de 8 a 32 mg/L) et le mécillinam est inactif. Les
diametres et CMI peuvent varier sensiblement en fonction du type de céphalosporinase
impliquée. Ce profil correspond au phénotype 1 (Fig 24A ; annexe 3) et existe chez toutes les
espéces « baumannii » et « non baumannii ». En ce qui concerne les autres antibiotiques,
Acinetobacter est naturellement résistant a bas niveau au triméthoprime (CMI de 16 a 32
mg/L) et la fosfomycine est inactive (Fig. 24B ; annexe 3). Le Tableau 1 donne les diametres
d’inhibitions moyennes et les CMI moyennes observés pour cette population « sensible »
[31].

B-Phénotype de résistance acquise

La résistance acquise aux p- lactamines peut étre également due a la production de
pénicillinases plasmidique. Trois types de pénicillinases dites a large spectre ont été décrits
chez Acinetobacter : TEM-1, TEM-2, et CARB-5. En 1997, une OXA-21 dont le gene fait
partie d’un intégron a été décrite pour la premiére fois chez Acinetobacter. En 1985, une
souche productrice d’une f- lactamase a spectre étendu (BLSE) avait été isolée chez un
patient hospitalisé¢ dans un hopital frangais. Cette souche s’est révélée instable et la résistance
n’a pu étre transférée. Quelque année plus tard, deux épidémies a A. baumannii producteur de
BLSE ont été décrites : la premiére épidémie a été décrite en 1997 en Turquie avec une
souche produisant une enzyme PER-1. En 2003, une souche produisant une enzyme VEB-1 a
¢t¢é a l'origine d’une importante ¢épidémie dans le nord de la France, touchant 54
établissements dans 15 départements avec 34 déces (11% des patients). [56]. Plus récemment,

un enzyme CTX-2 a été décrite au japon chez une souche clinique de A. baumannii [57].
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La résistance enzymatique (BLSE)

Les phénotypes de résistance tel qu’ils ont été définis pour les p- lactamines sont
aujourd’hui au nombre de 6, le phénotype (BLSE) est le phénotype 6, le plus récent. Il
regroupe les souches exprimant une S- lactamase a spectre étendu. La détection de cette S-
lactamase est réalisée par mise en évidence d’une synergie entre 1’acide clavulanique et les

C3G.

Tableau 7 : phénotype et mécanisme de résistance aux B-lactamines.

Phénotype et mécanisme de Modification de Effet des inhibiteurs
résistance sensibilité Activité inhibitrice Activité intriséque
Phénotype 1 Aminopénicilline Tazobactam et .
Céphalosporine bas niveau CIG+C2G? sulbactam Sulbactam actif
Phénotype 2 Aminopéni(_:illine Clavulanate,
PP - Ticracilline Tazobactam
Pénicillinase plasmidique b Pépéracilline Sulbactame
-1, - - +
L 2 cATe s 0 Slbacem |+ (T2 AR
CIG+C2G +/- (OXA)
) CIG+C2G+C3G
Phenotype 3 . Aménopénicillines Tazobactam Sulbactam
Céphalosporine chromosomique idonénicilli Sulbactam Actif
Haut niveau (ACE 1-4)° Ureidopenicillines Et cloxacilline ¢
Ticarcilline (partiel)
Phénotype 4 Aminopénicilline
Céphalosporine chromosomique Ticarcilline (+)
Haut niveau Pipéracilline Clavulanate ++
+ Sulbactam Tazobactal
Pénicillinase plasmidique® CIG+C2G+C3G
. NN EDTA + sur
Phénotype 5 Imipenéme IMP/VIM
OXA 23-27, 37, 40, 51, 58 (Autr?, p-]acta_mines = Clavulanate
IMP-2 IMP-4, IMP-5, VIM-2 activité variable) +/- sur OXA
Phénotype 6 Toutes les Clavulanate
B-lactamase a spectre étendu B-lactamines sauf Tazobactam ++
(PER-1 - VEB-1) I’imipenéme Sulbactam
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Matériel et méthode

1. Lieu et type d'étude

Il s'agit d'une étude rétrospective, descriptive menée au laboratoire de Microbiologie

du CHU de la wilaya de Constantine, a propos de I’année 2017 pendant un mois.
Cet hopital regroupe en 6 groupes de sévices :

» Les services de médecine :
Médecine interne, médecine nucléaire, Maladies infectieuse,

» Les services de réanimation :
Réanimation médicale, réanimation des brulés, anesthésie réanimation gynéco-obstétrique,

» Les services de chirurgie :
Chirurgie général A, chirurgie général B, chirurgie thoracique, chirurgie plastique,
orthopédie traumato A, orthopédie traumato B,

» Les services d’urgence :
Urgence médicale, urgence chirurgicales,

» Les services de pédiatrie :
Pédiatrie A, pédiatrie B,

» Les autres services :
Neurologie, Hématologie, Cardiologie, Pneumologie, Rhumatologie, Oncologie médicale,
Radiothérapie médicale, néonatalogie, dermatologie, endocrinologie, gastro-entérologie,
unité de pénitentiaire, ophtalmologie, ORL, maxillo-facial, ainsi qu'une unité de prise en

charge des grands brilés et un service d’hémodialyse ...ect.

2. Souches bactériennes

L’étude porte sur I’ensemble des souches, bacille a gram négatif productrices de

BLSE isoléees de tous les prélevements receptionnée aux laboratoires et pratiquées.

3. Identification bactérienne

Tous les préléevements ont été étudiés de maniére classique :
e Une fiche de renseignement accompagner les prélevements

e Reporter les renseignements sur le registre
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Matériel et méthode

e Les différentes étapes de la bactéeriologie classiques comprennent :
- Examen microscopique
- Isolement sur gélose
- Identification biochimique
- Antibiogramme
e Interprétation par apport a 1’antibiogramme pour avoir s’il existe des bactéries
productrice de B-lactamase a spectre étendu :
- Utilisation de 1’automate pour interpréter

- Interprétation des résultats de I’antibiogramme

La lecture et I’interprétation de 1’antibiogramme se font selon les normes du comité

de I’antibiogramme de National Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI).

Au niveau de laboratoire de microbiologie ils ont utilisé des différentes familles
d’antibiotiques pour déterminé les bactéries dans les différents prélévements réceptionnés ;
Parmi les béta-lactamines retenues : AMP/AMX: Ampicilline/Amoxicilline, AMC:
Amoxicilline+acide clavulanique, CZO: Cefazoline, FOX : Cefoxitine, CTX/CRO:
Cefotaxime/ceftriaxone, IMP :Imipeneme, ERT: Ertapenem, ATM: Aztréonam, CAZ:
Céftazidime, TIC: Ticarcilline, PIP: Piperacilline, TCC : Ticarcilline + Acide clavulanique.
Outre les béta-lactamines, sont testés CHL :Chloramphénicol, NIT: Nitrofuranes,
CIP :Ciprofloxacine, SXT: Cotrimoxazole, des polymyxines : COL: Colistine, des
quinolones : NAL: Acide nalidixique, fluoroguinolones : LVX : Lévofloxacine ainsi que 4
aminosides : GEN: Gentamicine, AMK: Amikacine, TOB:Tobramicine NET : Netilmicine.

4. Collecte des données

Elle a consisté a la collecte des résultats de tous les antibiogrammes réalisés durant
I’année 2017. Ces résultats comportaient, le numéro d'identification, le nom du patient, la
date d'isolement, le germe identifié, la nature du prélévement, ainsi que les antibiotiques
testés avec leur profil de sensibilité. La collecte des données est effectuée selon un

questionnaire (annexe 1)
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5. Traitement des données et analyse statistique

Dans I'établissement des pourcentages de résistance des différentes espéces
bactériennes, les résultats « intermédiaire » ont été inclus dans la catégorie « résistant ».

L'analyse descriptive des données a été faite a l'aide de logiciel Microsoft Excel 2013.
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Résultats et interprétations

Dans ce chapitre nous avons présenté les différentes interprétations des résultats realisés
pendant I’année 2017 au niveau du laboratoire de Microbiologie — CHU de Constantine. Ces
résultats comportaient, le germe identifie, la nature du prélévement réalisé dans les services :
médecine réanimation chirurgie urgence pédiatrie et d’autres services, ainsi que les
antibiotiques testés avec leur profil de sensibilité (R, I). Ces données ont été complétées avec

la provenance du prélevement grace aux registres du laboratoire.

1. Résistance aux antibiotiques par germe et par molécule d’antibiotique

Les antibiotiques qu’on teste pour les bactéries a gram négatif :

Les béta-lactamines : AMP/AMX : Ampicilline/Amoxicilline, AMC : Amoxicilline +

acide clavulanique, CZO : Cefazoline, FOX : Cefoxitine, CTX/CRO
. Cefotaxime/ceftriaxone, IMP :Imipeneme, ERT : Ertapenem, ATM :
Aztréonam, CAZ : Céftazidime, TIC : Ticarcilline, PIP : Piperacilline, TCC:

Ticarcilline + Acide clavulanique.

- Phénicoles : CHL : Chloramphénicol,

- Nitrofurantoines : NIT : Nitrofuranes,

- Polypeptides : COL : Colistine.

- Lesaminosides : GEN : Gentamicine, AMK : Amikacine, TOB : Tobramicine, NET:
Netilmicine.

- Lesquinolones : NAL : Acide nalidixique, CIP : Ciprofloxacine.

- fluoroquinolones : LVX : Lévofloxacine.

- Autre : SXT : Cotrimoxazole, FOS : Fosfomycine,
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1.1. Entérobactéries

a) Escherichia coli

Tableau 8 : Nombre Total des souches d’Escherichia coli testées pour chaque molécule.

Résultats et interprétations

> >»| » ol n|lolol>»| 5| m|lo|l>»|o|lz|lz|o|l ol |
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2| S| 5|0 X|X|K|2| 2|52/ 2| & & ®| 2|3 @
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5| 2 P 2 =
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S | 553 | 546 | 553 | 553 | 553 | 193 | 120 | 553 | 192 | 553 | 120 | 0 | 247 | 542 | 552 | 253 | 549 | 430
g

D’apres les résultats, Escherichia coli est hautement résiste aux Ampicilline/Amoxicilline par

rapport aux autres antibiotiques avec un pourcentage de 78,66% (Figure 25).
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Figure 25 : Pourcentage des Escherichia coli résistantes (R + 1) aux antibiotiques
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b) Klebsiella pneumoniae

Tableau 9 : Nombre Total des souches des Klebsiella pneumoniae testées pour chaque molécule.

2 218(/3/9/92/ 52 89/ &5/2/2/%/2/8 %3
2| 5| 0| X|X|R|2|3|3|2|5|F&F|F|F|I 7| B|F]0
S ® o

a5 3 <

= ° =

Q 234 | 234 | 234 | 234 | 88 | 55 | 234 | 190 | 234 | 55 0 77 | 234 | 234 | 145 | 234 | 167
=

La figure 26 montre que Klebsiella pneumoniae est hautement résiste aux CZO :

Cefazolinepar rapport aux autres antibiotiques avec un pourcentage de 70,09 %.
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Figure 26 : pourcentage des Klebsiella pneumoniae résistantes (R + 1) aux antibiotiques.




Résultats et interprétations

c) Enterobacter cloacae

Tableau 10 : Nombre totale des souches d’Enterobacter cloacae testés pour chaque molécule.

IERIRBEEEEBEBEBEHEE
= X[ Nl 2| 2| 4]z ; ol O e A o B B R
<% @) o)

g 8 <

& © =

g 130 | 54 | 54 | 130 | 113 | 130 | 54 0 84 | 77 | 130 | 77 | 130 | 115
8

Les résultats de la figure dévoilent que Enterobacter cloacae est hautement résistant
aux CAZ (Céftazidime) par rapport aux autres antibiotiques avec un pourcentage de 55,56 %
(Figure 27).
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Figure 27 : pourcentage des Enterobacter cloacae résistants (R + I) aux antibiotiques.




Résultats et interprétations

d) Serratia marcescens

Tableau 11 : Nombre totale des souches des Serratia marcescens testées pour chaque molécule.

IR 31318312 5|8 2/2/28/8/2%|3
2| 0| x| X| N[ Z|E|&5| 2|2/ &7 &| 3|30
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o |25 |25 |25 |10 |11 |25 | 11|25 |11 | 0 | 6 |13 |23 24| 20
)

Les résultats représentent que toutes les Serratia marcescens résistent aux CZO :

Cefazoline par rapport aux autres antibiotiques 100 % (Figure 28).
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Figure 28 : pourcentage des Serratia marcescens résistantes (R + I) aux antibiotiques
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e) Proteus mirabilis

Tableau 12 : Nombre totale des souches des Proteus mirabilis testés pour chaque molécule.
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Le pourcentage le plus élevé est 69.41 % qui indique que les Proteus mirabilis est
hautement résistes a I’AMP/AMX (Ampicilline/Amoxicilline) et au SXT (Cotrimoxazole) par

rapport aux autres antibiotiques (Figure 29).
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Figure 29 : pourcentage des Proteus mirabilis résistants (R + I) aux antibiotiques.
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Résultats et interprétations

f) Salmonella spp. Isolées des coprocultures

Tableau 13 : Nombre totale des souches des Salmonella spp. Isolées des coprocultures testés pour chaque

molécule.
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D’aprés la figure 30, toutes les salmonella spp. Digestif (Isolées des coprocultures)
montrent une résistance aux AMP/AMX (Ampicilline/Amoxicilline), CZO(Cefazoline) et

NAL (Acide nalidixique) par apport aux d’autres antibiotiques.
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Figure 30 : pourcentage des Salmonella spp. Digestif (Isolées des coprocultures) résistantes (R + 1) aux

antibiotiques.




Résultats et interprétations

g) Salmonella spp. Extra digestives

Tableau 14 : Nombre totale des souches des Salmonella spp. Extra digestives tétés pour chaque molécule.
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D’apreés les résultats, Salmonella spp. Extra digestives sont hautement résistantes aux
NAL (Acide nalidixique) avec un pourcentage de 90.48 %, suivi par AMP/AMX

(Ampicilline/Amoxicilline) avec un pourcentage de 76.19 % (Figure 31).
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Figure 31 : pourcentage des Salmonella spp. Extra digestives résistantes (R + I) aux antibiotiques.



Résultats et interprétations

1.2. Bactéries non fermentaires (BNF)

Les résultats sont présentés dans les figures suivantes (figures 32 et 33).

a) Pseudomonas aeruginosa

Tableau 15 : Nombre totale des souches des Pseudomonas aeruginosa testés pour chaque molécule.
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Les résultats montrent que les Pseudomonas aeruginosa résistent de hautement aux
AMK (Amikacine) avec un pourcentage 54.17 % suivi par LVX (Lévofloxacine) avec 38.10
% suivie de prés par TOB (Tobramicine) avec 37.5 % ainsi TIC (Ticarcilline) avec 36.84 %

par rapport aux d’autres antibiotiques (Figure 32).
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Figure 32 : Pourcentage des Pseudomonas aeruginosa résistants (R + I) aux antibiotiques.
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b) Acinetobacter spp.

Tableau 16 : Nombre totale des souches des Acinetobacter spp. Testés pour chaque molécule.
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D’apres la figure 33, les Acinetobacter spp. Sont hautement résistants aux

PIP : Piperacilline par rapport aux autres antibiotiques avec un pourcentage de 87,12 %.

100,00
87,12
90,00 g4 35
78,74
50,00 77,71 77,72
69,83
70,00 64,94
60,00 56.14
50
50,00
41,18
40,00
30,00
20,00
10,00
0 0 0 0

0,00

@ ) Q A Q N & 3 N\ 3+ & N\

NP \Q@é&,\o@@ S & F

A W
K &®

Figure 33 : Pourcentage des Acinetobacter spp. Résistants (R + I) aux antibiotiques.



Résultats et interprétations

2. Résistance aux antibiotiques par type de préléevement

a) Escherichia coli isolées d’urines

Tableau 17 : Nombre totale des souches d’Escherichia coli isolées d’urines testés pour chaque molécule.
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D’apres les résultats trouvés, Escherichia coli isolée d’urines est hautement résistante

aux Ampicilline/Amoxicilline par rapport aux autres antibiotiques avec un pourcentage de
74,47% (figure 34).
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Figure 34 : pourcentage des Escherichia coli isolées d’urines résistantes (R + I) aux antibiotiques.

54




Résultats et interprétations

b) Escherichia coli isolées d’hémocultures

Tableau 18 : Nombre totale des souches d’Escherichia coli isolées d’hémocultures testés pour chaque molécule.
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Les résultats montrent que les Escherichia coli isolée d’hémocultures est hautement
résistante aux Ampicilline/Amoxicilline par rapport aux autres antibiotiques avec un

pourcentage de 84,21% (figure 35).
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Figure 35 : pourcentage des Escherichia coli isolées d’hémocultures résistantes (R + I) aux antibiotiques
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c) Klebsiella pneumoniae isolées d’hémocultures

Tableau 19 : Nombre totale des souches des Klebsiella pneumoniae isolées d’hémocultures testés pour chaque

molécule.
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La figure 36 montre que Klebsiella pneumoniae isolée d’hémocultures est hautement
résistante aux CZO : Cefazoline par rapport aux autres antibiotiques avec un pourcentage de
89,66 %.

100,00

89,66
90,00 86,21

79,31
80.00 73,33 75
70,00 65,52
60,00
50,00 44,83
40,00 37,93
30,00
20,00 13,79
10,00 325 5,26
- 0 0o 0 o 0 i

AMC CZO FOX CTX/ CAZ ATM IPM ERT GEN AMK CHL NIT NAL CIP COL SXT FOS
CRO (CM1)

Figure 36 : pourcentage des Klebsiella pneumoniae isolées d’hémocultures résistantes (R + I) aux antibiotiques
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d) Klebsiella pneumoniae isolées des urines

Tableau 20 : Nombre totale des souches des Klebsiella pneumoniae isolées des urines testés pour chaque

molécule
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D’apres les résultats de La figure 37 Klebsiella pneumoniae isolée des urines est

hautement résistante aux CZO : Cefazoline par rapport aux autres antibiotiques avec un

pourcentage de 61,25 %.
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Figure 37 : pourcentage des Klebsiella pneumoniae isolées des urines résistantes (R + 1) aux antibiotiques
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€) Proteus mirabilis isolés d’hémocultures

Tableau 21 : Nombre totale des souches des Proteus mirabilis isolés d’hémocultures testés pour chaque

molécule.
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La figure 38 montre que les Proteus mirabilis isolée d’hémocultures est hautement
résistante aux NAL (Acide nalidixique) avec un pourcentage de 100 %, suivi par AMP/AMX
(Ampicilline/Amoxicilline), GEN : Gentamicine et SXT (Cotrimoxazole) avec 75 % ainsi CIP

(Ciprofloxacine) avec 50 % mais elles sont sensible aux restes des antibiotiques.
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Figure 38 : pourcentage des Proteus mirabilis isolés d’hémocultures résistants (R + I) aux antibiotiques.
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f) Proteus mirabilis isolés d’urines

Tableau 22 : Nombre totale des souches des Proteus mirabilis isolés d’urines testés pour chaque molécule.
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Les résultats montrent que les Proteus mirabilis isolés d’urines sont hautement
résistante aux NAL (Acide nalidixique) avec un pourcentage de 90,91 % suivi par
AMP/AMX (Ampicilline/Amoxicilline) avec 83,33 %, par rapport aux d’autre antibiotique
(figure 39).
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Figure 39 : pourcentage des Proteus mirabilis isolés d’urines résistants (R + I) aux antibiotiques.
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g) Enterobacter cloacae isolés d’hémocultures

Tableau 23 : Nombre totale des souches des Enterobacter cloacae isolés d’hémocultures testés pour chaque

molécule.
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Les résultats présentés dans la figure 40 dévoilent que les Enterobacter cloacae sont
plus résistant aux NAL : Acide nalidixique, SXT : Cotrimoxazole avec un pourcentage de 75
% suivi par CTX/CRO : Cefotaxime/ceftriaxone, CAZ (Céftazidime) avec un pourcentage de
50%, ainsi CIP : Ciprofloxacine avec un poucentage de 25 %. Mais elles sont sensibles aux

restes d’antibiotiques. (Figure 40).
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Figure 40 : pourcentage des Enterobacter cloacae isolés d’hémocultures résistants (R + 1) aux antibiotiques.
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h) Pseudomonas aeruginosa isolés d’hémocultures

Tableau 24 : Nombre totale des souches des Pseudomonas aeruginosa isolés d’hémocultures testés pour chaque
molécule.

> == | O > = ol 4| z >| O - il e
- = o

2| 0187 |R| 2|22 & T|2|7|x|2|®?

o O

= <

Qo —_

[ N—r

3

_|

S | 26 0 17 | 29 | 23 |30 | 29 | 14 | O 7 28 7 27 | 25

La figure 41 indique que les Pseudomonas aeruginosa isolées d’hémocultures sont

hautement résistent aux TIC (Ticarcilline) avec un pourcentage de 61,54 % par rapport aux

autre antibiotique.
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Figure 41 : Pourcentage des Pseudomonas aeruginosa isolés d’hémocultures résistants (R + I) aux antibiotiques.
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3. Profil des Bactéries Multirésistantes par service

Les résultats sont représentes dans les tableaux suivants

Tableau 25 : Répartition par marqueur de résistance des bactéries isolées dans les services de médecine,
réanimation, chirurgie et urgence.

Meédecine Réanimation [Chirurgie Urgences

NBR|TOT| % |NBR|TOT| % |NBR|TOT| % |NBR|TOT| %
Sﬂtseé‘)ba"te”es 48| 682|36:36| 74| 104|7115| 42| 135|31.11| 19| 71|26.76
Q'LtS’aE“ma””” 12| 21|5714| 54| 66|81.82| 22| 27|8148| 6| 7|s571
E'LgeEr”g'”osa 5| 46|1087| 25| 55|4545| 6| 42|1420| 2| 7|2857
Total 265| 7493538 153| 225| 68| 70| 204|3431| 27| 85|31.76

Tableau 26 : Répartition par marqueur de résistance des bactéries isolées dans le service de pédiatrie et d’autres

services.

Pédiatrie Autres services Total

NBR | TOT % NBR |TOT| % |NBR| TOT %
Enterobacteries| ool 43| 44,06 9| 94| 957| 455 1220 37,02
BLSE
A. baumannii
BLSE 7 10 70 0 0 0| 101 131 77,10
P. aeruginosa
BLSE 1 11 9,09 1 5 20| 40 166 24,10
Total 71 164| 43,29 10 99| 10,10 596 1526 39,06

TOT *: correspond au nombre total de souches isolées dans le service, pour I'espéce considérée

a- Les résultats dans le service de médecine (tableau 25) indiquent que ;
— Parmi les souches d’Entérobactéries isolées dans le service 36,36 % sont des
Entérobactéries BLSE
— Parmi les souches A. baumannii isolées dans le service 57,14 % sont des
A. baumannii BLSE
— Parmi les souches P. aeruginosa isolées dans le service 10,87 % sont des P.
aeruginosa BLSE
b- Les résultats dans le service de réanimation (tableau 25) indiquent que ;
— Parmi les souches d’Entérobactéries isolées dans le service 71,15 % sont des
Entérobactéries BLSE
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— Parmi les souches A. baumannii isolées dans le service 81,82 % sont des A. baumannii
BLSE

— Parmi les souches P. aeruginosa isolées dans le service 45,45 % sont des P.
aeruginosa BLSE

c- Les résultats dans le service de chirurgie (tableau 25) indiquent que ;

— Parmi les souches d’Entérobactéries isolées dans le service 31,11 % sont des
Entérobactéries BLSE

— Parmi les souches A. baumannii isolées dans le service 81,48 % sont des A. baumannii
BLSE.

— Parmi les souches P. aeruginosa isolées dans le service 14,29 % sont des P.
aeruginosa BLSE

d- Les résultats dans le service d’urgence (tableau 25) montrent que ;

— Parmi les souches d’Entérobactéries isolées dans le service 26,76 % sont des
Entérobactéries BLSE

— Parmi les souches A. baumannii isolées dans les services 85,71 % sont des A.
baumannii BLSE

— Parmi les souches P. aeruginosa isolées dans les services28, 57 % sont des P.
aeruginosa BLSE

e- Les résultats dans le service de pédiatrie (tableau 26) montrent que ;

— Parmi les souches d’Entérobactéries isolées dans le services26, 76 % sont des
Entérobactéries BLSE

— Parmi les souches A. baumannii isolées dans le service 85,71 % sont des A. baumannii
BLSE

— Parmi les souches P. aeruginosa isolées dans le service 28,57 % sont des P.

aeruginosa BLSE

—h
1

Les résultats dans les autres services (tableau 26) montrent que ;

— Parmi les souches d’Entérobactéries isolées dans les autres services 9,57 % sont des
Entérobactéries BLSE

— Parmi les souches A. baumannii isolées dans les autres services 0 % sont des A.
baumannii BLSE

— Parmi les souches P. aeruginosa isolées dans les autres services 20 % sont des P.

aeruginosa BLSE

g- Les résultats dans le totale des services (tableau 26) montrent que ;
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— Parmi les souches d’Entérobactéries isolées dans les services 37,02 % sont des
Entérobactéries BLSE

— Parmi les souches A. baumannii isolées dans les services 77,10 % sont des A.
baumannii BLSE

— Parmi les souches P. aeruginosa isolées dans les services 24,10 % sont des P.
aeruginosa BLSE

4. Profil de BLSE par service

La répartition des Acinetobacter baumannii BLSE dans le service de médecine représente 55
% des BLSE suivi par les entérobactéries BLSE avec 35 % ainsi les Pseudomonas

aeruginosa BLSE avec 10 % (figure 42).

Service de Médecine

' = Entérobactéries BLSE
= A. baumannii BLSE
\ ' = P. aeruginosa BLSE

Figure 42 : répartition des BLSE dans le service de médecine

Le pourcentage des Acinetobacter baumannii BLSE dans les services de réanimation
représente 41 % des BLSE c’est le pourcentage le plus élevé suivi de prés par les
entérobactéries BLSE avec 36 % ainsi les Pseudomonas aeruginosa BLSE 23 % (figure 43).

Service de Réanimation

= Entérobactéries BLSE
= A. baumannii BLSE
/ = P. aeruginosa BLSE

Figure 43 : répartition des BLSE dans le service de réanimation
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Le pourcentage des Acinetobacter baumannii BLSE dans les services de chirurgie représente
64 % des BLSE c’est le plus ¢levé suivi par les entérobactéries BLSE avec 25 % ainsi les

Pseudomonas aeruginosa BLSE 11 % (figure 44).

Services de Chirurgie

' = Entérobactéries BLSE

= A. baumannii BLSE

= P. aeruginosa BLSE

Figure 44 : répartition des BLSE dans le service de chirurgie

La répartition des Acinetobacter baumannii BLSE dans le service d’urgence
représente 61 % des BLSE suivi par les Pseudomonas aeruginosa BLSE avec 20 % ainsi les
entérobactéries BLSE avec 19 % (figure 45).

Service d'Urgences

“ = Entérobactéries BLSE

= A. baumannii BLSE

= P. aeruginosa BLSE

Figure 45 : répartition des BLSE dans le service d’urgence
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La répartition des Acinetobacter baumannii BLSE dans les services de pédiatrie
représente 57 % des BLSE suivi par les entérobactéries BLSE avec 36 % ainsi les
Pseudomonas aeruginosa BLSE avec 7 % (figure 46).

Service de Pédiatrie

' = Entérobactéries BLSE

= A. baumannii BLSE
= P. aeruginosa BLSE

Figure 46 : répartition des BLSE dans le service de pédiatrie

Le pourcentage des Pseudomonas aeruginosa BLSE dans les autres services représente 68 %

des BLSE c’est le plus ¢élevé suivi par les entérobactéries BLSE avec 32 % ainsi 1’absence des

Acinetobacter baumannii BLSE (0 %) (Figure 47).

Autres Services

= Entérobactéries BLSE
' = A, baumannii BLSE
\ ’ = P. aeruginosa BLSE

Figure 47 : répartition des BLSE dans les autres services
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Acinetobacter baumannii BLSE est la plus fréquente au niveau de CHU Constantine avec un
pourcentage 56 % des BLSE suivi par les entérobactéries BLSE avec 27 % ainsi les
Pseudomonas aeruginosa BLSE avec 17 % (figure 48).

Total

< = Entérobactéries BLSE

= A. baumannii BLSE

= P. aeruginosa BLSE

Figure 48 : répartition des BLSE dans tous les services de CHU Constantine

5. Profil des enterobactéries BLSE par service et par espéce

La figure 49 représente que Klebsiella pneumoniae est la plus fréquente dans le
service de médecine avec un pourcentage de 34 % suivie de prés par entérobacter spp. Avec

31 % ainsi E. coli avec 14 %, Serratia marcescens avec 13 %, Proteus spp. Avec 8 %, et
I’absence des Salmonella spp.

Médecine

0%

= E.coli

= Klebsiella pneumoniae

N

= Enterobacter spp.
\ Serratia marcescens

= Proteus spp.

= Salmonella spp

Figure 49 : répartition des EBLSE dans le service de médecine




Résultats et interprétations

La figure 50 montre que entérobacter spp. Est la plus fréquente dans le service de
réanimation avec un pourcentage de 42 % suivie par Klebsiella pneumoniae 34 % ainsi E. coli
avec 17 %, Proteus spp. Avec 7 %, et I’absence des Salmonella spp. Et Serratia marcescens

Réanimation

0,
0% 0% = E.coli

" = Klebsiella pneumoniae
= Enterobacter spp.

Serratia marcescens

= Proteus spp.

= Salmonella spp

Figure 50 : répartition des EBLSE dans le service de réanimation

La figure 51 représente que Klebsiella pneumoniae est la plus fréquente dans le
service de chirurgie avec un pourcentage de 41 % suivie par E. coli Avec 23 % ainsi
entérobacter spp. Avec 24 %, Proteus spp. Avec 12 %, et I’absence des Serratia marcescens
et Salmonella spp.
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Figure 51 : la répartition des EBLSE dans les services de chirurgie
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La figure 52 représente que Klebsiella pneumoniaeest la plus fréquente dans le service
d’urgence avec un pourcentage de 34 % suivie par entérobacter spp. Avec 29 % ainsi E. coli
avec 25 %, Proteus spp. Avec 12 %, et I’absence des Salmonella spp. Et des Serratia

marcescens.

Urgences

= E.coli

= Klebsiella pneumoniae

= Enterobacter spp.
Serratia marcescens

= Proteus spp.

= Salmonella spp

Figure 52 : répartition des EBLSE dans le service d’urgence

La figure 53 montre que Klebsiella pneumoniae est la plus fréquente dans le service de
pédiatrie avec un pourcentage de 30 % suivie de pres par Salmonella spp. Avec 28 % ainsi E.
coli avec 24 %, entérobacter spp. Avec 18 %, et I’absence des Serratia marcescens et Proteus
spp.
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0% |
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Figure 53 : répartition des EBLSE dans le service de pédiatrie
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La figure 54 montre que 1’entérobacter spp. Est la plus fréquente dans les autres
services avec un pourcentage de 50 % suivie par E. coli30 % ainsi Proteus spp. Avec 15 %,

Klebsiella pneumoniaeavec 5 % et ’absence des Salmonella spp. Et Serratia marcescens

Autres services

0%

0% ‘g

'l

5% = Proteus spp.

= E.coli
= Klebsiella pneumoniae
= Enterobacter spp.

Serratia marcescens

= Salmonella spp

Figure 54 : répartition des EBLSE dans les autres services

La figure 55 représente que Klebsiella pneumoniae et entérobacter spp. Sont les plus
fréguentes dans le total des services avec un pourcentage de 25 % suivie de pres par
Salmonella spp. Avec 23 % ainsi E. coli avec 15 %, Serratia marcescens avec 6 % et Proteus

spp. Avec 6 %.
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Figure 55 : répartition des EBLSE dans le total des services
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6. Profil des Bactérie Multirésistance par type de prélévement

La répartition des entérobactéries BLSE dans les prélevements d’hémoculture est de

67% des BLSE suivi par Acinetobacter baumannii BLSE avec 20 % ainsi les Pseudomonas
aeruginosa BLSE avec 13 % (figure 56).

Hémoculture

. = Entérobactéries BLSE

= A. baumannii BLSE

\

= P.aeruginosa BLSE

Figure 56 : répartition des BLSE dans les prélévements d”’Hémoculture

Le pourcentage des entérobactéries BLSE dans les prélévements d’urine représente la totalité

des BLSE avec I’absence des Acinetobacter baumannii BLSE et les Pseudomonas aeruginosa
(figure 57).
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Figure 57 : répartition des BLSE dans les prélévements d’urine
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Le pourcentage des entérobactéries BLSE dans les prelevements de liquide chéphalo
rachidien LCR représente la totalité des BLSE avec 1’absence des Acinetobacter baumannii

BLSE et les Pseudomonas aeruginosa (figure 58).

LCR

0% 0%

= Entérobactéries BLSE
= A. baumannii BLSE

= P. aeruginosa BLSE

Figure 58 : répartition des BLSE dans les prélevements de liquide chéphalo rachidien
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La répartition des entérobactéries BLSE dans les prélevements des infections
respiratoire est 55 % des BLSE suivi par Acinetobacter baumannii BLSE avec 31 % ainsi les
Pseudomonas aeruginosa BLSE avec 14 % (figure 59).

Prélevements des infections réspiratoires

&

= Entérobactéries BLSE
= A. baumannii BLSE

= P. aeruginosa BLSE

Figure 59 : répartition des BLSE dans les prélevements des infections respiratoires

Le pourcentage des entérobactéries BLSE dans les prélevements de coproculture représente la
totalité des BLSE avec 1’absence des Acinetobacter baumannii BLSE et les Pseudomonas

aeruginosa (figure 60).
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Figure 60 : répartition des BLSE dans les prélévements de coproculture
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Discussion

Notre travail a été réalisé au sein du CHU BEN BADIS de la wilaya de Constantine
durant le mois de Mai 2018. C’est une étude descriptive de la résistance aux antibiotiques des
bactéries a gram négatif productrices des B-lactamase a spectre étendu ou élargie au cours de
I’année 2017.

A la résistance naturelle aux B-lactamines peut s'ajouter un ou plusieurs mécanismes
de résistance acquise. La résistance acquise par production de p-lactamase est le mécanisme
prépondérant. Cependant, la fréquence des autres mécanismes de résistance, souvent exprimeés
a bas niveau, pourrait étre sous-estimée faute d'études épidémiologiques. Les premieres
souches productrices de BLSE appartenaient a 1’espece K. pneumoniae. , leur fréquence a
augmenté chez cette espéce de 1% a 20% entre 1985 et 1991[60]. En France A I'hépital,

environ 70 % des souches de K. pneumoniae, sont de phénotype sauvage ou sensible. [35].

D’apres nos résultats au sein du CHU Constantine Klebsiella pneumoniae productrice
de BLSE est la plus frequente dans les services de la pédiatrie avec un pourcentage de 30 %,
les services de médecine avec 34 %, les services de chirurgie avec 41 %, d’urgence avec 34
%. Dans les services de réanimation de L’hopital, les entérobacter spp. BLSE sont les plus
fréguentes avec un pourcentage de 42 % suivie par Klebsiella pneumoniae BLSE avec 34 %
ainsi d’E. Coli BLSE avec 17 % ;

Mais dans le total des services, les souches productrice de BLSE comme Klebsiella
pneumoniae et entérobacter spp. Sont les plus fréquentent avec un pourcentage de 25 %
suivie de pres par Salmonella spp. Avec 23 % ainsi E. coli avec 15 %, Serratia marcescens

avec 6 %, et Proteus spp. Avec 6 %.

D’apres le rapport d’évaluation 2015 de I’AARN le pourcentage des entérobactéries
productrices de BLSE est plus élevé par rapports a nos résultats, on a dans CHU Mustapha
Bacha d’Alger : Klebsiella pneumoniae avec 44.94 %, E. coli avec 25.9 %, entérobacter spp
avec 34.52 %, Serratia marcescens avec 18.30 %, Proteus spp. avec 11.22 %, Salmonella
spp. avec 0 %. Et dans CHU ORAN : Klebsiella pneumoniae avec 45.89 %, E. coli avec 20
%, entérobacter spp avec 29.67 %, Serratia marcescens avec 0 %, Proteus spp. avec 11.95 %,
Salmonella spp. 0 % [64].

En 2008 au CHU du point G de Bamako, d’prés docteur DIOMAN S A, En milieu
hospitalier, la fréquence de production de BLSE est de 26 % chez E. coli, 42,8 % chez K.
pneumoniae, 30 % chez E. cloacae [58].
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Discussion

D’aprés ONERBA, Au cours des derniéres années, la distribution des espéces
d’entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre élargi a été considérablement
modifiée avec I’apparition et 1’augmentation de souches de Escherichia coli et la réduction
concomitante de Enterobacter aerogenes et de Klebsiella pneumoniae qui en fonction des
réseaux étaient les especes les plus fréequemment isolées depuis les années 1990. En 2013,
dans tous les réseaux, la moitié des EBLSE sont des E. coli contre moins de 10% en 1995 par
exemple pour le réseau de I’AP-HP. Cette tendance est observée dans les autres régions
francaises avec un léger décalage dans le temps. Ainsi en 2013, dans le réseau du CCLIN
Paris-Nord, 58 % des EBLSE sont des souches de E. coli contre 6% en 2000 alors que les
souches d’Enterobacter aerogenes ne représentent plus que 2% en 2013 contre 56% en 2000.
Dans le réseau REUSSIR en 2013, le pourcentage au sein de 1’espéce E. coli de souches
produisant une BLSE est de prés de 7% contre 0,2% en 2002. Parallelement, en 2013, dans
tous les réseaux, la proportion de souches de Klebsiella pneumoniae est de nouveau en

augmentation [63].

D’aprés nos résultats, Escherichia coli est hautement résistante aux
Ampicilline/Amoxicilline par un pourcentage de 78,66% par rapport aux autres antibiotiques.
Klebsiella pneumoniae est hautement résistant aux CZO : Cefazoline avec un pourcentage de
70,09 % par rapport aux autres antibiotiques.

En 2013 au Laboratoire de bactériologie des Hopitaux universitaires de Geneve
(HUG), la fréquence de reésistance des isolats cliniques d’E. Coli et K. pneumoniae est de 15
et 18% pour la céfuroxime, et de 10 a 13% pour la ceftriaxone et la ceftazidime. La
Résistance aux bétalactamines a un impact majeur, puisqu’elle concerne les germes les plus
fréguemment impliqués en pathologie infectieuse, aussi bien en milieu intra
qu’extrahospitalier[62].

D’aprés nos résultats Pseudomonas aeruginosa résiste aux TIC (Ticarcilline) par un
pourcentage de 36.84 % par rapport aux autres antibiotiques.

D’aprés I’ONERBA La proportion de souches de Pseudomonas aeruginosa
multirésistantes definies comme le nombre de souches résistantes a Ticarcilline, Ceftazidime
et Imipénéme | ou R diminue de 10% a 8 % entre 2008 et 2013 pour le réseau
microbiologistes du Nord Pas-de-Calais [63].

D’aprés les résultats trouvés, Toutes les salmonella spp. 100 % (Isolées des
coprocultures) sont résistantes aux AMP/AMX (Ampicilline/Amoxicilline), CZO(Cefazoline)

par apport aux d’autres antibiotique.
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Discussion

D’aprées ONERBA, Chez Salmonella, la fréquence est d'environ 90 % mais avec une

grande disparité selon les sérogroupes. En 1998 en France [36].

Le pourcentage des entérobactéries BLSE dans les prélévements d’urine, coproculture,
LCR représente la totalité¢ des BLSE avec I’absence des Acinetobacter baumannii BLSE et les

Pseudomonas aeruginosa.

Dans une étude récente, En Europe, le pourcentage des isolats producteurs de BLSE : K.
pneumoniae, E. coli, P. mirabilis, varie entre 2,7 et 30% suivant les pays. En Suisse, la
surveillance de la résistance aux antibiotiques (www.antibioticresistance.ch) a montré que
4,2% des E. coli et 7,1% des K. pneumoniae testés présentent une résistance. Cependant, entre
2006 et 2013, le nombre d’isolats d’E. coli producteurs de BLSE a augmenté de 1,8 a 8,4% et
celui de K. pneumoniae productrices de BLSE de 5 a 10,2%. De plus, un taux de portage trées
¢levé (16 a 27%) d’entérobactéries productrices de BLSE a été enregistré en Suisse lors de
dépistages a I’admission [62].

Les entérobactéries sont un groupe de bactéries fréeguemment isolées dans les
laboratoires de bactériologie, E. coli et Klebsiella étant les espéces revenant le plus souvent.
Dans la plupart des études, les souches isolées proviennent majoritairement des urines. Dans

notre cas, ces isolats représentaient 68,7% de I'ensemble [61].

Dans notre étude, Acinetobacter baumannii BLSE est la plus fréquente au niveau de
CHU Constantine avec un pourcentage 56 % des BLSE suivi par les entérobactéries BLSE

avec 27 % ainsi les Pseudomonas aeruginosa BLSE avec 17 %.

D’apres le rapport d’évaluation 2015 de I’AARN le pourcentage des bactéries non
fermentaire productrices de BLSE est moins élevé par rapports a nos résultats, on a dans CHU
Mustapha Bacha d’Alger : Acinetobacter baumannii BLSE avec 10.39 %, Pseudomonas
aeruginosa avec 0.31 %. Et dans CHU Blida : Acinetobacter baumannii avec 46.42 %, E.

Pseudomonas aeruginosa avec 0 % [64].

Aussi, cette étude montre que Pseudomonas aeruginosa BLSE représente 68 % des
BLSE dans les autres services, au contraire dans les services de médecine, réanimation,
urgence, chirurgie et pédiatrie, des Acinetobacter baumannii BLSE sont hautement fréquent
suivi par les entérobactéries BLSE.

Au contraire dans plusieurs études, P. aeruginosa a été isolé surtout chez des malades

hospitalisés dans les services de réanimation, de chirurgie et d’ORL [59].
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Conclusion

Cette eétude montre le niveau de résistance des germes vis-a- vis des antibiotiques, elle varie
d’un service hospitalier a I’autre, Nous avons constaté que pendant 1’année 2017, une
augmentation du taux de résistance aux antibiotiques des principaux germes isolés. Notre étude
montre un niveau de résistance tres élevé de nos souches vis-a-vis d'antibiotiques majeurs si on
compare nos données a celles d'autres pays. Des souches présentant des hauts niveaux de
résistance aux béta-lactamines sont majoritaires dans les divers types de prélevements étudies
au niveau des différents services hospitaliers. Des tests spécifiques de recherche des béta-
lactamases a spectre élargi (BLSE) doivent étre mis en place au sein du laboratoire, afin de

mettre en évidence les différents phénotypes de résistance.

L’usage abusif des antibiotiques exerce une pression sur les micro-organismes, qui développent
de la résistance par plusieurs mécanismes. L’évolution des résistances, comprenant I’apparition
incessante de mécanismes nouveaux et la complexité des phénotypes de multirésistance, exige
la mise au point rapide de nouveaux outils diagnostiques. Le développement de nouvelles
stratégies, et la découverte de cibles nouvelles constituent une nécessité évidente.
L’implémentation de mesures sensibles pour réduire les risques d’acquisition d’infections
nosocomiales et la conduite des traitements sur des bases microbiologiques et

pharmacologiques plus solides doivent constituer des priorités.

On conclusion, un taux élevé de BLSE nous incite a revoir notre politique d’usage des

antibiotiques et revoir les mesures d’hygiéne.
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ANNEXE 1

Questionnaire :

I.  Information sur Patients :
1. Nom:...ooooooiiiini. Prénom @ ......oovvvevininnnnn,
2. Age: Adulte [] Enfant [_]
3. sexe: Homme[_] Femme []
4. Service hospitalier :
Services Chirurgie [_] Services de médecine[ ] Services d’urgence[_]Services d’enfant[_]
5. Type de prélevement :
Urine [_] Hémoculture [] LCR [ Coproculture  []
Prélévements des infections respiratoires [ ] ORL [] Pus [ ]

Il.  Quelle espece bactérienne ? :

Escherichia coli [] Klebsiella pneumoniae [ ] Enterobacter cloacae [ ]
Serratia marcescens [_] Proteus mirabilis [ _] Salmonellaspp. []
Acinetobacter spp.  [] Pseudomonas aeruginosa  [_|

I11.  De quels antibiotiques la bactérie résiste ? :
AMP / AMX : Ampicilline/Amoxicilline [_]  AMC : Amoxicilline+acide clavulanique [_]

CZO : Cefazoline [_] FOX : Cefoxitine [_] CTX/CRO : Cefotaxime/ceftriaxone [ ]
CAZ : Céftazidime [ ] ATM : Aztréonam [ ] IPM : Imipenéme [ ]
ERT : Imipenéme [ ] GEN : Gentamicine [_] AMK : Amikacine (]

CHL : Chloramphénicol [ ] NIT : Nitrofuranes [_]  NAL : Acide nalidixique [ ]



ANNEXE 1
[

CIP : Ciprofloxacine [] COL (CMI) : Colistine [ ]  SXT : Cotrimoxazole

FOS: Fosfomycine [ ]  TIC: Ticarcilline  [] PIP: Piperacilline [ ]

TOB:Tobramicine [_] NET : Netilmicine [_] LVX : Lévofloxacine ]

TCC : Ticarcilline + Acide clavulanique [ ]

1V. Les BMR :
Entérobactéries BLSE ]
Acinetobacter baumannii BLSE ]

Pseudomonas aeruginosa BLSE ]



ANNEXES 2

Fiche de renseignement du laboratoire  Année 2017

Nom de la structure : CHU BENBADIS

Adresse : CHU BENBADIS CONSTANTINE
Nom du laboratoire : Laboratoire de Microbiologie
Nombre de services cliniques dans la structure : 32

Nombre de lits d’hospitalisation dans la structure : 1485

Nombre d’hospitalisations par an en moyenne : 75000

Liste des services cliniques :
SERVICES DE Médecine 20
Médecine interne

Maladies infectieuses
Neurologie

Hématologie

Cardiologie

Pneumologie

Rhumatologie

Oncologie médicale
Radiothérapie médicale
Néonatalogie

Dermatologie
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PediatrieA

Pédiatrie B
Endocrinologie
Gastro-Entérologie
Réanimation médicale
Urgences médicales
Réanimation des brilés
Médecine nucléaire
Unité Pénitenciaire
SERVICES DE Chirurgie 12
Chirurgie générale A
Chirurgie générale B
Orthopédie Traumato A
Orthopédie Traumato B
Chirurgie thoracique
Ophtalmologie

ORL

Maxillo- Facial
Chirurgie Plastique
Urgences Chirurgicales
Anesthesie Réanimation

Gynéco-Obstétrique
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Flgure 12 : Test céfinase sur plaque
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Figure 13 : test de diffusion

Figure 14 : Les automates
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a: Phénotype * pénicillinase acquise’’ b : Phénotype * pénicillinase résistantes

de haut niveau chez E.coli produisant TEM-2 aux inhibiteurs chez E.coliproduisantTRI-2

c: Phénotype ’ pénicillinase résistantes’’ d : Phénotype “’ pénicillinase résistantes
aux inhibiteurs chez E.coli produisant OXA-1 aux inhibiteurs chez S.Typhimurium produisant CARB-2

figure 15 : Antibiogrammes d’entérobactéries résistantes a 1’association amoxicilline-clavulanate.Lafléche
indique la réduction du diamétre d’inhibition induite par OXA-1 pour C4G .AMC,amoxicillineclavulanate ;
AMX,amoxicilline ; CAZ,ceftazidine ; CF, céfalotine ; CFM ,céfixime ; CPO, cefpirome ; CTX,céfotaxime ;
CXM, céfuroxime ; FEP,céfépime ; FOX, céfoxitine ; IPM, imipénéme ; PIP, pipéracilline ;
TCC,ticarcillineclavulanate ; TIC, ticarcilline ; TZP, pipéracillinetazobactam.
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Figure 16 : Antibiogramme de E.coli produisant les b-lactamases a spectre €largi.

A B C

Figure 17 : Antibiogramme de E.coliproduisant des B-lactamases a spectre élargi
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Figure 18 :B-lactamase a spectre élargi de détection
difficile .
A, antibogramme comprenant des tests de synergie

négatifs réalisés selon la méthode de double disque
avec des distances inter-disque de 2a3 cm ;

B, test de synergie positif (fléches) réalisés selon la
méme méthode avec distance de 4 cm ;

C, test de synergie réalisé selon la méthode de disque
combinés. ).
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Figure 19 : B-lactamase a spectre élargi de type CMT chez E.coli .A, Antibiogramme révélant une discréte image
de synergie (fléche) entre un disque contenant du clavulanate et un disque de ceftazidine placés a2 cm ; B, test de
synergie négatif réalisé selon la méthode des doubles disques avec un un espace inter-disque de 3 cm ; C, test de
synergie discrétement positif (fléche) réalisé selon la méthode des doubles disques avec un espace inter-disque de
2 cm ; D, test de synergie positif réalisé selon la méthode des disques combinés.
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Figure 20 : E.aerogenes ‘’sauvage’’ (A), hyperproducteur d’AmpC (persistance du caractéreinductible liée a une
déré-pression partielle de 1’expression du géneampC ) (B), de sensibilité diminuée ou (C) résistant (D) a
I’imipénéme et aux céphalosporine de 4éme génération par 1’association d’imperméabilité et d’hyperproduction
d’AmpC.

Figure 21 : E.aerogenes produisant NMC-A, une carbapénémase chromosomique de classe A. la fléche montre
une image discréte de synergie entre le disque d’imipénéme (IMP) et un disque contenant du clavulanate (AMC).
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Figure 22: Résistance au la céfotaxine , au céfuroxime et a la céfalotine par imperméabilité chez E.coli.

Figure 23 : B-lactamines et phénotypes de résistance habituels aux B-lactamines : (E), P.aeruginosa RNL-
1.phénotype B-lactamase a spectre étendu PER-1 ;(F), P.aeruginosa 15.phénotype B-lactamase a spectre étendu
VEB-1 ;(G), P.aeruginosa CY -1 phénotype oxacillinase a spectre étendu OXA-32 ;(H), P.aeruginosa COL-1
phénotype metallo-B-lactamase de type VIM-2,
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Figure 24 : Antibiogramme de E.coli produisant les B-lactamases a spectre élargi ( cefotaximases) TEM-3 (A) et
SHV-2 (B) et (ceftazidimases) TEM-24 (C) et SHV-12 (D).



Résumé :

Cette etude vise a déterminer le profil de résistance aux antibiotiques des
entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii isolées au CHU de
Constantine durant 1’année 2017. Notre étude est rétrospective, portant sur l'ensemble des
souches d'entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii isolées a partir
d’hémocultures, d’urines, d’LCR, prélévement des infection respiratoire, coproculture chez les
malades externes et hospitalisés. Les prélevements ont été analysés au laboratoire de
bactériologie de CHU de Constantine. Les résultats trouvés montrent que les Acinetobacter
baumannii étaient les germes hautement résistants sur I'ensemble des souches isolées suivi par
les entérobactéries. Nous avons noté la présence d'Escherichia coli et de Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Salmonella spp, et
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. Pendant la période d'étude, nous avons observé
des taux de résistance éleves aux principales classes d'antibiotiques ; Ampicilline/Amoxicilline,
Cefazoline, Cotrimoxazole, Acide nalidixique, Amikacine, Piperacilline. Ces résultats sont
valable pour tout les aspects de profil de résistance que nous avons étudié ; profil de résistance
aux antibiotiques par germe et par molécule, profil de résistance des bactéries isolées par type
de service hospitalier et profil de résistance des bactéries isolées par type de prélevement.
Cette étude nous a permis d’avoir une idée sur les taux de résistance aux antibiotiques des
principales bactéries impliquées dans les infections, d’ou I’importance d’une action de
sensibilisation au bon usage des antibiotiques couplée a une surveillance afin de maitriser la

diffusion de ces résistances.

Les mots clés :
Antibiorésistance, BLSE, entérobactérie, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii



Abstract

This study aims to determine the antibiotic resistance profile of Enterobacteriaceae,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii isolated at Constantine University
Hospital in the year 2017. Our study is retrospective, covering all strains of enterobacteria,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii isolated from haemocultures, urine, CSF,
removal of respiratory infection, stool culture in outpatients and hospitalized patients. The
samples were analyzed in the bacteriology laboratory of CHU Constantine. The results found
show that Acinetobacter baumannii were highly resistant organisms on all isolated strains
followed by Enterobacteriaceae. We noted the presence of Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Salmonella spp.,
And Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. During the study period, we observed high
levels of resistance to the main classes of antibiotics; Ampicillin / Amoxicillin, Cefazolin,
Cotrimoxazole, Nalidixic acid, Amikacin, Piperacillin. These results are valid for all aspects
of the resistance profile that we studied; antibiotic resistance profile by germ and molecule,
resistance profile of bacteria isolated by type of hospital service and resistance profile of
bacteria isolated by type of sample.

This study gave us an idea of the antibiotic resistance rates of the main bacteria involved in
infections, hence the importance of raising awareness of the proper use of antibiotics and

monitoring to control the spread of these resistances.
Keywords :

Antibiotic resistance, EBLS, enterobacteria, Acinetobacter spp. Pseudomonas aeruginosa
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Cette étude vise a déterminer le profil de résistance aux antibiotiques des entérobactéries,
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2017. Notre étude est rétrospective, portant sur I'ensemble des souches d'entérobactéries, Pseudomonas
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de résistance élevés aux principales classes d'antibiotiques ; Ampicilline/Amoxicilline, Cefazoline,
Cotrimoxazole, Acide nalidixique, Amikacine, Piperacilline. Ces résultats sont valable pour tout les
aspects de profil de résistance que nous avons étudié ; profil de résistance aux antibiotiques par germe
et par molécule, profil de résistance des bactéries isolées par type de service hospitalier et profil de
résistance des bactéries isolées par type de prélévement.

Cette étude nous a permis d’avoir une idée sur les taux de résistance aux antibiotiques des principales
bactéries impliquées dans les infections, d’ou I’importance d’une action de sensibilisation au bon usage

des antibiotiques couplée a une surveillance afin de maitriser la diffusion de ces résistances.

Mots clés :
Antibiorésistance, BLSE, entérobactérie, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii

Laboratoire de :
- Microbiologie au niveau du CHU- Benbadis, Constantine.

Président de jury : Dr.MAAMERI. Z
Rapporteur : Dr. Mosbah. A
Examinatrice : Dr.BELLIL. |

Maitre de stage : Dr. BENTCHOUALA. CH




	0. page de garde MHH.pdf (p.1)
	0.1 rémerciment.dédicace.sommaire.pdf (p.2-5)
	1.Liste des figures et tableaux.pdf (p.6-13)
	2.Liste des abréviations.pdf (p.14-15)
	3.Introduction.pdf (p.16-17)
	4.Généralités.pdf (p.18-19)
	5.L’antibiorésistance (Enregistré automatiquement).pdf (p.20-28)
	6.La résistance enzymatique.pdf (p.29-55)
	7.Matériel et méthodes.pdf (p.56-58)
	8.résultats-et-interprétation.pdf (p.59-88)
	9.Discussions.pdf (p.89-91)
	10.Conclusion.pdf (p.92)
	11.références (2).pdf (p.93-98)
	12.1quéstionnaire final.pdf (p.99-100)
	12.2Fiche-de-renseignement-du-laboratoire.pdf (p.101-102)
	12.3annexe 3.pdf (p.103-110)
	13.Résumé.pdf (p.111)
	14.Abstract.pdf (p.112)
	15.الملخص.pdf (p.113)
	16.PAGE DE GARDE verso (1).pdf (p.114)
	Entre les chapitre.pdf (p.115-122)

