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Introduction

Introduction

L’infection urinaire est I’infection bactérienne la plus commune aussi bien en milieu
communautaire qu’en milieu hospitalier, et la cause d’une pression majeure pour les

ressources du systéeme de santé (Thrion et williamson, 2003).

De nombreux micro-organismes peuvent étre responsables d’infections urinaires, mais les
bacilles & Gram négatif de la famille des entérobactéries avec en premier lieu Escherichia coli
sont de loin les micro-organismes les plus fréquemment impliqués (Brunet et al., 2006).

Le traitement de ces infections fait recours a la prescription des antibiotiques comme
toute autre infection microbienne (Halimi et al., 2019). Suite a I’utilisation intensive et
abusive des antibiotiques tels que les fluoroquinolones et les céphalosporines de troisieme
génération (C3G) dans le traitement des U, nous assistons a une sélection de souches
multirésistantes aussi bien en milieu hospitalier qu’en milieu communautaire (Pitout et al.,

2005).

La résistance des entérobactéries aux céphalosporines de troisieme genération (C3G) est
due le plus souvent a I’acquisition des B-lactamases a spectre élargi (BLSE). Ces enzymes
(TEM, SHV, CTX-M et dérivés) conférent aux entérobactéries une résistance a 1’ensemble
des B-lactamines a I’exception des céphamycines et des carbapénemes. Elles sont inhibées
partiellement par les inhibiteurs de béta-lactamase (acide clavulanique, tazobactam,
sulbactam). Les genes qui codent pour ces enzymes sont portés par des plasmides d’ou la
dissémination rapide et I’augmentation de la prévalence des entérobactéries productrices de
BLSE partout dans le monde, et coexistent avec les génes de résistance a d’autres

antibiotiques d’ou I’origine de leur multirésistance (Bradford, 2001).

Longtemps limitée au milieu hospitalier, I’épidémiologie des entérobactéries sécrétrices
de B-lactamases a spectre élargie (EBLSE) s’est considérablement modifiée depuis les années
2000.0n assiste depuis a une diffusion des EBLSE en milieu communautaire ce qui constitue

un veéritable probléeme de santé publique (Zahar et al., 2009).

La diffusion des EBLSE expose a un risque élevé d’échec clinique lors des traitements
probabilistes, a l’origine d’infections graves et responsables d’une prescription accrue
d’antibiotiques a large spectre bactérien en particulier I’imipenéme (classe des
carbapénémes), antibiotique précieux, de derniers recours, avec pour conséquence

I’émergence de résistance a cette molécule ce qui conduit a une impasse thérapeutique.

L’objectif de ce présent travail est de :
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e Etudier et comparer le profil épidémiologique des entérobactéries uropathogenes
sécrétrices de BLSE au niveau local, national et international.

o Déterminer la prévalence des entérobactéries sécrétrices de BLSE.

e Etudier les Co résistances des souches sécrétrices de BLSE avec les autres familles
d’ATB afin de chercher des alternatives aux carbapénémes par souci de réduction
du risque de pression de sélection et d’émergence de résistances.

e Modifier le protocole thérapeutique vis-a-vis de ces souches en fonction des

données locales.
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Chapitre | : Les infections urinaires

Chapitre | : Les infections urinaires

1-Définition
L’infection urinaire correspond a I’agression d’un tissu de I’arbre urinaire par un ou
plusieurs microorganismes générant une réponse inflammatoire et des symptémes de nature et

d’intensité variable selon le terrain (Benhiba et al., 2015).

Biologiquement elle est définie par la présence de bactérie dans 1’urine significative au

moins & 10°germes par ml d’urine (Sissoko, 2006).

La désignation infection urinaire regroupe plusieurs pathologies qui peuvent étre de
gravité variable : la cystite, la pyélonéphrite et la prostatite (Turmel, 2014).

Les cystites : infections localisées a la vessie (Pilly, 2016).

Les pyélonéphrites : infections bactériennes urinaires avec atteinte du parenchyme rénal
(Karras, 2000).

La prostatite aigue : est une inflammation aigue d’origine microbienne de la glande

prostatique (Bruyeére et al., 2008).

2-Classification des infections urinaires

2-1-Les infections urinaires simples

Concernent la femme jeune sans facteur de risque et la femme>65ans sans comorbidité (Spilf,
2015).

2-2-Les infections urinaires a risque de complication
Anomalie fonctionnelle ou organique de I'arbre urinaire.

o Terrain a risque de complication :
» Sexe masculin
* Grossesse
- Age > 65 ans avec > 3 critéres de fragilité*, ou age > 75 ans
« Insuffisance rénale chronique sévére (clairance < 30 ml/min)
 Immunodépression
*Criteres de Fried
-Perte de poids involontaire au cours de la derniere année.
+Vitesse de marche lente.
-Faible endurance.

-Faiblesse/fatigue.
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-Activité physique réduite.
2-3-Les infections urinaires graves

Ce sont les pyélonéphrites et IU masculine associées un sepsis grave, un choc septique,
une indication de drainage chirurgicale ou interventionnel (risque d’aggravation du sepsis en

péri-opérationnel (Spilf, 2015).

2-4-Cystite récidivantes
Survenue d'au moins 4 épisodes pendant 12 mois consécutifs (Spilf, 2015).

2-5-Colonisation urinaire (bactériurie asymptomatique)

La colonisation urinaire correspond a la mise en évidence d’un micro-organisme lors
d’un prélévement urinaire correctement réalisé sans que celui-Ci ne génére de manifestations
cliniques quel que soit le niveau de leucocyturie. Le seuil retenu pour parler de bactériurie
asymptomatique est de 10°UFC/m.

Les deux seules situations consensuelles pour le dépistage et le traitement des colonisations
urinaires sont :

- avant une procedure urologique invasive programmee.

- grossesse & partir du 4°™
enceinte) (Spilf, 2014).

mois (cf/ recommandation spécifique chez la femme

2-6-Infection urinaire communautaire
Une infection urinaire est dite communautaire lorsqu’elle n’est pas acquise dans une

structure de soins ou lorsqu’elle n’est pas liée aux soins (Raghu, 2016).

2-7-Les infections urinaires associées aux soins (IUAS)

Une infection est dite associée aux soins (IUAS) : si elle survient au cours ou au décours
d’une prise en charge (diagnostique, thérapeutique, palliative, préventive ou éducative) d’un
patient, et si elle n’était ni présente, ni en incubation au début de la prise en charge.

o Dans les établissements de santé = Infections nosocomiales.

(https://www.infectiologie.com/UserFiles/File/medias/enseignement/seminaires desc/2014/ja

nvier/DESC-MIT-janv2014-coignard-epidemiologie-ias.pdf)

L’TUAS est envisagée :

— Si ’infection survient > 48 heures apres une chirurgie au contact de I'urine.

— Si I’infection survient en présence d’un dispositif endo-urinaire ou moins de 7 jours apres
I’ablation de celui-ci (Spilf, 2015).


https://www.infectiologie.com/UserFiles/File/medias/enseignement/seminaires_desc/2014/janvier/DESC-MIT-janv2014-coignard-epidemiologie-ias.pdf
https://www.infectiologie.com/UserFiles/File/medias/enseignement/seminaires_desc/2014/janvier/DESC-MIT-janv2014-coignard-epidemiologie-ias.pdf
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2-8-Infection urinaire masculine

Une IU chez I'hnomme est toujours classée a risque de complication, du fait de la
fréquence des anomalies anatomiques ou fonctionnelles sous-jacentes. On considére que la
prostate est potentiellement infectée lors d'une 1U chez I'nomme, ce qui a un impact sur les
modalités de I'antibiothérapie (pour éviter un passage a la chronicité) (Spilf, 2015).

3-Epidémiologie

L’IU se situe en milieu communautaire en seconde position apres les infections
respiratoires hautes et basses, cependant son épidémiologie reste mal connue surtout en
Algérie (Gonthier, 2000).

L’infection urinaire associée aux soins représente la premiere cause d’infection

nosocomiale, elle représente environ 40% des infections acquises a I’hopital (Lejeune, 2003).

La frequence des infections urinaires (1U) est élevée, estimée a 150 millions de cas par

an dans le monde et 2 millions de cas annuels en France (Bertholom, 2016).

3-1-Selon I’Age et le sexe
Les infections de I’appareil urinaire sont plus fréquentes chez les femmes que chez les
hommes, sauf dans la période néonatale. Un tiers des femmes auront une IU au cours de leur

vie (Desgrandchamps et al., 2011).

e Chez la femme :

La fréquence augmente avec 1’age avec deux pics :
Le 1% lors du début de Pactivité sexuelle et le 2°™lors de la période post-ménopausique et

pour la grossesse ¢’est aussi un facteur favorisant (Pilly, 2014).

e Chez I’homme :

L’incidence augmente apres 50 ans du fait de la pathologie prostatique (Amrouche et
Ricaud, 2009).

e Chez I’enfant :

Dans la période néonatale, les garcons sont plus touchés que les filles (sexe ratio=2,5)
témoin d’une mal formation de I’appareil excréteur, alors qu'au-dela de 1 an, l'infection
urinaire atteint 3 fois plus de filles que de garcons avec un pic autour de 2 a 3 ans (Bensman,
2003).
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e Chez les sujets agés :
L’infection urinaire est trés courante chez la personne agée (>65ans) (Barrier, 2014).
Les facteurs intervenants dans 1’augmentation de I’incidence de I’infection urinaire avec
I’augmentation de 1’dge sont : la motricité vésicale (effet de médicaments, alitements...), la

déshydratation, défaut d’hygiéne et la baisse du systéme immunitaire (Gonthier, 2000).

4-1’agent causal
> Entérobactéries dans la grande majorité des cas avec E. coli dans (70-95%) des cas dans les
infections urinaires (IU) communautaires. Elle est suivie par les autres entérobacteries (10-
25% en fonction du tableau clinique), particulierement Proteus spp et Klebsiella spp (Spilf,
2015). Staphylococcus saprophyticus, contrairement a Staphylococcus aureus ou
Staphylococcus epidermidis, est capable d’adhérer aux cellules uroépithéliales et est a
I’origine de 5 a 10 % des cystites simples de la femme jeune, mais reste exceptionnel dans
les IU parenchymateuses. On retrouve les mémes uropathogenes pour les prostatites
communautaires, a I’exception des infections sexuellement transmissibles a gonocoque,

Chlamydia trachomatis ou Mycoplasma genitalium (Baldeyrou, 2018).

» Les IUAS sont majoritairement monomicrobiennes. Les bacilles a Gram négatif
représentent au moins les 2/3 des microorganismes isolés. Dans prés de la moitié des cas,
il s’agit d’E. coli qui diminue en pourcentage au profit d'autres especes : Enterobacter,
Klebsiella, Pseudomonas aeruginosa, Serratia, Enterococcus, S. aureus et les levures
(spilf, 2015).

5-Physiopathologie

L’arbre urinaire est normalement stérile, a I’exception des derniers centimetres de I'urétre
distal, qui contient la flore digestive (entérobactéries, streptocoques, et les bactéries
anaérobies), la flore génitale (lactobacilles, Gardnerella vaginalis, Bacteroides spp,
Prevotella spp et Mycoplasma hominis chez les femmes) et la flore cutanée (staphylocoques,

corynebactéries) (Mwinzumah, 2015).

L’infection urinaire est le résultat d’une interaction entre la virulence des germes et les

moyens de défenses de la muqueuse de 1’hote (Vorkaufer, 2011).

6-Modes de contamination

Les bactéries peuvent atteindre I’arbre urinaire selon 3 voies :

6-1-La voie ascendante
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La pénétration des germes se fait le plus souvent par voie ascendante canalaire. Les
bactéries qui proviennent de la flore commensale cutanée surtout celle de la flore fécale et les
bactéries de la flore vaginale chez la femme gagnent le méat urinaire et migrent le long de
I'urétre et colonisent la vessie (cystite) (Cottin, 2009). De Ia, elles peuvent remonter aux

uretéres et atteindre les reins (pyélonéphrite) (Anglaret et Mortier, 2002).

6-2-La voie hématogeéne

Elle est moins fréquente et surgit lors d’une bactériémie ou lors d’une septicémie et les
germes le plus souvent isolés sont les staphylocoques et les salmonelles (Chartier, 2002 ;
Debré, 2004).

6-3-La voie lymphatique
La voie lymphatique consiste a la migration des bactéries par voie lymphatique du colon
jusqu’aux voies excrétrices urinaires ou elles provoqueraient une bactériurie initiale pour se

transformer secondairement en infection secondaire véritable. Elle est rare (Coulibaly, 2010).

7-Les facteurs de lutte contre la colonisation de ’appareil urinaire
- La longueur de l'uretre, chez I'homme, est un bon moyen pour prévenir la migration

ascendante des bactéries du méat urétral vers la vessie.

- Le flux permanent de l'urine au niveau urétéral, les mictions au niveau vésical luttent contre

le phénomene.

- l'adhésion bactérienne est également limitée en présence d'une mugueuse urothéliale saine.
- Enfin, les constantes biochimiques de I'urine limitent la croissance bactérienne (pH acide,
osmolarité faible) (Pilly, 2020).

8-Facteurs de I’hote favorisants la proliféeration bactérienne
- chez la femme : la proximité du méat urétral de I’anus et du vagin favorise sa colonisation,

ainsi que 1'uretre court (3 a 4 cm de long) fait que des bactéries atteignent plus facilement la

vessie (Vorkaufer, 2011).

- Durant la ménopause, la carence oestrogénique entraine des modifications de la flore

bactérienne vaginale.
- Les rapports sexuels favorisent également les 1U.

- Les IU peuvent étre iatrogenes, secondaires a des manceuvres instrumentales (sondage,

endoscopie).
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- Toute situation entrainant une stase urinaire favorise l'infection : uropathie obstructive,

certains médicaments (anticholinergiques, opiacés, neuroleptiques).
- Le diabéte favorise les IU par la glycosurie et les troubles de la miction (Pilly, 2020).

Au total, les 1U simples sont plus souvent dues a des souches bactériennes virulentes,
dites uropathogénes, alors que les IU a risque de complication peuvent étre liées a des

bactéries moins virulentes, qui profitent d'un terrain favorable (Pilly, 2020).
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Chapitre Il : Les entérobactéries

1-Définition

La famille des entérobactéries est I’'une des plus grandes familles, elle comprend un grand
nombre d’espéces bactériennes et également une grande importance clinique (Priest et
Campbel, 1996 ; Paradis et al., 2005). La naissance de la famille des entérobactéries se situe
en 1937 lorsqu’Otto Rahn proposa le genre Enterobacter pour regrouper des microorganismes
présentant des propriétés biochimiques et morphologiques communes parmi lesquelles on
trouve deja des noms tel Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Proteus, Serratia et Shigella
(Farmer et al., 1985).

Selon Zavarzin en 1991 et sur la base du séquencage d’ADN 168, les entérobactéries sont
placees dans le phylum des Proteobacteria qui fait parties des dix groupes formant les
bactéries (Zavarzin et al., 1991). Les entérobactéries sont des eubactéries qui appartiennent a
la division des Proteobacteria, la classe des Gammaprotéobacteria, a 1’ordre des

Enterobacteriales et a la famille des Enterobactériaceae (Joly et Raynaud, 2003).

Les entérobactéries ont en commun une localisation préférentielle au niveau du systeme
digestif d’ou leur appellation « entérobactéries ».Ces bactéries occupant une place importante
en pathologie humaine et constituent plus de 80% des germes isolés au laboratoire de

bactériologie médicale (Péan et al., 2001).

2-Caractéres généraux

La famille des Enterobacteriaceae souvent appelés entérobactéries entériques sont :

e Des bacilles a Gram négatif.

e La plus part sont mobiles grace a une ciliature de type peéritriche ou immobiles.

e Non sporulés.

¢ Non halophiles (croissance en eau peptonée exempte de Nacl).

e Aérobies anaérobies facultatifs.

o fermentaires,

e oxydase négative,

e catalase positive (a I'exception de Shigella dysenteriae type 1),

e nitrate réductase positive (rares exceptions chez Erwinia).

o fermentant le glucose avec ou sans production de gaz (Eberlin, 1997 ;
Delarrs, 2007 ; Octavia et Lan, 2014).
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3-Classification
La famille des Enterobcteriaceae est une famille hétérogéne car elle se compose de plus
de 40 genres de bactéries et pres de 200 espéces d’entérobactéries. Ce sont des bactéries

importantes en pathologies. Les entérobacteries a intérét médical appartiennent a 12 genres.

e Escherichia
Shigella

e Salmonella

e Klebsiella

e Enterobacter

e Serratia

e Proteus

e Providentia

e Morganella

e Citrobacter

e Hafnia

e Yersinia (Morice, 2003 ; Erwan, 2019).

4-Habitat

Le nom d’entérobactéries a été donné parce que ces bactéries sont en général des hotes
normaux ou pathologiques du tube digestif de 'homme et des animaux. Ce caractére
¢écologique n’est pas exclusif, elles peuvent proliférer aussi dans ’environnement (eauX, sol)
telles les Serratia. D’autres sont trouvées chez les végétaux chez lesquelles, elles causent des

altérations néfastes : dégénérescence, ramollissement ... (Avril et al., 2000 ; Philipon, 2001).

5-Pouvoir pathogene
On peut distinguer deux grands groupes d’entérobactéries : les pathogénes opportunistes

et les pathogenes vrais.

5-1-Les pathogenes opportunistes

Bien que considéré comme opportunistes, ces bactéries produisent des facteurs de
virulence comme les endotoxines qui peuvent étre responsable d’infections fatales. Les
entérobactéries pathogénes opportunistes sont issus de la flore digestive commensale
normalement résidente. Cependant, comme ils ne sont pas a 1’origine d’infections chez le
sujet sain et immunocompétent, ils sont considérés donc comme opportunistes (Freney et al.,
2006).

10
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Les pathogeénes opportunistes le plus souvent rencontrés sont les genres suivants :
Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Proteus et Serratia et les infections qu’elles peuvent
causer sont : La septicémie (Seratia, Klebsiella...), les infections respiratoires (Klebsiella
pneumoniae) et urinaires (E.coli) (Freney et al., 2006).

5-2-Les pathogénes vrais

Leur présence dans I’organisme est anormale. Leur mise en évidence dans un
prélevement clinique devra toujours étre prise en considération. Ces organismes sont
caractérisés par leurs facteurs de virulence qui peuvent générer des infections trés grave.

Certaines espéces provoquent des pathologies spécifiques :
Salmonella typhii : responsable de la typhoide.

Shigella dysenteriae : responsable de la dysenterie.
Yersinia pestis : agent de la peste.

Escherichia coli entérotoxique : responsable de gastro-entérite infantile (Freney et al., 2006).

6-Les caractéres bactériologiques
6-1-Les caractéres morphologiques

Les entérobactéries regroupant plusieurs genres sont des bacilles a gram négatif, le plus
souvent courts (1 a 6um), droits. La plupart sont mobile par des flagelles disposés de maniére
péritriche, d’autres sont immobiles (Klebsiella, Shigella, Yersinia pestis). Ils sont non
sporulés, Pouvant étre capsulés ou non. Le genre Klebsiella est caractérise par la présence
d’une capsule visible au microscope. La plupart des espéces pathogénes chez 1’homme
possedent de pili (fimbriae) qui présentent des facteurs d’adhésion (Nauciel et Vilde, 2005 ;
Meziani, 2012).

6-2-Les caractéres culturaux

Les entérobactéries se développent facilement sur les milieux ordinaires en aérobiose et
en anaérobiose (aéro-anaérobies facultatives). Ces bactéries poussent facilement sur milieux
ordinaire. Leur température optimale de croissance est généralement de 35 a 37°C. L’aspect
général des colonies de ces bactéries sur gélose nutritive est florissant : colonie de 1 a 3mm de
diametre, bombées, lisse (smooth), brillantes. Le plus souvent les colonies sont translucides

et blanchatres.

Quelques espéces font cependant exception :

e Latempérature optimale de croissance pour Yersinia (30 a 37°C).
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o Colonies petites pour : Shigella dysenteriae, Yersinia et Salmonella typhisuis.

¢ Des colonies trées muqueuses de taille importante et luisantes sont retrouvées chez
Klebsiella spp (figure2).

e Les proteus spp. ont tendance a envahir la gélose en formant des vagues successives
(figured).

¢ Colonies transparente chez les salmonelles et pigmentées en rouge chez Serratia
(figure3) (Bidet et Bingen, 2011).

Figure 2: Klebsiella pneumoniae sur MacConkey (www.123rf.com).
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Figure 3 : Seratia marcescens sur gélose nutritive (www.123rf.com).

Figure 4: Proteus mirabilis sur gélose au sang (Tankeshwar, 2019).

6-2-1-Les milieux de culture
6-2-1-1- Gélose EMB (Eosin Methylene Blue Agar)

C’est un milieu différentiel utilisé pour la différenciation des entérobactéries notamment
Escherichia coli et Enterobacter aerogenes. Ce milieu inhibe légérement les bactéries a Gram
positif. Il contient un indicateur de couleur (Eosine, Bleu de méthylene) qui assure la
différenciation entre les bactéries fermentant le lactose par exemple E .coli et les non

fermenteur (Salmonelles et shigelles) (Sargar, 2019).

L’aspect des colonies est le suivant :
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Tableau 1 : Aspect des colonies sur gélose EMB (Biokar diagnostics, 2001).

Microorganisme Caractéristiques des colonies

E.coli Colonie violet foncé, 2 a 3mm, plates, reflet métallique.

Enterobacter aerogenes | Colonies bleuétre, a centre brun foncé, aplatie, confluentes, 4a

6mm, éclat métallique occasionnelle.

Citrobacter Colonies violette a léger, avec un reflet métallique marqué.
Klebsiella Colonies brunéatre, muqueuse.
Salmonella, shigella Colonies ambrées transparentes.

Figure 5 : Gélose EMB ensemenceée avec E.coli (Guillaume, 2006).

6-2-1-2-Gélose DCL

Milieu d’isolement sélectif pour les Salmonelles-Shigelles. 11 contient le désoxycholate et
le citrate de sodium et le citrate féerique comme inhibiteur des bactéries a Gram positif et
autres a Gram négatif. La gélose DCL permet la différenciation des germes Lac+ des Lac- et
la mise en évidence de la production de H,S. Le rouge neutre est I’indicateur de PH présent
(Biorad, 2011).

Les germes Lactose+ — colonies rouges (E.coli)
Germes Lac-—Cglonies incolore avec ou sans centre noir (Salmonella, Shigella)

Germes H,S+ — Noircissement au centre de la colonie (Biorad, 2011).
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Figure 6 : Gélose DCL avec Escherichia coli et Salmonella (Guillaume, 2006).

6-2-1-3-Gélose Hektoen

La gélose Hektoen est un milieu sélectif différentiel pour l'isolement et la différenciation
des bacilles a Gram négatif entéropathogénes, principalement les Salmonelles et les Shigelles.
Les bactéries a Gram positif sont inhibées par la présence de sels biliaires. La fermentation de
un des 3 sucres présents dans ce milieu (Lactose, saccharose, salicine) se traduit par le virage
de couleur du bleu de bromothymol fer (Bio-Rad, 2014 ; Tankeshwar, 2015).

e Colonies saumon : fermentation de 'undes . sucres —,  Acidification du

milieu ,» Virage de couleur.

e Colonies vertes ou bleues : Pas de fermentation.

La présence de thiosulfate de sodium et de citrate de fer conduit a la production
d’hydrogene sulfuré. Elle se traduit par des colonies a centre noir, coloration due a la

formation de sulfure de fer (Bio-Rad, 2014 ; Tankeshwar, 2015).

Tableau 2 : Couleur des colonies bactériennes sur milieu Hektoen (Bio-Rad, 2014 ;
Tankeshwar, 2015).

Microorganismes Colonies

E.coli Couleur saumon (Lac+)

Shigella Vertes et transparentes (Lac -)

Salmonella Vertes a bleue-vertes transparentes avec ou sans centre noir (Lac-).
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Figure 7: Salmonelles sur gélose hektoen (colonies lac-) (Guillaume, 2006).

6-2-1-4- Gélose MacConkey

Un milieu différentiel sélectif lactosé qui sert a ’isolement et a la différenciation des
Enterobacteriaceae et de nombreux autres batonnets a Gram négatif. Ce milieu contient les
sels biliaires et le cristal violet qui inhibent les Gram positif. 1l contient le rouge neutre
comme indicateur de PH. Le principe de ce milieu repose sur la fermentation du lactose par

les bactéries lactose+ ... (Sargar, 2018).

-Les germes lactose+ sont révélés par la formation de colonies de couleur rouge brique parfois

entouré d’un halo opaque (précipité des sels biliaires) : E.coli, Klebsiella, Enterobacter...

-Les germes lac- sont incolores : Salmonelles et Shigelles... (Sargar, 2018).

Figure 8: E.coli sur MacConkey (lactose+) (Philippinj, 2007).
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6-2-1-5-Gélose BCP

La gélose lactosée au pourpre de bromocrésol est un milieu non sélectif pour la
distinction des entérobactéries fermentant le lactose ou non .Cette fermentation est révélée par
le virage de couleur du BCP au jaune. Le virage du milieu au jaune indique que les bactéries
sont Lactose+ et le milieu reste violet si les bactéries sont Lactose- (Biokar, 2001 ; Bio-rad,
2014).

e Kilebsiella, Escherichia coli : Colonies muqueuses
e Escherichia coli lactose-lent : colonies bleutées a la périphérie
e Escherichia coli, Citrobacter : colonies “smooth” ou “rough”, laissant passer la

lumiére lorsqu’elles sont examinées par transparence (Biokar, 2001 ; Bio-rad, 2014).

Figure 9: Milieu BCP ensemencé par Klebsiella pneumoniae (Cavalla, 2007).

6-2-2-Les milieux sélectifs
6-2-2-1-Salmonella-Shigella (SS)

C’est un milieu d’isolement sélectif qui inhibe les bactéries a Gram positif, utilisé pour la
recherche de salmonelles et shigelles dans les selles. La sélectivité de ce milieu est basée sur
la présence des selles biliaires + le vert brillant. 1l contient du lactose et du thiosulfate qui
permettent de visualiser la fermentation du lactose (virage de I’indicateur de PH : Rouge

neutre) et la production d’H,S (précipité noir au centre de la colonie) (Allaye Traore, 2012).
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Tableau 3 : Couleur des colonies bactérienne sur gélose SS (Allaye Traore, 2012).

Microorganismes Lactose H,S Couleur des colonies
Salmonella - +0u- Incolores

Shigella - - Incolores
Coliformes (E.coli) + - Roses/Rouges

6-2-2-2-Gélose DRIGALSKI

La gélose DRIGALSKI est un milieu d’isolement sélectif des entérobactéries. La
différenciation est basée sur leur capacité a fermenter le lactose et le virage de couleur du bleu
de bromothymol au jaune. L’inhibition des Gram positif est réalisée par le cristal violet et le
désoxycholate de sodium (Biokar, 2003).

e Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter : colonies jaune (Lac+).

e Salmonella, Shigella, Proteus, Providencia, Pseudomonas : Colonies bleues a bleu-
vert (Lac-) (Biokar, 2003).

Figure 10: Gélose DRIGALSKI (Colonies Lac+) (www.microbiologiemedicale.fr).

6-2-2-3-Gélose CLED
La gélose CLED (Cystine Lactose Electrolyte Deficient) est utilisée pour 1’isolement, la
numération et la différenciation des microorganismes urinaires. La fermentation du lactose en

acide est mise en évidence par le virage du vert au jaune de I’indicateur de ph (bleu de

bromothymol). La déficience en électrolytes réduit I’envahissement du milieu par les Proteus

(Tankeshwar, 2015).
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e Colonie jaune (lac+) : E.coli.
e Colonie jaune a bleu blanchétre : Klebsiella spp

e Colonies bleues translucides : Proteus spp (Tankeshwar, 2015).

Figure 11 : Gélose CLED (www.microbiologiemedical.fr).

6-2-3-Les milieux chromogénes

Les milieux chromogénes sont des milieux de culture qui permettent de mettre en
évidence un enzyme spécifique d'une espéce bactérienne ou d'un groupe d'espéces. lls
utilisent des substrats spécifiques de cet enzyme qui aprés dégradation forment des produits

colorés. L’espéce est donc identifiée par coloration de la colonie (Perry et Freydiére, 2007).
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Tableau 4 : les milieux chromogenes et les enzymes recherchées (Couleur des colonies)
(Freney et al., 2006).

Les enzymes recherchées

Milieux B- B - | B- Tryptophane | C8 estérase
chromogénes | glucuronidase | galactosidase | glucosidase | désaminase
- + (rose) + (bleu) | + (marron) -
Uriselect4
- + (rose) + (bleu) | + (marron) -
Chromagar
orientation
CPS ID3 +(Rose) - + (bleu) | + (marron) -
Chromogenic - + (rose) + (bleu) + (marron) -
UTI
medium
Chromagar - - + (bleu) | + (marron) +
salmonella (rose/mauve)

7-Les caracteres biochimiques

Le diagnostic de genre et d’espéce repose sur I’étude des caractéres biochimiques apres

que le diagnostic de famille ait été établi avec certitude. La recherche des caracteres généraux

et des caractéres biochimiques demeurent les moyens d’identification couramment mis en

ceuvre (Bidet et Bingen, 2011 ; Meziani, 2012).

Une grande diversité enzymatique :

fermentation des glucides, dégradation des acides

organiques, des substances azotées ; désaminases, décarboxylases ; formation d'indole,

d'acétoine,etc. .. (ALtp://www.microbes-edu.org/etudiant/entero.html).
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Chapitre 11 : Les entérobactéries

Tableau 5 : Les caractéres d’identification des genres le plus fréquemment rencontrés

(Djelouat, 2009).

1
L () [} © [08)
8 5 = © = © ® = = o
3 e Q9 ‘= © S o ) @ c f=
° |8 | |& |t |8 |2 |8 |8 |& |®
= = 2 wn < 73] o o o >
O T n o =
Glucose | + + + + + + + + + + +
Lactose + + + + - - - - - - _
ONPG + + + + + - +/- - - - +
Mannitol + + + + + + + - +/- - T
Indole + - - +/- - - +/- +/- + + +/-
VP - - + + + - - - - - +(20°)
Citrate - + + + + +/- - +/- + - -
Mobilité | + + + - + + - + + + | +(20°)
Urée - - - + - - - + - ¥ ¥
TDA - - . - - - - + + + 3
H,S - + - - - + - +/- +/- - -

8-Les caractéres antigéniques

Les entérobactéries possedent plusieurs types d’antigénes :

8-1-Antigene O

Antigéne de paroi constitu¢ de lipopolysaccharide (LPS) thermostable, constitu¢ d’une
fraction lipidique responsable de la toxicité (endotoxine). L’antigéne O intervient dans des
réactions d’agglutinations qui se produisent lentement constituées d’agglutinants granulaires

difficilement dissociable par agitation (Djelouat, 2009).

8-2-Les antigénes H

Les antigenes flagellaires sont présents chez les bactéries mobiles, constitués de flagelline
thermolabile, détruit par traitement a 1’alcool 50%. Ils donnent lieu a la formation d’anticorps
agglutinants. Les agglutinations sont floconneuses et facilement dissociable par agitation
(Avril et al., 1992).
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8-3-Les antigénes K

Les antigénes capsulaires (Klebsiella et certaines souches d'E. coli, Shigella, Citrobacter
et Salmonella « antigéne Vi ») sont de nature polysaccharidique ou protéique, ils masquent
I’agglutination par les anticorps anti O. Ils sont détruits par une ébullition de deux heures

(Erwan, 2019).

8-3-1-Antigéne de Kunin ou Enterobacteriaceae common antigen (ECA)

Constitué d'un glycophospholipide spécifique des entérobactéries.

8-3-2-Antigenes d'adhésines
Ils sont de nature protéique, portés par des pili communs (Fimbriae).

La caractérisation des sérovars est possible par I’étude de ces antigénes (Djelouat, 2009).
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Chapitre 111 : La résistance des entérobactéries aux béta-lactamines

1-Définition :

Les béta-lactamines constituent la famille d’antibiotiques la plus importante, aussi bien
par le nombre et la diversité des molécules utilisables que par leurs indications en
thérapeutique et en prophylaxie des infections a entérobactéries. Elle a connu un
extraordinaire développement depuis les années 1940 (Hammami, 1991). Cependant, les
entérobactéries hébergent naturellement et ont acquis des résistances limitant leur activité
(Cavallo et al., 2004), ceci dit que les résistances peuvent étre naturelles (fait partie du
patrimoine génétique normal du germe) ou acquises par mutation chromosomique, ou par
transfert d’ADN, de plasmides conjugatifs ou de transposons (mécanisme le plus fréquent)
(Yala et al., 2001). En conséquence de I'utilisation irrationnelle de ces derniers, du fait qu’ils
soient les ATB les plus utilisés dans la pratique clinique courante (Rodriguez et sturlens,
2006).

Les BL sont une grande famille d’antibiotiques utilisés dans le traitement de plusieurs
infections a Gram positif et a Gram negatif (Boussoualim, 2002). Ces ATB sont d’origine
naturelle ou semi synthétiques possédant en commun un cycle azétidine a fonction -lactame
(amide intra cyclique) (Ifticen, 2013) donc sont caractérisées par la présence de la fonction
amide —CONH- en situation non pas linéaire mais cyclisée (figure 16) (Bouanchaud, 1986).
Malgré cette caractérisation on distingue plusieurs familles parmi lesquelles les pénicillines,
les céphalosporines, les carbapénémes, les monobactames et aussi les inhibiteurs de
bétalactamases (Albano et Moreda, 2016).

CH ——— CH

C — N
.-f‘if":l;: -

O Le cycle p-lactame

Figure 1 : Cycle d'un anneau B-lactame (Hakeem, 2019).
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2-Classifications des p-lactamines :
2-1-Les Pénicillines :

Les pénicillines sont un grand groupe de B-lactamines dérivées de 1’acide amino-6-
penicillanique qui possedent une structure bicyclique basique (Fernandes et al., 2013). Selon
la nature de ces différents substituants, on a défini plusieurs sous classes, dont les plus
utilisées sont les aminopénicillines (ampicilline, amoxicilline), les carboxypénicillines
(ticarcilline) et les uréidopeénicillines (pipéracillline). Le pivmécillinam est une
aminopenicilline indiquée dans le traitement des infections urinaires (Van Bambeke et al.,
2008).

2-2-Les céphalosporines :

Les céphalosporines sont des molécules trés largement prescrites, que ce soit a I'hopital
ou en médecine de ville. Leur spectre d'action englobe la plupart des germes d'intérét medical
(Boye et Jehl, 2019). Les céphalosporines sont dérivées de I’acide 7-aminocéphalosporanique
qui possédent un atome de carbone de plus que 1’acide amino-6-penicillanique (Hamilton-

Miller, 2008). On les classe en quatre générations (1%¢, 2°™, 3°™ et 4°™ générations).

Les céphalosporines de premiere générations (C1G) sont plut6t actives sur les bactéries a
Gram positif, alors que les C2G ont un spectre eétendu vers les bactéries a Gram négatif et les
C3G ont un spectre plus étendu a la plus part des enterobactéries et sur Pseudomonas
aeruginosa pour la céftazidime. Les C3G sont les ATB de choix dans le traitement des
infections sévere a entérobactéries (Challan Belval, 2016). Les C4G sont des 7-
méthoxymino-céphalosporines zwittérioniques pénetrent tres rapidement a travers la

membrane externe des bacilles a Gram négatif (Dia, 1999).

2-3-Les carbapénemes :

Les carbapénémes sont des ATB d’importance, ont un spectre trés large et sont tres
stables a I’hydrolyse de la plupart des B-lactamases et ont une trés forte affinité pour les PLP,
comprenant les bactéries a Gram positif et a Gram négatif aérobies et anaérobies (Grall et
Serieys, 2012). Ce sont des molécules utilisées en dernier recours pour traiter des infections a
des bactéries multi résistantes comme les entérobactéries productrices de BLSE (Remoué et
al., 2017).
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2-4-Les inhibiteurs des béta-lactamases :

La découverte des inhibiteurs de bétalactamases est 1’'une des acquisitions les plus
spectaculaires au sein de la famille des bétalactamines afin d’assurer une stabilité vis-a-vis des
bétalactamases (Hammami, 1991). lIs ont une faible activité intrinseque, tres actifs sur les
pénicillinases et les bétalactamases a large spectre chromosomiques et plasmidiques et
généralement peu actifs sur les céphalosporinases (Gutmann, 1989). Trois inhibiteurs de B-
lactamases : I’acide clavulanique, le sulbactam et le tazobactam (Husson et al., 1993). Le
nouvel inhibiteur de p-lactamase est Le NXL104 (Novexel) contrairement aux trois
inhibiteurs classiques (Cattoir, 2011).

2-5-Les monobactames :

Constituées uniquement du noyau B-lactame. Aztréoname est une molécule administrée
par voie parentérale. Son activit¢ sur les bacilles a Gram négatif producteurs de pB-
lactamases et indiquée pour traiter les infections severe a bacille gram négatif résistantes aux

médicaments car il est stable aux métallo-p-lactamases (Den et al., 2018).

CH,
HO“™, . R
| 8. /8
7N
.0 —~OH ' .
W T COOH
/¥~ :
' E OM Carbapénémes (1976) R.CONH R
Acide clavulanique (1976) P
0’ R"
Monobactames (1981)
R-CONH
Wash +  RCONH :
0//'— N ‘-““; ! 8 \_1 S “
COOH pu |l ®
o 2\
Pénicillines (1940) COOH
BETA-LACTAMES Céphalosporines (1948)

Figure 2: Structure des différentes classes des p-lactamines (Comte et al., 2012).
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Tableaux 6 : Béta-lactamines classées par groupes et sous-groupes avec principales
molécules (Van Bambeke et al., 2008 ; Vandenbussche, 2013).

Groupes Sous-groupe Principales molécules
Pénicillines Penicillines du groupe A Amoxicilline
Amoxicilline + Acide
clavulanique
Ampicilline

Ampicilline + Sulbactam

Penicilline du groupe G et V

Benzathine benzylpenicilline
Benzathine pénicilline (forme
long retard)

Benzathine
phenoxymethylpenicilline
Pénicillines G =
benzylpénicilline sodique
Pénicilline V

Penicilline du groupeM

Méthicilline
Oxacilline
Cloxacilline

Carboxypenicillines

Carbénicilline
Ticarcilline
Ticarcilline +Acide
clavulanique

Uréidopénicillines

Azlocilline
Meézlocilline
Pipéracilline

Aminopénicillines

Ampicilline
Pivmécillinam
Amoxicillin, Epicilline

Cl1G

Céfazoline
Cefalexine
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C2G Cefuroxime
Cefamandole

Céphalosporines orales Céfixime
Cefpodoxime proxétil
C3G Céfodiam hexétil

Céfépime
injectables Cefotaxime
Cefpirome

Ceftazidime
Ceftriaxone

C4G Céfepime
Céfpirome

Imipéneme
Carbapenémes Méropéneme
Ertapénéme
Faropenem

Amoxicilline + Acide

Inhibiteurs de p- clavulanique

lactamases Ticarciline + Acide
clavulanique

Monobactames Aztréonam

3-Mode d’action des p-lactamines :
Les B-lactamines sont des molécules actives sur la paroi bactérienne, elles se fixent aux

proteines liant les pénicillines (PLP) par analogie structurale avec le dipeptide D-Ala-D-Ala et
inhibent de fagon compétitive 1’action des transpeptidases et carboxypeptidases, enzymes de
synthese et de remaniement du peptidoglycane (figurel4). Donc les BL vont se fixer sur ces

protéines enzymatiques, vont subir I’ouverture du cycle et bloque le fonctionnement de ces
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enzymes, ce mécanisme va permettre de bloquer la synthése du peptidoglycane. Ce dernier est
alors dégradé sous I’action d’autolyse endogénes bactériennes, ce qui conduit a une lyse
bactérienne et donc un effet bactéricide (Spart et Cromie, 1988 ; Tipper et Strominger,
1965 ; Faoucher et sourisse, 2010).

D-Ala-D-Ala

Superposition du D-Ala-D-Ala sur la pénicilline

Figure 3: Analogie structurale de la pennicilline avec le dipeptide D-Ala-D-Ala
(Pritchett, 2015).

Le peptidoglycane est un polymére de chaines polyosiques linéaires alternant des
molécules de N-acétylglucosamine (NAG) et d’acide N-acétylmuramique (NAM). Ces
chaines sont assemblées entre elles par de courtes chaines de pentapeptides qui se terminent
par le D-Ala-D-Ala (Figure 15) (Manuse et al., 2018).

Chez les bactéries a Gram positif, les p-lactamines traversent facilement le
peptidoglycane pour atteindre les protéines liant la pénicilline (PLP).
Chez les bactéries a Gram négatif, la membrane externe agit comme une barriére hydrophobe
et rend plus difficile le passage des B-lactamines (Figure 16). Ce passage se fait a travers les
porines pour les molécules hydrophiles, comme c’est le cas pour les [-lactamines

(Pages, 2004).
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4-Mécanisme de résistance des entérobactéries aux BL :

L’identification des mécanismes de résistance naturelle et acquise est essentielle a

I’analyse de I’antibiogrammes des souches d’entérobactéries (Robin et al., 2012).

4-1-La résistance naturelle : (Philipon et Arlet, 2012 ; Djakar, 2015).

Les entérobactéries produisent naturellement diverses f-lactamases ce qui permet de les

classer en 6 groupes phénotypiques de résistance :

Tableau 7 : Les phénotypes de résistance naturelle (Philipon et Arlet, 2012 ; Djakar, 2015).

Les Les bactéries Phénotype de résistance naturelle
groupes

Souche sauvage : Phénotype sensible d’especes dépourvues
0 e Salmonella spp de génes de B-lactamases.

e Proteus mirabilis

e Esherichia coli Phénotype sensible d’espéces produisant

01 e Shigella spp naturellement une céphalosporinase de bas
niveau non inductible de classe C.

e Kilebsiella (K.pneumonie, k.oxytoca) | Phénotype penicillinase de bas niveau.
02 e Citrobactere koseri (C.diversus)

e Citrobacter amalonaticus

e Escherichia hermanii

e Enterobacter cloacae, E.aerogenes | Phénotype céphalosporinase de bas niveau
03 e Citrobacter freundii inductible de classe C.

e Morganella morganii

e Seratia marcescens

e Hafnia alvei

e Yersinia enterocolitica

e Providancia stuartii, P.rettgeri

e Yersinia enterocolitica Un phénotype < céphalosporinase
04 e Serratia fonticola inductible de classe C + pénicillinase >

e Proteus vulgaris Phénotype céfuroximase : posséde une

05

Proteus penneri

céphalosporinase de bas niveau inductible
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de classe A.
Kluyvera ascorbata Phénotype B-lactamase a spectre étendu
06 Kluyvera cryocrescens chromosomique. Il s’agit d'une BLSE

Kluyvera georgiana
Rahnella aquatilis
Citrobacter sedlakii
Erwinia persicina

naturelle exprimée a bas niveau.

Tableau 8 : Résistances naturelles aux B-lactamines des entérobactéries (Courvalin et al.,

2006).

Phénotype de résistances naturelles des entérobactéries aux p-lactamines

GO Gl G2 G3 G4 G5 G6
Aminopénicillines S S/l R R R R R/I—I
Aminopénicillines +|S S/ S R R(S—R) | S S/l
clavulanate
Carboxypénicillines S S R S R S R/1—I
Carboxypénicillines +|S S S S S S S
clavulanate
Uréidopénicillines S S S—HI/I-R | S S—D/IR | S S—I/I-R
Uréidopénicillines +|S S S S S S S
tazobactam
Céphalosporines de 1re S S/ S R R R R/l
génération
Céphalosporines de 2e S S S S/NIR S/IR R R
génération
Céfoxitine S S S S/I/IR S S S
Ceftazidime S S S S S S S—I
Céfotaxime/Ceftriaxone S S S S S S S—I
Aztréonam S S S S S S S—I
Céphalosporines de 4e S S S S S S S—I
génération B
Ertapénéme S S S S S S S
Imipénéme S S S S S S S

4-2-La résistance acquise :

Les mécanismes de résistance développés par les entérobactéries sont tres divers et

comprennent : la destruction enzymatique par les béta-lactamases, I'imperméabilité de la

membrane externe, les systemes d'efflux et la modification des cibles (PLP).

4-2-1-Réduction de la perméabilité : (Carle, 2009 ; Paolozzi et libart, 2015 ; Nordman,

2010).
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Les entérobactéries possédent une membrane externe composée de lipopolysacharide
(LPS) estimés chez E.coli a 3,5 millions et couvrant 75% de la surface cellulaire et de
phospholipides (pp) qui forment une barriére empéchant la pénétration des antibiotiques

hydrophobes entrainant ainsi une résistance naturelle aux antibiotiques .

Les substances hydrophiles comme les B-lactamines peuvent traverser cette barriere en
passant par les porines qui permettent des échanges par diffusion passive de nutriments et

d’autres substances entre le périplasme et le niveau extérieure.

L’altération des porines par mutation ont été rapporté chez E.coli (porine de type (OmpC
et/ou OmpF), Proteus, Salmonella, Shigella, Klebseilla, Enterobacter et Serratiaest a
l’origine des résistances acquises aux [-lactamines, soit par une modification structurale
d’une porine essentielle, soit par une diminution quantitative des porines, ce qui provoque

I’augmentation des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de certains B-lactamines

’“-— Antibiotique

recee """""’ Extérieur

1‘1 lll'l'h

reerr gaaa AT

/

r//

Canal obturé Intérieur

Figure 4 : Mécanisme d'imperméabilité chez les BGN (Archambaud, 2009).

4-2-2-Action des pompes a efflux : (Cavallo et al., 2004 ; Chollet et al., 2004 ; Cattoir.,
2004)

Les entérobactéries possedent différents canaux protéiques impliqués dans le transport

d’une grande variété de composés.

Parallelement aux porines qui permettent aux nutriments de pénétrer dans la cellule, les
bactéries utilisent des pompes a efflux pour réduire la concentration intracellulaire de
composeés toxiques, sont donc impliquées dans le contréle de la sensibilité aux antibiotiques.

La résistance par efflux est souvent couplée a une diminution de la perméabilité membranaire,
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I’association de ces deux mecanismes peut entrainer une résistance de haut niveau constituant
ainsi de véritables systemes de multi résistance. Chez E.coli et K. pneumoniae
I’hyprexpression des systémes efflux est dues a une mutation du geéne répresseur marA
entrainat une stiumulation d’expression de nombreux geénes dont certains codent pour des

pompes d’efflux actifs comme les systemes AcrAB.

Antibiotique Antibiotique

Qz rejeté

- Extérieur

go "
recCee Q%ﬁ COCCR—"

Figure 5: Schéma explicatif du mécanisme d'efflux (Célar, 2007).

4-2-3-Modification des PLP :

Plusieurs facteurs interviennent dans la résistance par modification des protéines de
liaison a la pénicilline (PLP). Ce sont : les mutations dans les genes chromosomiques codant
pour les (PLP) entrainant la perte d’aftinité des protéines de liaison a la pénicilline pour les -
lactamines, 1’acquisition de geénes ou fragments de gene codant pour des PLP d’affinité

diminuée de PLP normales (Vasseur, 2014).
4-2-4-Production de p-lactamases :

La production de B-lactamases est le mécanisme majeur de résistance aux -lactamines.
Ces enzymes sont localisées au niveau de 1’espace périplasmique chez les bactéries a Gram
négatif. Elles catalysent de maniere efficace et irréversible le pont amide de I’anneau (-
lactame commun a toutes les B-lactamines et le transforment en acide inactif pour donner un

acylenzyme qui sera ensuite dégrade (Carle, 2009).
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Figure 6 : Schéma représentatif du mécanisme d'inactivation enzymatique des B- lactamines

(Célar, 2007).

4-2-4-1-Pinicillinase acquise : TEM-1, TEM-2, SHV-1 : (Robin et al., 2012)
La production de la pénicillinase acquise confére différents niveaux de résistance en

fonction de la quantité d’enzyme produite.

e Pénicillinase de bas niveau :
Résistance limitée aux aminopénicillines et aux carboxypénicillines qui nécessitera une

interprétation selon la quantité d’enzyme produite.

e Une pénicillinase a haut niveau :

Une résistance a toutes les aminopénicillines, aux inhibiteurs de -lactamase et aux C1G,
C2G. Le phénotype d’expression faible est principalement observé chez les especes de

Proteus.

e L’hyperproduction de pénicillinase :

L’hyperproduction de pénicillinase engendre une diminution de sensibilit¢ a la
ceftazidime et une résistance a toutes les aminopénicillines, seules ou associées aux
inhibiteurs et aux C1G et C2G. Ce dernier phénotype de résistance se distingue difficilement

de celui conféré par les BLSE acquises.

4-2-4-2-Pénicillinases résistant aux inhibiteurs :

e Type TEM résistant aux inhibiteurs (TRI) :
Généralement, les TEM ont une résistance aux aminopénicillines (AMX, AMP), aux

carboxypénicillines (TIC), aux uréidopénicillines (PIP), aux aminopénicillines + inhibiteur
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(AMC), aux carboxypénicillines + inhibiteur (TCC). Les TEM restent sensibles aux C1G
(Meunier, 2008).

e Oxacillinases (B-lactamases de Classe D) :

Les R-lactamases plasmidiques OXA (pour oxacillinases) appartenant a la classe D sont
rencontrées surtout chez les souches de P. aeruginosa résistantes a la ticarcilline et elle a
connu la plus forte croissance récente. Certaines enzymes OXA sont limitées dans leur profil
de substrat et n'acceptent qu'un spectre étroit de substrats tels que les pénicillines et les C1G
d’autres ont élargi leur spectre d'activité pour inclure les C4G (spectre étendu) et méme les
carbapénéemes (carbapénémases) (Antunes et Fisher, 2014 ; June et al., 2014).

4-2-4-3-B-lactamases a spectre étendu :

Les BLSE sont définies comme des enzymes transférables et plasmidiques de classe A,
nommées TEM ou SHV (sulfhydril-variable) conférant une résistance aux aminopenicillines,
céphalosporines : de C1G, C2G puis C3G (Emile, 2008). Elles ont la particularité d’étre
inhibées par I’acide clavulanique et d’étre inactives sur les carbapénémes comme I’imipeneme

(IPM). Leur recherche est effectuée a des fins épidémiologiques (Albano et Moreda, 2016).

4-2-4-4-Cephalosporinases de haut niveau :

L’hyper production de céphalosporinase confeére une résistance aux aminopénicillines,
aux C1G, aux C2G, a I’aztréoname et aux moins une C3G. Une résistance est observée aux
céphamycines (FOX) sauf chez H.alvei, aussi une résistance aux inhibiteurs et absence de
synergie entre inhibiteurs et C3G et/ou les C4G et/ou ’aztréonam. Les C4G restent efficaces

(Meunier, 2008).

4-2-4-5-1 es carbapénémases :

Les carbapénémes sont des antibiotiques B-lactamines avec une activité a large spectre
qui sont utilisés pour traiter les infections graves causées par des bactéries Gram négative
autrement résistantes (Ramadan et al., 2018). Il existe 3 classes distinctes de
carbapénémases : A, B, et D chacune avec des propriétés biochimiques, et plusieurs

approches phénotypiques permettant leur détection (Dortet et al., 2013 ).

e Carbapénemases de classe A :

Le représentant de cette classe le plus souvent rencontré est la KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapénémase), NmcA (non-metallo carbapenemase A) et IMI (imipenem
hdrolysing p- lactamase), celles de type SME (Serratia marcescens enzyme).Ces enzymes

sont caractérisées par un résidu serine et par une transmission plasmidique et sont capables
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d’hydrolyser une grande variété de p-lactamines, dont les aminopénicillines, les
céphalosporines, 1’aztréonam et les carbapénémes. Leur activité hydrolytique est
Inhibée par les inhibiteurs « classiques » des B-lactamases, comme 1’acide clavulanique et le

tazobactam.

L’enzyme de type GES (Guyana extended-spectrum) possédant une faible activité
carbapéneémase. Les carbapénemases de types IMI et NmcA ont été décrites dans de rares
souches d’Enterobacter sp. Toutes ces enzymes codées par des genes dont la localisation est
chromosomique (Dortet et al., 2014 ; Nordman et Poirel, 2015).

e Carbapénémases de classe B métallo-g-lactamases (MBL) :

Elles se caractérisent par une métalloenzyme et par une transmission chromosomique.
Elles sont retrouvées parmi les bacilles a Gram négatif. Les deux enzymes les plus connues
sont la VIM (verona integron—encoded metallo-béta-lactamase) et 'IMP. Elles sont toutes les
deux retrouvées parmi les entérobacteéries, le Pseudomonas aeruginosa et I’Acinetobacter. Les
souches produisant les métallo-pB-lactamases (VIM, IMP, NDM) sont intermédiaires ou
résistantes a presque toutes les fB-lactamines, y compris les céphamycines et les associations
pénicillines-inhibiteurs,aux cephalosporines notamment la ceftazidime et a certains,voire
toutes les carbapénémes mais restent sensibles a 1’aztreonam (Dortet et al., 2014 ; Nordman,

2010).

e Carbapénémases de type OXA-48 (B-lactamases de classe D) :

L'oxacillinase (OXA)-48 est une enzyme de la classe d’Ambler a été identifiée pour la
premiére fois dans K.pneumoniae puis E .coli et les Enterobacter spp. Elle se caractérise par
un résidu sérine et elle est a transmission plasmidique. Son représentant le plus fréquent est
OXA qui via la substitution d’un acide aminé est capable d’hdrolyser 1’oxacilline mais dont
’activité est assez faible, non puissante ; en absence d’autre mécanisme de résistance (type
BLSE ou AmpC), elle entraine une légére diminution de la sensibilité aux carbapénémes
(résistance a bas niveau), ce qui peut rendre sa détection au laboratoire difficile (Abbas et al.,
2012 ; Hammodi Halat et Carole, 2020 ).

5-Classification des bétalactamases :
Les B-lactamases constituent I’'un des moyens les plus efficaces pour échapper aux effets
thérapeutiques des antibiotiques de la classe des B-lactamines par de nombreuses bactéries

Gram négative et Gram positive (Nath et Karthikeyan, 2017). Les B-lactamases sont
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classées en deux types : une classification moléculaire d’Ambler et une classification

fonctionnelle de Bush-Jacoby-Medieros (Sadeque et al., 2018).

5-1-Classification de Bush, Jacoby et Medeiros :

La classification de Bush a été établie selon les propriétés fonctionnelles de 1’enzyme,
définies par son substrat préférentiel et son profil d’hydrolyse (Bush et al., 1995) d’une part
et la structure primaire en acide aminés d’autre part. C’est une réorganisation des classes
proposées par Ambler (Phillipon, 2016).

Classification des fi-lactamases selon Bush K, Jacoby GA et Medeiros AA

(1995)

Ambler Bush Groupe AC  Reésistance Localisation géne

Classe Types ¢3¢ IMpP chr plasmide

A Pénicillinases Gram+ 2a + - - + +
Large spectre Zh + v - + +
Spectre elargi/étendu 2hbe ++ + - - +

Gram - |TRUVIRT Zhr - = = - +

Carbenicillinases 2c + - - + +
Ceéfuroximases 2e + - - + -
Carbapenémases 2f + v o+ + -

B Carbapenémases 3 - v Vv + +

C Céphalosporinases 1 - v - + +
Oxacillinases 2d +/- v - - +
Autres 4 - +

AC, sensibilité au clavulanate; V, variabhle

Figure 7 : Classification des - lactamases selon Bush K, Jacoby, GA et Medeiro AA
(Barrial et Scotet, 2006).

5-2-Classification d’Ambler :

La classification d’Ambler quant a elle, repose sur les motifs conservées et la séquence
proteique (Paterson et Bonomo, 2005). Cette nomenclature se compose de quatre groupes
qui sont les B-lactamases de classe A, B, C, et D. Les classes A, C, D possédent un résidu
sérine au niveau de leur site actif pour 1’hydrolyse des B-lactamines alors que la classe B est
un métallo enzymes qui nécessitent des ions zinc divalents pour ’hydrolyse du substrat (Bush

et Jacoby, 2010).
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> Les p-lactamases de classe A: Elle comprend des pénicillinases, des
céphalosporinases et des B-lactamases a spectre étendu (BLSE) sensible aux (IBL).

> Les B-lactamases de classe B : Cette classe constitue le groupe du métallo -
lactamases a cause de leur cofacteur I’ion Zn?", pouvant étre inhibées par ’acide
éthylene diamine tétra — acétique (EDTA).

» Les B-lactamases de classe C : Elles sont constituées de céphalosporinases (Amp C)
chromosomiques ou plasmidiques, résistance aux IpL.

> Les B-lactamases de classe D : Oxacillinases (AmpD), le plus souvent plasmidiques,
de phénotype pénicillinases peu sensibles aux inhibiteurs de béta-lactamases, pouvant
étre inhibees par le Nacl. (Clair, 2016).
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Figure 8 : Classification d'Ambler (Barrial et Scotet, 2006).
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Tableaux 9 : Béta-lactamases : Classification d’Ambler (Dinh, 2015 ; Poissy, 2018).

Classification A B C D
d’Ambler
Site actif Serine Meétallo Serine Serine
Type Chromosomique : | Plasmidique : Chromosomiques : | Plasmidiques: OXA
d’enzymes Pénicillinase NMD-1, IMP, AmpC, CMY spectre étroit
Plasmidiques : VIM AmpC inductibles | BLSE de type OXA
Pénicillinases : (Carbapénémases) | AmpC Carpabanéméases : type
TEM, SHV déréprimées OXA 48
-BLSE :TEM AmpC
,SHV,CTX-M plasmidique
-KPC
Enterobacteriaceae | Enterobacteriaceae | Enterobacter spp | Enterobacteriaceae
Organismes | et et Citrobacter spp et
hotes BNF BNF BNF
Ampicilline Toutes les p- | Céphamycine Cloxacilline
Substrat Cephalotine lactamines C3G Céphalosporine a spectre

Penicillines, C3G
Céphalosporine a
spectre étendu

étendu
Carbapénéme
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Chapitre IV : Les BLSE

1-Définition

Les BLSE sont des B-lactamases (des enzymes) appartenant a la classe moléculaire A
d’aprés Ambler et au groupe fonctionnel 2be d’aprés Bush-Jacoby-Meideros. Ces enzymes
sont capables d’hydrolyser les pénicillines, les céphalosporines a large spectre et les
monobactames. Les BLSE conferent donc une résistance a ’ensemble des B-lactamines a
I’exception des céphamycines (céfoxitine, céfotétan) et des carbapénéme (imipénem).
Cependant, elles peuvent étre inhibées par 1’acide clavulanique, le tazobactam ou le
sulbactam. Cependant, le phénotype de résistance varie avec la nature de la BLSE produite et
selon leur niveau de production. L’association pipéracilline-tazobactam est I’association

pénicilline-inhibiteur la plus souvent active (Robina et al., 2012).

Les premiéres BLSE ont été mises en évidence en Allemagne et en France en 1984.
Plusieurs variante de BLSE existent, les premiéres BLSE dérivaient des pénicillinases de type
TEM ou SHV-1 par mutation ponctuelle et ont été décrites initialement chez Klebsiella
pneumonia (TEM3, SHV- 2). Plus d’une centaine de variants de TEM et de SHV ont été
décrits par la suite. Plus récemment, de nouvelles BLSE non dérivées des pénicillinases ont
émergé : en majorité les céfotaximases de type CTX-M conférant un plus haut niveau de
résistance au céfotaxime qu’a la ceftazidime et rarement les ceftazidimases de type PER, GES
et VEB (Doit et al., 2010).

Les souches productrices de BLSE sont souvent multi résistantes a d’autres familles
d’antibiotiques. En effet, les genes codant les BLSE sont souvent portés par des plasmides
pouvant également porter des genes de résistance codant pour d’autres agents antimicrobiens
tels que les aminosides, le cotrimoxazole, les tétracyclines et les quinolones (Vora et
Auckenthaler, 2009 ; Ayad, 2011; EI Bouamri et al., 2014 ; Fernando et al., 2017).

Plusieurs auteurs ajoutent dans les BLSE des enzymes de la classe D. Il existe, en effet,
des oxacillinases a spectre ¢élargi qui ont évolué par mutation ; néanmoins, il convient d’avoir

a I’esprit la définition actuelle de Bush et al (Philippon, 2013).

2-Historique
En 1928, la pénicilline a été découverte pour la premiere fois par le bactériologiste

écossais Alexander Fleming. Cet évenement a changé le cours de la médecine et a permis de
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traiter de nombreuses infections qui étaient auparavant mortelles et de réduire le nombre de

morts pendant la seconde guerre mondiale (Lobanovska et Pilla, 2017).

Au milieu des années 40 et apres une large utilisation de la pénicilline, des souches de
staphylococcus aureus productrices de pénicillinases sont apparues. Ces pénicillinases
hydrolysent le noyau B-lactame responsable & son activité antimicrobienne. Au début des
années 60, les recherches pharmacologiques ont développé les pénicillines semi-synthétiques
telles que la méthicilline. Cependant des souches de staphylococcus aureus résistantes a la
méthicilline (SARM) se sont rapidement propagées (Chambers et Delo, 2009 ; Foster,
2017).

En 1965, une B- lactamase a médiation plasmidique a été identifiée en Gréce chez une
souche d’E.coli dans une hémoculture d’une patiente nommée Temoneira d’ou la désignation
TEM-1. Cette B- lactamase présente une résistance aux penicillines et aux céphalosporines
de premiere génération. Une autre B- lactamase mediée par un plasmide appelé SHV-1

(Sulthydryl Variable) a été retrouvée chez E.coli et Klebsiella pneumoniae.

Aprés le développement de multiples - lactamines a spectre élargi
(oxyminocéphalosporines), une premi¢re BLSE « B- lactamase a spectre élargi » ayant une
activité contre ces ATB est apparu chez Klebsiella pneumoniae en 1985 en Allemagne
nommeée « SHV-2 » (Bradford, 2001 ; Turner, 2005).

A ce jour, il existe plus de 350 types de BLSE dans le monde entier, produites par de
nombreuses espéces bactériennes et dans des genres différents d’Enterobacteriaceae
(Philippon, 2013).

3-Mécanisme d’action des béta-lactamases a spectre élargi

Le mécanisme majeur de résistance aux béta-lactamines est I’inactivation enzymatique
par production de béta-lactamases a spectre élargi. Ces derniers sont des enzymes hydrolysant
les béta-lactamines par ouverture du noyau beta-lactame en créant un intermédiaire acyl-

enzyme instable conduisant & la perte d’un groupement carboxyle provoquant I’inactivation

de ’ATB (Livermore, 2003).

4-Les types de BLSE
4-1-Premieres béta-lactamases a spectre élargi ou étendu de type (TEM) et (SHV) :

Appartenant a la classe A, elles dérivent par mutation ponctuelle des genes de B-

lactamases de type TEM-1, TEM-2 et SHV-1 entrainant la substitution de 1 a 4 acides aminés.
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Ces substitutions touchant moins de 2 % de la séquence protéique, sont suffisantes pour
remodeler le site actif de I’enzyme et lui permettre d’étre actif sur la plupart des
céphalosporines aminothiazoliques en augmentant l’affinit¢é (Km faible) et les vitesses
d’hydrolyse vis-a-vis de ces nouvelles B-lactamines « réputées stables » (C3G), d’ou un

élargissement du spectre d’inactivation (Elhani, 2012).

La nature des mutations détermine le spectre d’action de I’enzyme, et permet de les
classer schématiquement en deux grands groupes : les ceftazidimases qui conferent un plus
haut niveau de résistance a la ceftazidime qu’au céfotaxime (TEM-5, TEM-24, SHV-4, SHV-
5) et les céfotaximases qui conferent un niveau de résistance équivalent a ces deux molécules
(TEM-3, SHV-20) (Doit et al., 2010).

4-1-1- TEM (Temoneira-Nom du patient)

Les TEM sont surtout rencontrées chez les bactéries a Gram négatif en 1965 (Elle était
produite par une souche d’E. coli isolée chez une patiente nommée Temoneira en Gréce, d’ou
la nomination. A ce jour plus de 190 dérivés de TEM-1/2 ont été decrits dont la majorité avec
un phénotype de type BLSE. Les mutations responsables de 1’élargissement du spectre
d’action ont été détectées principalement a certaines localisations de la séquence d’acides
amines de la protéine (position 104, 164, 238, 240). Au début essentiellement retrouvées
chez E.coli et klebsiella pneumoniae, ces enzymes sont également observées chez une grande
variété d’entérobactéries : Enterobacter spp, Morganella morganii, P. mirabilis, Salmonella
spp, ainsi que chez Pseudomonas aeruginosa. En premier lieu les TEM-1 développaient des
résistances qu’aux pénicillines et aux premieres céphalosporines, mais apres ces mutations ces
enzymes sont devenues capables d’hydrolyser les C3G et les monobactames (Cattoir, 2008 ;
Salverda et al., 2010 ; Rahman et al., 2018).

En France dans les années 2000, les BLSE les plus fréquentes appartenaient bien au
groupe TEM comme TEM-3 chez diverses espéeces d’entérobactéries et TEM-24 chez E.

aerogenes (Philippon, 2013).
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Figure 1 : beta-lactamase de type TEM (Vidon et Bourdin, 2005).

4-1-2-SHV (Sulfhydryl Variable)

Plus de 160 dérives ou mutants de SHV-1, enzyme chromosomique chez K. pneumoniae,
ont été décrites apres TEM. Les BLSE SHV-5 et SHV-12 étant les mutants les plus fréquents
en Europe (Philippon, 2013). Au départ, les BLSE de types SHV-1 ont prouvé leur activité
contre la pénicilline et les céphalosporines de premiére génération. Aprées les mutations
ponctuelles qui affectent le site actif de SHV-1 (68 % d’identité avec TEM-1) le plus
souvent dans les positions 238, 240, Les derivés de SHV-1 élargissent leur spectre et

inactivent les céphalosporines de 3éme génération.

Bien que les enzymes de types SHV-1 sont essentiellement produites par Klebsiella
pneumoniae, ces enzymes sont aussi retrouvées chez d’autres entérobactéries : Citrobacter
freundii, E.coli et Enterobacter cloacae, ainsi que chez P. aeruginosa et Acinetobacter spp
(Heritage et al., 1999 ; Bradford, 2001 ; Rodriguez-villalobos et Struelens, 2006).

4-2-Nouvelles béta-lactamases a spectre élargi ou étendu du groupe CTX-M
(Cefotaximase-Munich) :

Les BLSE de type CTX-M ont été décrites initialement en 1986 (FEC-1) au Japon,
Allemagne et France en 1989 (CTX-M-1) et ont depuis lors disséminé largement dans le

monde (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006).

Plus de 110 variants CTX-M ont été décrits et ont été classés en 6 groupes phylogénétiques :
le groupe CTX-M-1 avec M-1, 3, 10, 11, 12, 15, 22, 23, 28, 29 et 30 ; le groupe CTX-M-2
avec M-4, 5, 6, 7, 20, et Toho-1 ; le groupe CTXM-8 avec CTX-M-8, CTX-M-40 et CTX-
M-63 ; le groupe CTX-M-9, avec M-13, 14, 16, 17, 18, 19, 21, 27, le groupe CTX-M-25
avec CTX-M-26 et enfin le groupe CTX-M-45 (http://www.lahey.org/Studies/).
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Les nouvelles BLSE de type CTX-M sont des B- lactamases qui hydrolysent
préférentiellement la céfotaxime par rapport a la céftazidime d’ou leur nom « CTX » et M
pour MUNICH, lieu de leur découverte. Certains types ont regu a l’origine, d’autres
dénominations tels MEN-1 (malade italien hospitalisé en France), FEC-1 et Toho-1 au Japon
(fecal E. coli et nom de I'université) (Bonnet, 2004 ; Rahman, 2018).

Certaines d’entre elles ont ensuite évolué vers un haut niveau de résistance a la
ceftazidime telles les enzymes CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-27 ou encore CTX-M-32
dérivant par simple mutation (Asp240Gly) de CTX-M-1 (Bonnet, 2004).

Les BLSE de type CTX-M sont inhibées plus par le tazobactam que par I’acide
clavulanique. Ce groupe d’enzymes rencontré chez diverses especes de bacilles a Gram-
negatif telles entérobactéries (E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, Salmonella enterica,
Shigella sp.) ou autres (Vibrio cholerae) va connaitre un extraordinaire essor (Philipon,
2013).

Les analyses genétiques ont montré que les genes progéniteurs appartiennent au genre
Kluyvera, qui est une entérobactérie non ou peu pathogéne pour I’homme (Rossalini, 2008 ;
Muetuor, 2014). Ainsi, le phylum CTX-M-2 dérive de la béta-lactamase naturelle de
Kluyvera ascorbata alors que le phylum CTX-M-8 vient de K. georgiana (Philipon, 2008).
Depuis leurs progeéniteurs, les génes ont été capturés grace a des éléments genétiques mobiles
type séquence d’insertion (ex. ISEcpl, ISCR1) ou a des phages, et transférés sur des
plasmides conjugatifs qui ont ensuite diffusé parmi les entérobactéries pathogenes (Cattoir,
2008).
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Tableau 10 : Caractéristiques des EBLSE de type CTX-M (Vidon et Bourdin, 2005).

Tableau 3 : Characteristies of CTX-M-type ESBLs

B-lactamase  Alternative name pl Country of origin Bacterial species

CTX-M-1 MEN-1 8,9 Germany, Italy  E.coli

CTX-M-2 7,9 Argentina S.enterica

CTX-M-3 8,4 Poland C.freundii, E.coli

CTX-M-4 8,4 Russia S.enterica

CTX-M-5 CTX-M-3 8,8 Latvia S.enterica

CTX-M-6 8,4 Greece S .enterica

CTX-M-7 CTX-M-5 8,4 Greece S.enterica

CTX-M-8 7,6 Brazil P.mirabilis, E.cloacae, E.aerogenes
C.amalonaticus

CTX-M-9 8.0 Spain E.coli

CTX-M-10 8.1 Spain E.coli

Toho-1 7.8 Japon E.coli

Toho-2 7.7 Japon E.coli

Tableau 11 : Nouvelles BLSE plasmidiques de type CTX-M (classe A) (Philippon, 2008).

Enzyme Hote Découverte (date)
MEN E.coli France (Italie) (1989)
FEC- E.coli Japon (1986)

CTX-M-1  E.coli

Allemagne(1989), Portugal(2003)

S.typhimurium,V.cholerae Argentine(1992)
Argentine(1992), (Israe 1992), (Brésil1997) France(1997)

Entérobactéries

E.coli

S.flexneri
Toho-1 E.coli
Tohola S.flexneri

CTX-M-3 E.coli, C.freundii

Japon (2000)
Argentine (2003)
Japon (1993)
Argentine (1995)

Pologne(1996), Corée(2003), Paris(2003)
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Entérobactéries Taiwan(1998), France(1998), Chine(1999), Corée(2003)
S.enterica Pologne(1999), Taiwan (1999-2003), Tunisie(2001)
E.coli, K.pneumoniae Chine(2011)
S.sonnei Turquie(2002)
E.coli Suéde(2002), Japon(2005)
CTX-M-4 S.typhimurium Russie(1996), Hongrie(1998), Gréce(1998)
CTX-M-5 S.typhimurium Lituani(1996), Russie (1994-2003), Grece
CTX-M-6 S.typhimurium Gréce (1997)
CTX-M-7 S.typhimurium Grece(1996)
CTX-M-8 C.amalanaticus,E.cloaceae (Brésil1998)
CTX-M-9 E.coli Espagne(1996), Corée(2003)
Entérobactéries France(1994), Breésil(1996), Chine(1997), Corée(2003)
P.mirabilis,K.pneumoniae Espagne(2003)
CTX-M-10 E.coli Espagne(1991), France(2003)
CTX-M-11 K.pneumoniae Japon (2000)
CTX_M-12 K.pneumoniae Kenya (2000)
CTX-M-13 K.pneumoniae Chine (1997)
P.mirabilis Hong Kong (2001)
CTX-M-14 E.coli Chine(1997), Coree(2003), France(2003), Canada(2000)
Entérobactéries Corée(1996), Taiwan(1998), France(2000),
Espagne(2000)
K.pneumoniae Corée (1998-2002), Corée (2003), Espagne(2003)
P.mirabilis Hong Kong(2001), Espagne (2003)
S.enterica Taiwan (1999-2002)

CTX-M-15 E .coli, K.pneumoniae,E.cloacea Inde(2000) ,Pologne(1998),Corée(2003),

(France 2003)
E .coli Canada(2000)
S.enterica Honduras(2003)
CTX-M-16 E.coli Brésil(1996)
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CTX-M-17 K.pneumoniae Vietnam (1996)
CTX-M-18 E.coli, K.pneumoniae France (Vietnam)(1999)
CTX-M-19 K.pneumoniae France (Vietnam) (1999)
CTX-M-20 P.mirabilis France(1998)
CTX-M-21 E.coli France (2000)
CTX-M-22 K.pneumoniae Chine
CTX-M-23 E.coli Allemagne
CTX-M-24 K.pneumoniae Chine
CTX-M-25 E.coli Canada
CTX-M-26 K.pneumoniae Royaume-Uni (2001)
CTX-M-27 E.coli France(2000)
CTX-M-28 S.enterica Pays-Bas (2005)

Souche de S .enterica ser infantis aussi productrice de SHV-5 et CMY-2-

4-3-Les toutes dernieres béta-lactamases a spectre élargi ou étendu

Les toutes derniéres BLSE, caractérisées par un haut niveau de résistance a la ceftazidime
et parfois a I’aztréonam plutét qu’au céfotaxime, ont une distribution moins large que le
groupe précédent (CTX-M) (Philippon, 2008).

En effet, les genes correspondant a ces BLSE sont le plus souvent retrouvés dans des
structures de type intégron comme genes cassettes (VEB-1, GES-1, GES-3. . .) et donc, sous
la dépendance de promoteurs situés a I’extrémité 3°du géne de I’intégrasse. L’insertion d’une

Insertion Sequence (IS) peut générer une synthese augmentée.

4-3-1-BLSE de type PER (Pseudomonas extended resistance)

L’enzyme PER-1, initialement découverte en 1993 chez P. aeruginosa en Turquie, puis
s’est répandue chez différentes espéces d’entérobactéries (S. enterica sérovar typhimurium,
Providencia spp. Proteus mirabilis), A. baumannii et Alcaligenes faecalis (Cavallo et al.,
2004 ; Cattoir, 2008).

Cette enzyme, dont le substrat préférentiel est la ceftazidime, est trés fréquente en
Turquie ou elle a été initialement découverte et commence a s’étendre d’autres pays

d’Europe, dont la France. Une seconde enzyme, PER-2 (86 % d’identité avec PER-1), a été
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détectée en 1996 chez S. enterica sérovar Typhimurium en Argentine, et depuis chez d’autres

entérobactéries, Vibrio cholerae et A. baumannii (Cattoir, 2008).

4-3-2-BLSE de type VEB (Vietnam Extended-spectrum Beta-lactamase)
L’enzyme VEB-1 (38 % d’identité avec PER-1) a été retrouvee en 1996 dans une souche
d’E. coli isolée chez un patient vietnamien puis chez P. aeruginosa en Thailande. Elle est trés
répandue dans le Sud-Est asiatique (Cattoir, 2008 ; Philippon, 2008).

A ce jour, 4 dérivés de VEB-1 ont aussi été décrits (VEB-2 a VEB-5). VEB-1 a été
détectée chez P. aeruginosa au Koweit, en Chine, en Inde et au Bangladesh, chez A.
baumannii en France, en Belgique et en Argentine, chez P. mirabilis en Corée du Sud, chez P.
stuartii en Algérie, chez Enterobacter cloacae en France et en chine, et chez E. coli au
Canada. Enfin, a noter que le géne codant pour VEB-1 est souvent localisé au sein d’un
intégron et peut donc étre associé a d’autres génes de résistance comme qnrA, déterminant

plasmidique de la résistance aux quinolones (Nass et al., 2008).

4-3-3-BLSE de type GES (Guyana Extended-Spectrum Beta-lactamase) : (Nass et al.,
2008)

Les BLSE de type GES sont recemment rapportées chez les BGN, notamment P.
aeruginosa, E. coli et K. pneumoniae. GES-1 a été initialement décrite chez une souche de K.
pneumoniae isolée en 1998 en France puis en Argentine, au Brésil, au Portugal et aux Pays-

Bas.

A ce jour, 9 variants différents ont été décrits dont GES-2 en Afrique du Sud, GES-5 a
GES-8 (GES-7 = IBC-1 ; GES-8 = IBC-2) en Grece, GES-3 et GES-4 au Japon, GES-5 en

Corée du Sud, en Chine et au Brésil, et GES-9 en France.

A noter que, contrairement a la plupart des BLSE, GES-1 n’hydrolyse pas I’aztréonam et
surtout GES-2 hydrolyse les carbapénémes en étant moins sensible aux IBL. Par une unique
mutation, GES-2 est le premier exemple de BLSE avec un élargissement du spectre d’activité
aux carbapénémes ; depuis, 4 autres dérivés ont été decrits (GES-4 a GES-6, GES-8). De
facon inquiétante, des souches de P. aerginosa produisant GES-1 et la carbapénemase VIM-
11 et d’E. coli produisant GES-7 et la carbapénemase VIM-2 ont été décrites respectivement
en Argentine et en Grece. Enfin, plusieurs épidémies de BGN producteurs de BLSE de type
GES ont été rapportées : K. pneumoniae en Corée du Sud, au Portugal et en Grece, S.

marcescens aux Pays-Bas, et P. aeruginosa en Afrique.
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4-3-4-BLSE de type OXA
Les oxacillinases sont des B- lactamases appartenant a la classe D d” Ambler et du groupe
2d de Bush et al ce qui les différe des autre BLSE de type TEM et SHV. Ces enzymes ont été

majoritairement signalés chez P.aeruginosa (Bradford, 2001).

Elles contribuent une résistance a I’ampicilline et a la céfalotine avec une activité
hydrolytique haute contre I’oxacilline et la cloxacilline. Néanmoins, elles n’hydrolysent pas
de fagon marquante les C3G/C4G. De méme elles sont faiblement inhibées par I’acide
clavulanique (Bradford, 2001).

Certaines oxacillinases ont élargi leur spectre par mutation(s) ponctuelle(s) montrant ainsi
des propriétés de BLSE comme pour les dérivés de TEM/SHV (Naas et al., 2007).

Les P-lactamases de type OXA représentent une famille phylogénétiguement trés
hétérogene et les BLSE de type OXA dérivent de OXA-10, de OXA-13, de OXA-2 ou sont
non reliées (OXA-18, -45) (Paterson et Bonomo, 2005 ; Nass et al., 2008).

4-3-5-Autres BLSE de classe A

- L’enzyme SFO-1 (Serratia fonticola) n’a été identifiée qu’une seule fois dans une
souche d’Enterobacter cloacae au Japon en 1988, mais elle présente la particularité
d’étre d’une part inductible et d’autre part d’avoir pour progéniteur une entérobactérie
d’isolement rare en bactériologie médicale, 1’espéce Serratia fonticola (Philippon,
2008).

- L’enzyme BES-1 (Brazilian extended-spectrum p-lactamase) n'a été isolée qu’une
seule fois a partir d’une souche de S. marcescens au Brésil en 1996 .

- L’enzyme BEL-1 (Belgium extended-spectrum B-lactamase) a été identifiée dans une
souche de P. aeruginosa en Belgique en 2004. De récents travaux suggerent que le
gene codant pour BEL-1 pourrait disseminer dans les souches de P. aeruginosa en
Belgique.

- L’enzyme TLA-1 (Tlahuicas - tribu indienne) a été décrite dans une souche de E. coli
isolée au Mexique en 1993. Depuis, plusieurs cas de bactériémies et d’infections
urinaires nosocomiales dues a une souche de K. pneumoniae produisant a la fois SHV-

5 et TLA-1 ont été rapportés au Mexique (Nass et al., 2008).
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Tableau 12 : Autres BLSE plasmidiques (classeA) (Philippon, 2008).

Enzyme
BES-1
GES-1

GES-3
GES-9
IBC-1
IBC-2
PER-1

PER-2

SFO-1
TLA-1
VEB-1

Hote
S.marcescens
K.pneumoniae
P.aeruginosa
K.pneumoniae
P.aeroginosa
E.cloacea
P.aeruginosa
P.aeruginosa
E.coli
S.typhimurium
P.mirabilis
P.aeruginosa
A.baumannii
S .typhimurium
V.cholerae
S .flexneri
E.coli, K.pneumoniae
P.mirabilis
E.cloacae
E .coli
E.coli, K.pneumoniae
P.aeruginosa
E .coli, E.cloacae
P.mirabilis
E.coli, K.pneumoniae
P.mirabilis

P.aeruginosa

Découverte (date)

Brésil(1996)

France (Guyane) (1998), Portugal(1999)
France (2001), Brésil(2004), Argentine(2002)*

Japon(2002)

France(2004)

Grece (1999)

Grece (1998)

France (1991), France (2001)
Turquie

Turquie (1992)

Italie (1997)

Turquie (1995)

Turquie (1995), (France 1998)
Argentine (1990)

Argentine (1992)

Argentine (2003)

Argentine

Japon(1988)

Mexique (1991)

France (Vietnam) (1996)
Thailand(1999)

Thailand (1999)

France (Vietnam) (1999)
Vietnam(2000)

Algérie (2004)

50




Chapitre 1V : Les BLSE

5-Détection des BLSE

Plusieurs méthodes phénotypiques ont été développées pour détecter ou confirmer la
production des BLSE par les entérobactéries (Garrec et al., 2010). Cependant, seule
I’approche moléculaire permettra une réelle individualisation (PCR et séquencage
essentiellement) (Elhani, 2012).

5-1-Méthode de détection phénotypique
La détection phénotypique des BLSE est basée sur le fait que celles-ci sont inhibées par
I’acide clavulanique. Ainsi une augmentation de I’activit¢ des C3G en présence d’acide

clavulanique indique indirectement la présence d’'une BLSE (Elhani, 2012).

o Quand rechercher une BLSE

Selon les recommandations du CLSI, la recherche de la BLSE pour I’interprétation de la
sensibilité des entérobactéries aux céphalosporines n’est plus obligatoire. Cependant la
détection phenotypique de la BLSE garde tout son intérét dans les études épidémiologiques et

en hygiéne hospitaliere.

On recherchera une BLSE devant un diamétre inférieur aux valeurs suivantes :
- céfotaxime (CTX < 27mm).

- ceftazidime (CAZ < 22mm).

- ceftriaxone (CRO < 25mm).

- aztréonam (ATM < 27mm) (Rahal et al., 2014).

5-1-1-Test de synergie

C’est le premier test congu pour détecter la production des BLSE chez les
entérobactéries. Ce test est réalisé sur gélose avec un disque de 30ug de C3G (céfotaxime,
céftriaxone, céftazidime) ou l’aztréoname et un disque d’amoxicilline-acide clavulanique

(10ug) positionnés centre a centre a une distance de 30mm (figure 26) (Drieux et al., 2008).
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o Pour les autres BLSE de classe A (CTX-M, CMT, ...)

Le test de synergie doit étre fait dans les mémes conditions standards de 1’antibiogramme
en déposant un disque d’AMC a 30mm centre a centre d’un disque de : CAZ, CTX ou CRO et
ATM en raison de I’existence de phénotypes de résistance différents (cefotaximase ou

ceftazidimase ...).

o Lecture
La production d’enzyme peut se traduire par I’apparition d’une image de synergie ou

bouchon de champagne entre les disques :
-AMC et CTX
- AMC et CAZ

- AMC et ATM (Rahal et al., 2014).

Figure 2: Souche de Klebsiella pneumoniae productrice de BLSE (Bouchon de champagne)
(Rahal et al., 2011).
o Faux négatifs
e une faible expression de la BLSE (P. mirabilis, P.penneri, P.vulgaris, Morganella

morganii, Providencia stuartii) ; dans ce cas, le test de synergie est optimise en

disposant les disques a une distance de 40 a 45mm au lieu de 30mm.

e une surexpression de céphalosporinases :

-La recherche d’une synergie entre AMC et cefepime (CFP 30ug) ou cefpirome (CPO 30ug

SFM), car ce sont des molécules stables a I’action de la Case hyperproduite.
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Ou

- L’inactivation de la Case en incluant de la cloxacilline (0,25mg/ml - 0,30mg/ml) dans la

gélose pour les entérobactéries du groupe 3.
e La syntheése d’une BLSE de type CMT (Complexe Mutants TEM) :

La recherche de CMT : se fera en rapprochant les disques CTX- AMC de 20mm et 25mm au
lieu de 30mm (CA-SFM, 2011).

5-1-2-Test de confirmation ou du double disque

Ce test devra étre fait systématiquement devant :
- L’absence de synergie avec diminution des diamétres des C3G.

- La présence d’une résistance aux molécules suivantes : ampicilline, ticarcilline, cefazoline

avec un diametre <6mm, par contre I’AMC présente un diametre d’inhibition.

Ce test est facile a réaliser et son interprétation est facile. Il consiste a rechercher une
augmentation de la zone d’inhibition d’un disque de C3G, précédé par I’application d’un
disque D’AMC, comparé a un autre disque portant la méme céphalosporine et placé cote a
cote sur la gelose Muller-Hinton (Rahal et al., 2014).

o Technique
-Déposer un disque d’AMC et un disque de C3G (CTX ou CRO) a une distance de 30mm

(centre a centre).

-Laisser diffuser les antibiotiques pendant une heure, a la température ambiante (sur la

paillasse), la boite sera déposée couvercle vers le haut.

- Apres 1H d’incubation, oter le disque d’AMC (ou de TCC) et le remplacer par un disque de
CTX ou CRO (ou CAZ).

- Incuber la boite 18 H a 35°C.

o Lecture et interprétation

Les test de disque est positif, quand le diametre d’inhibition du disque de C3G (appliqué

apres pré diffusion de ’AMC) est supérieur ou égal a 5Smm par rapport au diamétre
d’inhibition du disque de C3G (Rahal et al., 2014).
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Figure 3 : Klebsiella pneumoniae productrice de BLSE (Test positif : mise en évidence
d'une BLSE) (Rahal et al., 2011).

5-1-3-Test a la cloxacilline

En présence d’une entérobactérie productrice de BLSE possédant d’autres mécanismes de
résistances comme I’hyperproduction de la céphalosporinase a haut niveau, 1’image de
synergie est masquée. Il est donc nécessaire d’effectuer le test complémentaire (test a la
cloxacilline) en pratiquant un antibiogramme standard sur gélose MH additionnée de 250mg/I
de cloxacilline (inhibiteur de CHN) (El bouamri, 2017).

Les disques de CAZ et CTX sont placés a une distance de 20mm centre a centre d’un
disque d’AMC et la restauration de I’activité des C3G inhibée par les céphalosporinases en
présence de I’acide clavulanique et I’apparition de I’image de synergie sont remarquées (EI

bouamri, 2017).

5-1-4-Bandelettes E-test

Un autre moyen pour détecter les BLSE : les bandelettes E-test déposees sur milieu MH.
Cette bandelette est composée de 2 gradients différents : d’une part la céfotaxime (CTX) ou
céftazidime (CTZ) ou céfépime (PM) seules a ’extrémité de la bandelette, d’une autre part la
méme molécule combinée a ’AMC a l’autre extrémité. Le test est positif lorsque il y a une
baisse de la CMI supérieur a 3 dilutions de la C3G en présence de 1’acide clavulanique

(rapport CMI > 8) (Drieux et al., 2008).
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Figure 4: Bandelettes E-test (www.medicalexpo.fr).

5-2-5-Les automates

Les automates d’identification et d’antibiogrammes offrent le potentiel de détection et
d’identification rapide des BLSE, comme le Phoenix de Becton Dickinson® (figure29), le
Vitek 2 de Biomeérieux® Vitekcompact® (figure 30) ou Walkaway®. Les systémes
automatiques sont bases sur la mesure de 1’activité antibactérienne (en termes de CMI) des
céphalosporines a large spectre (céfépime, céfotaxime, ceftazidime) seule et en présence
d’acide clavulanique (Elhani, 2012). La réduction marquée de croissance dans les puits
contenants I’acide clavulanique comparé a ceux contenant les céphalosporines seule indique
la présence d’une BLSE (Spanu et al., 2006 ; Thomson, 2010). La synergie recherchée
devant étre d’au moins 3 log2 (CA-SFM). Peu de probléemes semblent devoir étre rapportés
pour les entérobactéries du groupe 1 (E. coli, P. mirabilis, Shigella sp. S. enterica) et celles du
groupe 2 (K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca,...). Néanmoins, pour celles du groupe 3
(céphalosporinase+), la détection est plus aléatoire lors d’hyperproduction de 1’enzyme

chromosomique (Philippon, 2013).

Figure 5 : Le Phoenix de Becton Dickinson® (www.enzipharma.com).
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Figure 6 : Vitek BIOMERIEUX (www. laboghrissi.com).

5-2- Méthode de détection moléculaire

La detection des souches productrices de BLSE par des techniques uniquement
phénotypiques peut se heurter a des difficultés, ce qui a conduit au cours des derniéres années
au développement des tests moléculaires pour détecter la présence des génes codant les
BLSE. Cependant, ces techniques moléculaires sont laborieuses, tres spécifiqgue mais leur
utilisation est limitée aux centres de référence ou en recherche (El Jadi, 2012). La détection
moléculaire des BLSE de type TEM et SHV est basée sur 1’amplification des genes blargwm et
blasyy couplée a un séquencage, afin de différencier les enzymes parentales non-BLSE des
différents variants BLSE de type TEM ou SHV.

Plusieurs méthodes moléculaires qui n’exigent pas le séquengage, ont été développées
pour caracteriser les BLSE, telle que la PCR-RFLP, la PCR-SSCP et la PCR en temps réel.
Cependant ces techniques présentent des limites face a la diversité des mutations ponctuelles
générant des BLSE de type TEM et SHV et par conséquent elles n’arrivent pas a couvrir tous
les variants BLSE. Pour les BLSE de type CTX-M P’amplification du géne blactx.m he

nécessite pas toujours le séquencage (Elhani, 2012).

Plusieurs tests moléculaires visant a détecter rapidement et de maniere fiable les isolats
producteurs de BLSE de type CTX-M, telle que la PCR utilisant 4 couples d’amorces
specifiques de chaque groupe de CTX-M, I’amplification d’un fragment d’ADN universel
commun a la majorité des groupes de CTX-M, la PCR duplexe, la PCR multiplex, la PCR en
temps réel et le pyroséquencage. Grace a la nouvelle technologie du microrarry, qui permet de
détecter un nombre illimité des génes en une seule réaction, des tests de microréseaux de PCR
et d’ADN en temps réel (check-points) pour détecter les mutants du géne BLSE sont
devenues disponibles dans le commerce (Naas et al., 2010 ; Elhani, 2012 ; Deccache et al.,
2015; ).
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6-Epidémiologie des souches productrice de BLSE dans le monde

Jusqu’a la fin des années 90, la plupart des BLSE détectées étaient des dérivés de TEM-
1/2 et de SHV-1. Les entérobactéries sécrétrices de BLSE étaient souvent associées a des
épidémies nosocomiales notamment en unités de soins intensifs. Ces EBLSE se diffusaient
majoritairement dans des clones hospitaliers de Klebsiella pneumoniae et Enterobacter sp
(Ruppé, 2010).

L’épidémiologie au sein des entérobactéries a récemment changé avec la dissémination
massive des enzymes de types CTX-M. A partir de 1995, les BLSE de type CTX ont été
isolées partout dans le monde avec une augmentation spectaculaire de leur fréquence ce qui

est devenu un probléme majeur puisqu’elle ne cesse de croitre (Pitout, 2010).

E.coli représente 1’espéce majoritaire chez laquelle les CTX-M été détectées et semble
étre un vrai pathogéne communautaire producteur de BLSE et responsable principalement
d’infections urinaires. Ce phénomene s’est rapidement accentué¢ particulierement ces
derniéres années et les CTX-M constituent désormais la majorité des BLSE dans le monde,
aussi bien en milieu communautaire qu’en milieu hospitalier. Les études épidémiologiques
récentes rapportent que la situation est endémique dans la plupart des pays d’Europe, d’Asie
et d’Amérique du sud avec des prévalences importantes de CTX-M, chez E.coli (30 a 90%) et
chez Klebsiella pneumoniae (10 a 60%), quelques CTX-M ont été observe aussi en Espagne,
en Italie et au Japon. Actuellement I’enzyme prédominante dans le monde est I’enzyme CTX-

M 15 (Canton et coque, 2006 ; Livermore et al., 2007 ; Gniadkowski, 2008).

La dissémination des souches productrices de BLSE est assurée par de éléments
génétiques mobiles (Les plasmides) qui permettent le transfert du gene de résistance BLSE
entre les espéces d’entérobactéries et d’autres familles de bactéries (Arpin et al., 2007 ;
Canton et al., 2008).

57



Chapitre 1V : Les BLSE
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Figure 7 : Distribution mondiale des isolats cliniques d'EBLSE de type CTX-M (Elhani,
2012).

6-1-En Afrique

En Afrique, Les entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu en
milieux hospitaliers et communautaires sont courantes. Selon les données du réseau algérien
de la surveillance de la résistance des bactéries aux antibiotiques (AARN) publiées dans son
16°™ Rapport d’évaluation (de janvier & décembre 2015). Les souches productrices de BLSE

représentent 29,74 % des isolats d’entérobactéries en milieu hospitalier (Rahal at al., 2015).

La fréquence d’isolement des souches BLSE+ pour chaque espéce bactérienne est de
51,24% pour Kklebsiella pneumoniae, 37,4% pour Enterobacter spp, 25% pour Seratia

marcescens, 21,77% pour E.coli, 9,93% pour Proteus spp (Rahal et al., 2015).

Sur quatre études qui ont évalué divers échantillons clinique de différents hdpitaux
africains, la proportion des isolats d’entérobactéries productrices de BLSE variaient de 12,8 a
21,1%.En Tanzanie, les hopitaux ont décrit les taux d’isolats producteurs de BLSE chez
Klebsiella pneumoniae aussi éleves que 64%. A Madagascar, la prévalence du portage des
entérobactéries BLSE dans une unité pédiatrique passait de 21,2% a I’entrée a 57,1 a la sortie
de I’hopital. Dans les hopitaux algériens, 16,4 a 31,4% des échantillons sont productrices de
BLSE (Andriatahina et al., 2010 ; Tansarli et al., 2014 ; Reid et al., 2019).

6-2-En Europe
En Europe, le pourcentage d’EBLSE varie d’un pays a un autre. A I'échelle mondiale, les

taux d'entérobactéries productrices de BLSE augmentent, y compris dans les pays européens.
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Selon données du Réseau européen de surveillance de la résistance aux antimicrobiens, la
résistance d’E. Coli aux céphalosporines de troisieme génération est plus faible dans le nord et
plus élevée dans le sud et I'est de I'Europe (Sepp et al., 2019).

Au Royaume-Uni, the surveillance Atlas of Infectious diseases rapporte que le niveau
d’Ecoli résistant aux C3G en 2016 était de 9,2%. Il s’agit d’une baisse d’incidence depuis
2013 (Reid et al., 2019).

La prévalence du portage d’EBLSE dans la population communautaire des Pays-Bas de 2014-
2016 est de 5% (Van den Bunt et al., 2019).

En Espagne, dans un hopital universitaire, la prévalence des porteurs de BLSE a
I’admission était de 7,69% et la plupart des isolats étaient E .coli (77,51%) suivis de
Klebsiella pneumoniae (20,71%) (Pérez et al., 2019).

En France, dans une étude multicentrique, la prévalence annuelle des entérobactéries
productrice de BLSE variaient de 3,8 a 10,5% dans 18 hopitaux participants (Robin et al.,
2017).

De faibles taux de BLSE (de 3 a 8%) ont été signalés en Suede, par contre des
prévalences beaucoup plus importantes ont été documentées au Portugal (34%), en lItalie
(37%) (Al Mously et al., 2016).

6-3-En Asie :
En Inde en particulier trois centres médicaux Indien ont signalé que 66% des
entérobactéries résistantes aux C3G hébergeaient du CTX-M 15 (Reid et al., 2019).

Les plus fortes prévalences ont été noté spécialement en Asie avec un pourcentage de
Klebsiella pneumoniae de presque 70% en Jordanie et en Iran (Elhani et al., 2011). Une autre
¢tude en Iran a rapporté 42,1% des isolats d’E.coli provenant des patients présentant des

symptomes clniques d’IU produisaient des BLSE (Reid et al., 2019).

Des études réalisées sur tous types et origines de prélevements identifient en Asie des

prévalences allant de 8,3% en Taiwan a 72,1% en Iran (Elhani, 2012).

Dans la péninsule arabique, le taux de détection de BLSE rapporté variait de 8,9% a 36%
dans les données du royaume d’Arabie saoudite. Et 31,7% au Koweit. Le taux de prévalence

le plus élevé provient des Emirates arabes unis (41%) (Al Mously et al., 2016).
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6-4- En Amérique Latine

Des taux trés élevés de souches productrices de BLSE sont rencontrés dans cette région.

Le taux d’infections nosocomiales causées par les entérobactéries productrices de BLSE a

augmenté depuis 2005 (32% Escherichia coli, 58% Klebsiella pneumoniae) (Guzman et al.,
2014).

Rates of ESBL producers
among E. coli clinical isolates

W >so%
| 2550%

10-25%
W <%

Figure 8 : Taux estimés de producteurs BLSE parmi les isolats cliniques d'E.coli (Ovleva et
Bonomo, 2017).

7-Les EBLSE et les infections urinaires

Les entérobactéries productrices de BLSE provoquant des infections des voies urinaires

sont de plus en plus courantes et constituent une menace majeure pour les établissements de
santé (Algasim et al., 2018).

D’apres I’é¢tude SMART réalisée entre 2009 et 2010 sur des isolats urinaires, la
prévalence des BLSE chez E.coli et K.p respectivement :

En Europe : 17,6%, 38,9%
En Amérique du nord : 8,5% et 8,8%

En Asie : 5% et 0% en nouvelle Zélande et 67% et 61% en chine (Storberg, 2014).
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8-Les facteurs de risques d’acquisition des BLSE dans les 1U

» Une antibiothérapie récente par pénicilline-inhibiteur, Céphalosporine de 2éme
génération ou troisieme génération ou fluoroquinolone dans les 6 mois
précédents
Un voyage récent en zone d’endémie d’EBLSE
Une hospitalisation dans les 3 mois précédents
Vie en établissement de long séjour

La présence d’une sonde a demeure

YV V. V V V

Un antécédent de colonisation urinaire ou d’infection urinaire a entérobactérie

sécrétrice de BLSE (Spilf, 2015).
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Matériels et méthodes

Il s’agit d’une étude descriptive comparative entre les différentes études réalisée au
niveau local, national et international, concernant les entérobactéries sécrétrices de BLSE
isolées a partir des prélevements urinaires envoyes aux laboratoires de microbiologie et qui

visent & diagnostiquer une infection urinaire.

D’habitude chaque préléevement urinaire adressé au laboratoire de microbiologie fait
I’objet d’un examen cytobactériologique qui comporte les étapes suivants : une uroculture
avec dénombrement de germes (bactériurie) ; et un examen microscopique permettant

d’évaluer la leucocyturie et les autres éléments figurés de 'urine (hématies, cristaux. . .).

1-Examen cytobactériologique des urines

L’examen cytobactériologique des urines (ECBU) est I’analyse la plus prescrite
dans un laboratoire de microbiologie (Elouennass, 2019). Le prélevement urinaire et son
transport  requierent des précautions strictes. L’analyse permet principalement de
rechercher la présence d’une IU, de déterminer les germes responsables et d’adapter

ainsi le traitement antibiotique (Berthélémy, 2016).
e Les techniques de prélevement :

En théorie, la ponction sus-pubienne de 1’urine intra vésicale fournit les

prélevements les plus repréesentatifs.

En pratique, un préléevement dit a la volée en milieu de jet a unniveau de fiabilité
acceptable, apres toilette du meat urétral et des organes génitaux externes (décalottage
chez homme, écartement des lévres chez la femme, eau et savon associé éventuellement a

un antiseptique ) .

D’autres méthodes de prélévement (recueil par sondage urinaire et par collecteur pénien
respectivement chez les femmes et les hommes non coopératifs ou incontinents (Bruyer et
al., 2008).

Chez le petit enfant sans miction volontaire et le nourrisson le recueil se fait a ’aide d’un
sachet collecteur apres avoir nettoyé le périnée, celui-ci ne doit pas dépasser 30 minutes au-

dela de cette durée la procédure doit étre renouvelée.

Les urines prélevés dans des flacons stériles spéciaux, avant toute antibiothérapie ; sont

envoyés rapidement au laboratoire accompagnés d’une fiche de renseignements cliniques et
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traités dans les deux heures qui suivent la reception. Dés réception du préléevement, la

conformité flacon-demande d'ECBU est contrdlée.

-La technique du -Etui Pénien -Sachet collecteur -Sondage vésicale ou
milieu du jet cathétérisme vésicale

Figure 1: Les techniques de prélevement des urines (Tiouit, 2012).

A compléter par le patient

Nom:............ Prénom:......... Sexe: H F
Date de naissance : /........... A Date des derniéres reégles: .....................
AAUTESSE & ottt ettt bbbt sreas
TEIEPNONE .o
Date du recueil : /......... [ veennnns Heure du recueil @ .......ccccoeennne.
Mode de recueil : Urines de mi- jet 7 Sonde a demeure

Sur collecteur O Par sondage O

Préléevement conservé au réfrigérateur : NON O OUIO

Renseignements cliniques :

Envies fréquentes d’uriner & Brilures ou douleurs en urinant [ Figvre U
Sang dans les urines 0 Grossesse en cours U

Douleur lombaire . Diabéte O Greffe rénale O
Malformation connue de I’appareil urinaire [

Chimiothérapie en cours [ Chirurgie récente sur ’appareil urinaire [
Bilan avant intervention chirurgicaled Corticothérapie de longue durée I

Prise d’antibiotique NONO OUIO Sioui lequel @ooeeveiieiiiiiiii.
Contrdle ECBU apres traitement antibiotigue NON O oul O

Sioui, date de fin du traitement & .......oovierri

Figure 2: Fiche de renseignement clinigue ECBU- Prélévement (www.pasteur.dz)

63


http://www.pasteur.dz/

Matériels et méthodes

Les méthodes classiques de ’examen cytobactériologique des urines (ECBU) ont été

utilisées, 1’étude de chaque prélévement comporte :

1-1-Examen macroscopique
Homogénéiser 1'urine par retournement du flacon et noter I’aspect limpide ou trouble

et la présence d’une éventuelle hématurie (Dupeyron, 2006).

1-2-Examen microscopique

Cet examen doit étre effectué dans les deux heures qui suivent le prélevement
afin de limiter P’altération des éléments cellulaires. L’examen a 1’état frais des urines
non centrifugées, permet de quantifier les élément figurés du sang a savoir les leucocytes
(témoin de la présence d’une réaction inflammatoire) et les hématies, et de détecter la
présence des éléments anormaux (cristaux , cellules, cylindres, bactéries, parasites...) dans

les urines (Fauchére, 1997).

A I'état normal, les leucocytes et les hématies sont inférieurs a 10%/ml d'urines.

En cas d'infection, le processus inflammatoire se traduit par 'augmentation du nombre de

leucocytes (polynucléaires neutrophiles), souvent plus de 10*/ml d'urine.

Une coloration de Gram permet d’orienter 1’antibiothérapie (Courseau et al., 2016).
Il est effectue :

% Par méthode manuelle :

La numération des éléments figurés est effectuée soit a ’aide d’un hématimétre en verre
(Nageotte, Lemaur, ou Malassez) et le résultat final est exprimé en nombre d’éléments par
mm® ou par ml, soit par une méthode semi-quantitative par champs microscopique en
déposant deux gouttes d’urine entiére entre lame et lamelle sans coloration, puis examiner
sous microscope a 1’objectif X 40. Cette derniere est moins fiable et ne devrait plus étre

utilisée (Vanessa et al., 2009).
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Figure 3: Cellule de Malassez
(Adjbar, 2014)

++ Par méthode automatique :

L’analyse automatisée présente des avantages indéniables en diminuant le temps
nécessaire et la variabilit¢ d’interprétation de la microscopie manuelle. Par exemple
I’automate Urised mini, est un analyseur microscopique d’urine semi-automatisé, fonctionne
comme une caméra et capte des images des éléments présents dans 1’urine qui sont ensuite

identifiées par un systéme informatique ( Huysal et al., 2013).

¥ UriSed

—J

Figure 4: Urised mini (https://www.vaktro.gr).
1-3-Mise en culture

Elle a pour but d'énumérer les bactéries présentes dans les urines et de les isoler
pour une éventuelle identification suivie d’antibiogramme.
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La trés grande majorité des bactéries responsables d’infections urinaires entre autre les
entérobactéries ne sont pas exigeantes et sont cultivées sur géloses ordinaires. Le milieu le
plus utilisé est la gélose nutritive simple (GN), d’autres milieux peuvent tre utilisés qui sont
soient non sélectifs tel que le milieu de CLED et milieu lactosé au bromocrésol pourpre
(BCP) ; soient selectifstel que le milieu de Mac Conkey ou Hektoen. Des milieux
chromogénes sont parfois utilisés dans certains laboratoires et qui servent a la fois a des

milieux d’isolement et d’identification des souches isolés.

1-3-1-Modes d’ensemencement

L’ensemencement doit répondre au double but de dénombrer les bactéries et d’isoler la
ou les bactéries en cause en obtenant des colonies bien distinctes les unes des autres. Un
volume défini d’urine est ensemencé sur les milieux de cultures appropriées selon les
méthodes ci-dessous. Le denombrement des colonies, aprés 24 a 48 heures d'incubation a
37°C permet de quantifier la bactériurie (Titoutt, 2012).

» Méthode originale de kass : On fait des dilutions de 10 en 10 (1/10, 1/100, 1/1000) en
eau distillee stérile .Un volume connu (0,1 ml) des différentes dilutions est étalé sur

une boite de pétri avec un rateau préalablement stérilisé (Titoutt, 2012).

» Méthode simplifié de Veron : L’urine est diluée au 1/100 seulement en eau distillée
stérile puis on étale 0,1 ml de cette dilution .Une colonie corresponds a 1000 bactéries
par millilitres (Titoutt, 2012).

» Méthode de I’anse calibrée : A I’aide d’une anse calibrée de 10 pl, une goutte d’urine
est ensemencée sur une gélose nutritive par des stries serrées pour avoir des
colonies bien isolées. La lecture se fait aprés 24h d’incubation voire 48h a
37°C (Bouakkaz et Boucherbit, 2017). Une colonie correspond a 100 bactéries par
ml. Ainsi une estimation de la numération bactérienne est établie selon la figure

suivante :
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Figure 5: Techniques d'ensemencement et de dénombrement des micro-organismes

(Gille, 2014).

» Meéthode de la lame immergée :

Cette technique nécessite de plonger dans 1’urine fraichement émise une lame portant des

milieux nutritifs généralement Mac Conkey et CLED, la méthode nécessite un isolement

effectué en paralléle lorsque la bactériurie est supérieure & 10° bactéries par ml (Titoutt,

2012).

MacCONKEY

C.LED.

X BloLYON

: E
wis

NON-SIGNIFICATIVE SIGNIFICATIVE

103

Figure 6: Méthode de la lame immergeée

(Allag, 2016).
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e Interprétation des urocultures
» Selon Kass :

- bactériurie inférieure & 10® bactéries/ml = absence d'infection.
- bactériurie supérieure ou égale & 10° bactéries/ml = infection.
- bactériurie entre 10°/ml et 10°/ml = zone d'incertitude.

Ces criteres d'interprétation de la bactériurie sont affinés en tenant compte de la
leucocyturie, du contexte cliniqgue, de maladies sous-jacentes, de I'état des défenses
immunitaires et de I'espéce bactérienne isolée (Bidet et Bingen, 2011).

4+ Dans le cadre communautaire

> Les urines du milieu de jet
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Tableau 13 : Classification des germes selon leur implication dans I’IU (SPILF 2015).

Groupe Especes bactériennes Seuil de Sexe
significativité
Homme

1 E. coli et S.saprophyticus. 10° UFC/ml ou femme

Entérobactéries autres qu’E. coli, 10° UFC/mll Homme
7

2 C.urealyticum, P. aeruginosa, S. aureus. 10" UFC/ml Femme
Enterocoques
Bactéries a Gram positif (Streptococcus
agalactiae, les SCN autre que S. Homme

3 saprophyticus), 10°UFC/ml ou femme
Bacilles a Gram négatif (Acinetobacter spp,

Stenotrophomonas maltophilia, autres
Pseudomonaceae) ou les Candida spp.
lactobacilles, streptocoques alpha- Pas de seuil,

4 , . . . Homme
hémolytiques, Gardnerella vaginalis, contaminants ou femme
Bifidobacterium spp, bacilles diphtérimorphes probables. A
(sauf Corynebacterium urealyticum) recontréler

» sur echantillons obtenus par une technique différente de celle du « milieu de jet»

e ECBU prélevé par ponction sus-pubienne, le seuil de significativité est > 10 UFC/ml

et nécessite donc I'ensemencement d'un volume minimum de 100 pl.

e ECBU prélevé par sondage simple, le seuil de significativité est > 10> UFC/ml (SFM,

2010).

> Chez I’enfant et le nourrisson

Les seuils significatifs retenus par 1’Afssaps en 2007 sont 10° UFC/ml pour les urines

prélevées par cathétérisme et 10° UFC/ml pour les prélévements de milieu de jet (AFSSAP,

2007).

4+ Dans le cadre des infections associées aux soins

e En I’absence de dispositif endo-urinaire : il est fortement recommandé d’utiliser les

mémes seuils que pour les infections communautaires.
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En présence d’un dispositif endo-urinaire

v" la leucocyturie n’est pas prédictive de la présence ou non d’une infection urinaire
et n’entre pas dans les critéres définissant ’infection urinaire sur sonde.
v Ilest fortement recommandé d’utiliser le seuil de 10° UFC/mI pour la bactériurie

avec une ou deux especes bactériennes (SPILF, 2015).
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Tableaux 14 : Interprétation de ’ECBU (Pechére et al., 1991 ; Fauchere et avril., 2002)

Leucocyteurie | Bactériurie /ml Interprétations
[ ml
>10" <10 - Urine normale

Patient neutropénique.

Jeune nourrisson.

0 >10°
Début d'infection.
Souillure.
- Présence d’IU pour :
v 1 seul examen probabilité 80% d’TU.
v 2 examens probabilité 95% d’IU.
-Patient sous antibiothérapie (IU décapitée).
> 10° Bactériurie non -Germe qui cultivent en amas comme
e . pseudomonas ou les levures .
significative

-Bactéries a multiplication lente.

-Tuberculose urogénitale des tumeurs.

-Des uretrites, des tumeurs des vois excrétrices.
-Calculs rénaux.

-Radiothérapie.

-Sondage.

-Néphrites tubulo-interstitielles

(lupus, maladie de Kawazaki,

etc.)

1-4-1dentification biochimique
L’identification biochimique qui se fait a travers diverses méthodes appelées « Galerie ».
Ces galeries peuvent étre manuelles, telle que : la galerie classique ou la galerie APl 20E ou

bien par le biais des automates (Lehimeur et Laouti, 2016).
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1-4-1-La galerie classique (Bouguattoucha et Boudelaa, 2010 ; Meziani, 2012)
Elle se compose des différents milieux de gélose et des bouillons permettant

I’identification des différents caractéres métaboliques et biochimiques.

o Le milieu TSI : La gélose TSI (Tri Sugar lron) permet I’identification des
Entérobactéries par la mise en évidence des cing caractéeres suivants : la fermentation
du glucose, du lactose, du saccharose, de la production de gaz et de sulfure

d’hydrogeéne H2S.

Glu- Glu + Glu + Glu-
Lac/Sac - TemERn Lac/Sac- Lac/Sac+ Lac/Sac -
H2S - H2S - H2S - H2S +
Gaz - Gaz - Gaz + Gaz -

Figure 7: Milieu TSI (www.microbiologie-clinique.com)

o Test mannitol mobilité : est un milieu semi solide qui permet I’étude de la
fermentation du mannitol ainsi que la mobilité de la souche.
Les bactéries mannitol positif acidifient le milieu qui vire alors au jaune.

Les bactéries mobiles troublent le milieu.

Figure 8 : Test mannitol mobilité (Cavalla, 2005)
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o Le milieu citrate de Simmons : Ce milieu permet de mettre en évidence
I'utilisation du citrate comme seule source de carbone et d'énergie.
Citrate +: bactérie possedant une citrate perméase : présence de culture
bactérienne => milieu bleu.

Citrate - : absence de culture : milieu inchangé (vert).

.A ‘B

Figure 9: Milieu citrate de Simmons (www. microbiologie-clinique.com)

o Milieu d'ONPG : Ce test permet de rechercher la présence de :
Une béta-galactoside perméase qui permet au lactose de pénétrer dans la bactérie.

Une béta-galactosidase qui catalyse 1’hydrolyse du lactose en glucose et galactose.

o Milieu Urée —Indole ou urée-tryptophane : Le milieu urée-indole ou urée-
tryptophane est un milieu synthétique permet la recherche de 3 activités
enzymatique :

L’uréase, la production d'indole grace a un tryptophanase et le tryptophane désaminase
(TDA).

Indole+ Indole - —
m - TDA -

— 4 S

TDA +
(précipité marron)

negative urea test

-

Figure 10: Milieu Urée-Indole ou urée tryptophane (Sagar, 2018).

o Milieu de clarck et lubs : met en évidence les produits de fermentation du

glucose.
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- Reéaction de vosges-proskauer (VP) : la voie du butanediol conduit a la
formation d'acétyl-méthyl-carbinol (AMC = acétoine), ce produit est révélé
par la réaction de Voges Proskauer par apparition d'une teinte rouge.

- Réaction ou rouge de méthyle (RM) : la voie acide mixte conduit a la
formation d'une grande quantité d'acide (pH<4,5), elle est révélée par le

virage au rouge de l'indicateur de pH ajouté aprés l'incubation (rouge de

méthyl).

egative positive
Proskauer Voges-Proskauer

Figure 11: Milieu Clarck et Lubs (Tankeshwar, 2015).

1-4-2-La galerie AP1 20 E

La galerie APl 20E est un systéeme standard d’identification des Entérobactéries et autres
bacilles Gram-négatif a tolérance rapide. Contient 20 microtubes de substances déshydratées.
Ils sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests; la période
d'incubation résulte de changements spontanés de couleur ou révélé en ajoutant des réactifs
(Gasmi et Salhi, 2018).

API20E

TESTS NEGATIFS
-~

o | . ) '.'. "'
- W N WY\ & < \ ' .

‘ ONPG ™ ADH L_L)CAOUC LCIT! Nu‘um_ TOA IN()‘w GEL GLu AMAN N0 S0R A pra SAC  MEL A Aamy ARA

yopi 20¢

TESTS POSITIFS

~wuwluwie 0y

ONPG  ADH LDC OQC i) HZ_S URE TOA IND ve) IGEL] GLU MAN INO bQR FAHA SAC MEL AMY ARA

yopi 20e

Figure 12: La galerie Api20OE (www.Tinypic.com).
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1-5-Antibiogramme

L’antibiogramme est un examen qui permet de catégoriser une souche bactérienne
en classe semi quantitative (sensible, intermédiaire ou résistant) (Terkia derdara,
2013). 1l est basé sur l’observation de la croissance bactérienne en présence d’un
gradient de concentration d’antibiotique, obtenu par diffusion a partir de disque dans

un milieux gelosé ( Ayad, 2011).

» Meéthode manuelle :

Les méthodes de diffusion ou antibiogrammes standards sont les plus utilisées
par les laboratoires de diagnostic (Asskouri, 2011) qui permet 1’étude de la sensibilité
aux antibiotiques.

A partir d’une culture pure, on prend 3 colonies identiques d’entérobactérie a tester et on
les mets en suspension bactérienne dans 1’eau physiologique dont la densité doit correspondre
a un inoculum de 0,5 McF. L’ensemencement se fait par un écouvillonnage sur gélose Muller
Hinton, ensuite on dispose les disques d’antibiotiques qui sont appliquées a 1’aide soit d’un
distributeur ou bien d’une pince flambée et on place les boites a I’incubateur. Incubation se
fait a I’étuve a 35°c pendant 16 -24 heures (CLSI, 2018).

Les disques d’antibiotiques a tester sont : Ampicilline (10pg), Amoxicilline + Acide
clavulanique (20/10pg), Céfalotine (30pg), Céfazoline (30ug), Céfoxitine (30ug),

Céfotaxime (30ug), Aztréonam (30ug), Imipénéme (10ug), Ertapénéme (10pg), Amikacine
(30ug), Gentamicine (10ug), Acide nalidixique (30ug), Ciprofloxacine (5ug), Colistine
(CMI), Chloramphénicol (30ug), Furanes (300ug), Triméthoprime + sulfaméthoxazole
(1.25/23.75ug), Fosfomycine (200ug).

Lecture

- Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition a I’aide d’un pied a coulisse.

- Pour les entérobactéries qui sont toujours testées sur Mueller-Hinton simple, les mesures
seront prises en procédant par transparence a travers le fond de la boite de Pétri fermée.
-Comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture
correspondantes.

-Classer la bactérie dans 1'une des categories S, R ou I (Ben slimani, 2011).
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Boite de Pétn
Pas d’inhibition du
développement : la
bactérie est D éveloppement
résistante & cet bactérien sur la
antibiotique gélose mutritive
Pastilles
' antibioticues
Réaction
intermédiaire &
1" antibd oticpue
Bactérie sensible &
ardibi oticue
Schéma représentant un antibiogramme

Figure 13: Antibiogramme standard par la technique de diffusion en milieu gélose (Jafstpe,
2016).

> Méthode automatisée :

Certains laboratoires hospitaliers proposent des tests automatiques de sensibilité aux
antibiotiques, qui peuvent répondre aux besoins des laboratoires hospitaliers face a leur
charge de travail en offrant une meilleure gestion du temps avec des systéemes permettant une
identification rapide des bacteries et des antibiotiques et en rapportant les résultats de CMI
pour les tests de sensibilité basés sur la méthode CMI en milieu liquide.

Il y’a différentes automates permettant 1’identification des germes et leur antibiogramme a

savoir Vitek2 Compact, Phoenix et Microscan WalkAway Sl (Benamrouche, 2011).
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Figure 14: Microscan WalkAway 96 Plus

(https://www.selectscience.net/products/microscan-walkaway-plus-system-(40-
and96)/?prod1D=206451#tab-2)

1-6- Recherche de la p-lactamase a spectre étendu chez les entérobactéries

La production de B-lactamases a spectre élargi (BLSE), détectée par 1’automate, ou
suspectée a I’antibiogramme standards devant la diminution des diamétres d’inhibition des [-
lactamines suivants : Céfotaxime (CTX < 27 mm), Céftazidime (CAZ < 22 mm), Céftriaxone

(CRO < 25 mm) et Aztréonam (ATM < 27 mm), doit étre confirmée soit par :

» un test de synergie : qui repose sur 1’inhibition partielle de la BLSE par les inhibiteurs
des pénicillinases comme I’acide clavulanique. L’existence d’une synergie méme
faible entre B-lactamine (céfotaxime, ceftazidime, céfépime et aztréonam) et acide
clavulanique est caractérisée par une image en « bouchon de champagne » et signe la
présence d’une BLSE (EI Bouamri, 2014).
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Figure 15: Test de synergie positif (aspect en bouchon de champagne)

(EL Bouamri, 2014).

> |l est réalisé si le test de synergie est revenu négatif et permet Technique du double
disque ou du disque combiné :
de confirmer ou infirmer avec certitude la production de BLSE par la souche
d’entérobactéries testée.
Ce test repose sur la mise en place des disques contenant 30 pg de céfotaxime,
ceftazidime ou céfépime seuls ou associés a 10 pg de clavulanate sur MH ensemencé
selon la technique d’antibiogramme standard déja décrite. Le test est positif si le

diametre d’inhibition augmente de 5 mm en présence d’inhibiteur.

Figure 16: Technique du double disque
(www.microbe-edu.org).
La détermination des CMI de ces trois molécules seules et en présence de clavulanate
peut également étre utilisée, une diminution de trois dilutions de la CMI en présence de

clavulanate signe la production de BLSE. Des tests basés sur la méme logique ont été

développés pour la plupart des systemes automatisés (Vitek2, Phoenix, API).
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Résultat et discussion

1-Introduction

Dans les 20 derniéres années, I’épidémiologie des infections urinaires s’est modifiée de
fagons inquiétantes du fait de 1’émergence de bactéries multi-résistantes (BMR), ce qui
constitue un véritable probleme de santé publique dans le monde entier et surtout en Algérie.
Depuis la découverte dun nouveau mécanisme de résistance en 1983 parmi les
entérobactéries : les entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu (Cohen
et Madhi, 2016). Ceux-ci ont largement diffusées d’abord en milieu hospitalier puis en milieu
communautaire et constituent donc un probléme de prise en charge thérapeutique ainsi que le
cout élevé qu’elles engendrent du fait de la prescription de molécules a large spectre
essentiellement les carbapéneémes dont leur utilisation fréquente conduit a 1’émergence de
souches résistantes a ces dernieres molécules et donc a une impasse thérapeutique (EI
Bouamri, 2017).

Le profil épidémiologique des bactéries uropathogenes varie selon les régions et selon les
pays. De ce fait, la connaissance de I’épidémiologie de ces EBLSE uropathogenes ainsi que
son évolution reste indispensable pour le choix d’une antibiothérapie de premiere intention
afin de limiter I'utilisation des molécules a large spectre comme les carbapénémes et pour
limiter leur diffusion en utilisant des moyens efficace de lutte contre ces infections (El
Bouamri, 2017).

2-Fréquence des entérobactéries isolées a partir des urines
Les entérobactéries restent les bactéries les plus incriminées dans les 1U aussi bien en

communautaires qu’en nosocomiale.

Dans une étude réalisée au service de Microbiologie de la clinique d’Urologie,
Néphrologie et transplantation rénale, Daksi de Constantine, on a constaté que les
entérobactéries responsables des 1U sont prédominantes avec un taux de 61% (Chekroud et
Fathi, 2017). Ceci reste proche des résultats d’une étude menée au laboratoire de
microbiologie du centre hospitalo-universitaire Ibn Badis de Constantine (CHUC) ou les
entérobactéries responsables d’IU constituent 78,82% de la totalité des germes isolés (Halimi
et Haloufi, 2019).

En Algérie selon le 18°™ rapport d’évaluation 2017, les entérobactéries représentent la
classe des germes les plus incriminés dans toutes les infections urinaires avec un taux plus

important pour les IU communautaires par rapport aux 1U nosocomiales. Elles représentent
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76,2% pour les infections nosocomiales, alors qu’elles représentent 85.69% des bactéries

responsables d’IU communautaire.

La prédominance de ces germes est classique, ceci est en rapport avec la
physiopathologie de I’'IU qui est en général ascendante et se fait a partir des germes de la flore

périnéale riche en entérobactéries.

= Daksi constantine = CHUC

Figure 47 : Fréguence des entérobactéries isolées a partir des urines.

= |nfections communautaires = |nfections nosocomiales

Figure 48 : Répartition des entérobactéries en Algérie selon leur provenance.
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Tableau 15 : Comparaison des pourcentages des entérobactéries isolées des urines avec
d’autres études :

Auteur Lieux et Période Pourcentage des
entérobactéries
Togo, 1993 Mali 43%
Dioman, 2008 Bamako (2004-2006) 64,4%
ES-Saoudy, 2019 Marrakech (2014-2018) 80%
Baroni, 2017 France (2015) 86,2%

3-Répartition des entérobactéries isolées des urines

Esscherichia coli est le germe le plus fréquemment isolé, du fait qu’elles font partie de la
flore intestinale. Ceci a été objective par plusieurs études locales, nationales et internationales.
Parmi les entérobactéries urinaires isolées dans une étude menée au laboratoire de
Microbiologie du CHU de Constantine en 2019, E coli domine le profil bactériologique de
I’IU avec 57.18%, suivi par Klebsiella pneumoniae (19.56%), puis Proteus mirabilis (8.43%),
ensuite Enterobacter spp. et K. oxytoca dans 7,52% et 2,05% respectivement. Presque les
mémes résultats ont été obtenu d’aprés une étude faite a I’hopital militaire Avicenne de
Marrakech (HMA) (2012-2017) ou E.coli est le germe le plus fréquemment isolé (61,2%),
puis vient Klebsiella sp (15,6%) suivi d’Enterobacter avec (4,7%) et Proteus (2,7%) (Ouardi,
2019).

Ces resultats sont comparables a ceux obtenus au laboratoire d’hygiéne de Constantine en
Algérie avec une prédominance d’Escherichia coli (64%), suivi de Klebsiella pneumoniae
(15%), Proteus mirabilis (5,1%) (Lachheub et Bendagha, 2016).

Ces résultats concordent parfaitement avec ceux réalisé au service de microbiologie de
I’hopital millitaire Avicenne de Marrakech (2014-2018), ou Escherichia coli était ’espece
dominante (71,1)% suivie de Klebsiella spp (15%), Enterobacter cloacae (5%), Proteus
mirabilis (3%) (ES-Saoudy, 2019).

E. coli reste I’espece la plus impliquée du fait qu’il soit le germe intestinal aérobie le plus
dominant tout en sachant que le principal réservoir bactérien dans les U est digestif, et qu’il
posséde de nombreux facteurs de virulence d’uropathogénicité entre autre le flagelle qui lui

donne la capacité de migrer a contre-courant par voie ascendante et des adhésines qui lui
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permettent d’adhérer a 1’épithélium urinaire et d’empécher son élimination par les vidanges

vésicales.

2,05%

8,43%

® Escherichia coli = Klebsiella pneumoniae = Proteus mirabilis Enterobacter sp = K.oxytoca

Figure 49 : Répartition des entérobactéries isolées des urines au niveau du CHU de

Constantine en 2019.

4-Prévalence globale des E-BLSE isolés a partir des urines

La prévalence globale de la production des EBLSE uropathogénes a considérablement
augmenté au cours de ces dernieres décennies, avec des disparités entre les différentes
institutions et pays. Une bonne connaissance des caractéristiques épidémiologiques et de la
prévalence locale des taux des EBLSE causant des infections urinaires actuels est nécessaire
pour aider a sélectionner un traitement antimicrobien efficace a chaque région (Raja, 2019 ;
Hassuna et al., 2020).

Les résultats ont mis en évidence une évolution inquiétante de la fréquence d’isolement
des E-BLSE uropathogenes au niveau de différentes régions. En Algérie la prévalence des
EBLSE uropathogenes est élevée, a I'nopital universitaire de Tlemcen, la prévalence globale
des EBLSE isolés des urines est de 32,5% (Zenati et al., 2019). Ce taux reste proche a celui
enregistré par I’AARN dans son 18°me rapport d’évaluation (de janvier a décembre 2017) avec
un pourcentage de 36,01% (Rahal et al., 2017) et au laboratoire de Bactériologie du Centre
Hospitalo-Universitaire (CHU) Saadna Mohamed Abdenour de Sétif (26,80%) (Djouder et
Bouzeroura, 2017). Ceci est comparable a d’autres pays ou la prévalence est également

élevée, avec un taux de 35,3% dans une étude menée a I’hopital de Gaza en 2013 (Tayh et
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al., 2019 ), 33,4% dans le sud de la chine et de 36% en Italie (Caccamo et al., 2007 ; Lieu et
al., 2009).

Une prévalence modérée a éte observée au Maroc dans deux études menées a Rabat avec
des taux de 19,39% (Elharche, 2013) et 17,5% (Koné et al., 2016), ainsi qu’en Coré ou elle
était de I’ordre de 13% (Lee et al., 2010).

Une prévalence faible a été enregistrée dans certains pays d’Europe, ou elle est de I’ordre

de 2,6% en Allemagne, de 2% en grande Bretagne (Bouchillon et al., 2004) et de 2,1% en

France (Turmel, 2014).

Tableau 16 : Prévalence des EBLSE uropathogenes dans différentes régions.

Auteurs

Lieux et période

Prévalence des EBLSE
isolées des urines

Djouder et Bouzeroura, Sétif (2009-2014) 26,80%
2017
Zenati, 2019 Tlemcen (2011-2012) 32,5%
Elharche, 2013 Maroc (2012) 19,39%
Tayh et al., 2019 Gaza (2013) 35,3%
Turmel, 2014 France (2014) 2,1%
Rahel, 2017 Algérie (2017) 36,01%

Les différences constatées entre ces pays sont liées au traitement antibiotiques abusif en
particulier les antibiotiques a spectre étendu ainsi que les moyens utilisés pour contrecarrer les

infections et qui sont variable selon les pays et méme selon les régions (ES-Saoudy, 2019).

La prévalence est plus élevee dans les pays en développement due principalement au
mésusage des antibiotiques surtout ceux a large spectre, a I’absence de dépistage systématique
des EBLSE chez les malades hospitalisés ce qui conduit a une diffusion rapide de ces souches
en absence de pratique des mesures d’hygienes et d’isolement de ces malades porteurs ainsi

que I'insuffisance dans les moyens de lutte contre la diffusion de ces EBLSE.

5-Répartition des patients porteurs d’EBLSE uropathogenes selon le sexe

Généralement dans les 1U, il est a noter que les femmes sont majoritaires. Par ailleurs, la
prédominance féminine reste controversée (Essotina, 2013). Certaines études montrent que la
fréquence des entérobactéries productrices de BLSE est fréquente chez le sexe masculin : a

I’hopital de Rio Hortega en Espagne, elle est supérieure chez le sexe masculin (37%)
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(Briongos et al., 2012). Ceci est en accord avec les résultats constatés par Colodner et Ben-
ami ou la prédominance était masculine (Colodner et al., 2004 ; Ben-ami et al., 2009). En
revanche, d’autres travaux ont témoigné une prédominance chez le sexe féminin (71%) au
Pakistan et (77%) dans des hdpitaux espagnols (Rodriguez-Bafio et al., 2008 ; Fatima et al.,
2018).

Des auteurs déduisent que le sexe masculin, les antécédents de prise d’ATB (surtout les
ceéphalosporines et les fluoroquinolones) et I’hospitalisation de long séjour constituent deux

facteurs de risques associés au portage de BLSE (Gupta et Datta, 2007).

Ces différences dans les pourcentages des entérobactéries productrices de BLSE chez les
deux sexes peuvent refléter les variations régionales dans les pratiques de prescription
d’antibiotiques liées au sexe (Cystites chez les femmes) et peuvent également étre le résultat

de biais statistique tels que les critéres d'inclusion (Behar et al., 2012).

Tableau 17 : Comparaison des E-BLSE uropathogénes réparties selon le sexe des patients
avec d’autres études.

Sexe
Auteurs Lieu et période d’étude Masculin Féminin
Koksal et al., 2018 | Turquie (2012) 59,1% 40,9%
Martin et al., 2016 | France (2013) 4,8% 3%
Fernando et al., | Asie du sud (2015) 49,1% 50,8%
2017
Castillo-Tokumori | Amérique du sud (2015) 41,8% 58,2%
etal., 2017

6-Reépartition des EBLSE uropathogénes selon I’Age

En ce qui concerne la distribution par catégorie d’age, une étude réalisée au Maroc révele
que la majorité des E-BLSE isolées a partir des urines se trouve chez les personnes ayant plus
de 55ans avec un pourcentage de 78%, suivie de la catégorie d’age entre 25-50ans (13%), puis
0-25ans (9%) (Essotina, 2013).

En Ethiopie en 2016, un taux élevé d’EBLSE urinaires a été constaté chez les plus de
55ans avec un pourcentage de (59,9%), suivi du groupe d’age 15-49 ans (47,1%) (Abayneh et
al., 2018).
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Pour Fatima et al au Pakistan, la tranche d’age la plus touchée est celle entre 31 -45 ans
avec un pourcentage de 37,5% suivi de 16-30 ans (34,6%) et 46-60ans (30%) (Fatima et al.,

2018).

Tableau 18 : Catégorie d’age prédominante chez les patients porteurs d’EBLSE.

Auteurs Lieux et période Catégorie d’age dominante
(Essotina, 2013) Maroc (2012) >55ans

(Fatima et al., 2018). Pakistan (2015) 31-45 ans

(Abayneh et al., 2018) Ethiopie (2016) >55ans

D’autres études ont mentionnées que les EBLSE uropathogénes sont isolées beaucoup

plus chez les patients ayant plus de 60 ans et que 1’dge avancé est un facteur de risque
d’acquisition d’une souche BLSE (Colodner et al., 2004 ; Mumtaz et al., 2007 ; Gupta,
2007 ; Koksal et al., 2018).

7-Reépartition des EBLSE uropathogénes selon leurs origines communautaires ou

nosocomiales

Tableau 19 : Répartition des EBLSE uropathogenes selon leurs origines.

Auteurs Lieux et période | EBLSE EBLSE
communautaire nosocomiales
Benhiba et al., 2015 | Maroc (2010-2013) | 47% 53%
(Rahal et al., 2017) | Algérie (2017) 36,01% 27, 66%
(Meier et al., 2011) | Suisse (2007-2009) | 64% 36%
(Raja, 2019) Angleterre (2015- 62% 38%
2017)

Les EBLSE étaient au début de leur découverte retrouvées au milieu hospitalier mais ces

jours ils ont tendance a diffuser méme en milieu communautaire.
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8- Répartition des EBLSE uropathogenes selon les services

Tableau 20 : Répartition des E-BLSE uropathogeénes selon le service dominant.

Auteurs Lieux et période Le service dominant | Pourcentage
Quachaou, 2011 Maroc (2005-2009) | Urologie 26%

Koné, 2016 Maroc (2008-2009) | Chirurgie urologique | 17,5 %
Foulal, 2013 Maroc (2012) Réanimation 32,75 %

Dia, 2015 Dakar (2012-2014) | Neurologie 42,74 %
Rahal et al., 2016 | Algérie (2016) Réanimation 37,25 %
Mekhoukh, 2017 Sétif (2017) Pédiatrie 19,53 %

Les souches d’entérobactéries sécrétrices de BLSE ont été trouvées dans divers types de
services. De plus, certains services hospitaliers sont apparus plus touchés que les autres. La
majorité des souches EBLSE sont isolees des services de réanimation ou les patients
hospitalisés qui sont en contact avec le systeme de santé présentent plus de risques a

contracter une BLSE, ceci peut étre expliqué par :

La durée d’hospitalisation qui est longue, 1'utilisation de dispositifs invasifs (cathéters,
sondes urinaires, intubation...), 1'utilisation des antibiotiques multiples et a large spectre

(C3G et les fluoroquinolones) (Ang et al., 2004 ; Pefia et al., 2006).

L’augmentation des EBLSE dans le service de chirurgie peut étre expliquée par

I’utilisation de I’antibioprophylaxie chirurgicale (Leistner et al., 2015).

L’émergence des Entérobactéries sécrétrices de BLSE en milieu communautaire est un
phénomene en évolution continue noté dans plusieurs travaux rendant ainsi I'épidémiologie
des infections qui résultent de bactéries productrices de BLSE encore plus délicates (Meier et
al., 2011 ; Sgraas et al., 2013).

9-Répartition des EBLSE uropathogénes selon les especes
D’apres les résultats de presque la totalité des études, E. coli et K. pneumoniae étaient les

deux espéces des E-BLSE les plus détectées.

D’aprés les résultats obtenus au niveau du laboratoire de microbiologie du CHU de Sétif,

parmi les EBLSE, Escherichia coli constitue la majorité des isolats avec une fréquence de

86



Résultat et discussion

75,67 % suivie de Klebsiella pneumoniae (13,1%) et d’Enterobacter spp (5,40%)
(Mekhoukh, 2017).

Ces prévalences correspondent a peu pres a celles retrouvées dans une étude menée par
Fouquet et al en France avec 66,7% d’E.coli, 11,1% de Klebsiella pneumoniae et 11,1%
d’Enterobacter cloacae (Fouquet et al., 2012). Dans une autre étude en Inde, les résultats
révélent qu’E.coli est le principal producteur de BLSE (50,14%) suivi de Klebsiella
pneumoniae (48,27%) et d’autres: Proteus spp (42,59), Providentia spp (37,5%),
Enterobacter spp (33,33), Citrobacter spp (18,18%), Morganella spp (12,5) (Shashwati et
al., 2014).

D’aprés une étude réalisée au laboratoire clinique de Kampala Ouganda, la prévalence la
plus élevée était observée chez E.coli (60%) suivi de Klebsiella pneumoniae (24%) tandis que
Citrobacter freundii, Enterobacter spp Morganella morganii, Proteus mirabilis avaient
chacune 4% (Dembe Kasango, 2018).

Ces resultats concordent avec ceux obtenus par EI Bouamri et al et Lahlou et al au Maroc
montrant que E. coli et K.pneumoniae sont les deux espéces les plus freqguemment responsable
de BLSE (El Bouamri et al., 2014 ; Lahlou et al., 2017).
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Tableau 21 : Répartition des EBLSE uropathogénes selon les espéces.

Auteurs Lieux Microorganismes Pourcentages
Escherichia coli 66,7%
Fouquet et al., 2012 Fran;:go(gz)OOS- Klebsiella pneumoniae 11,1%
Enterobacter cloacae 11,1%
Escherichia coli 50,14%
Klebsiella pneumoniae 48,27%
Shashwati et al., Proteus spp 42,59
2014 Inde (2011- Enterobacter spp 33,33
2012) Citrobacter spp 18,18%
Providentia spp 37,5%
Morganella spp 12,5%
Escherichia coli 60%
Klebsiella pneumoniae 24%
Dembe Kasango, | Ouganda (2014) Citrobacter freundii
2018 Enterobacter spp 4%
Morganella morganii
Proteus mirabilis
Escherichia coli 75,67 %
Mekhoukh, 2017 Setif (2017) Klebsiella pneumoniae 13,1%
Enterobacter spp 5,40%

10-Répartition des EBLSE uropathogenes au sein de la méme espéce

Bien que E. coli soit ’espéce la plus isolées parmi les E-BLSE, la fréquence d'isolement

des BLSE au sein de chaque espece d'entérobactérie montre dans la plupart des études que

Klebsiella pneumoniae soit la bactérie la plus pourvoyeuse de sécrétion de BLSE au sein de

son genre. Ceci a été objectivé dans plusieurs études, dont celles reportées au Maroc par

Romli en 2010 ou le taux de Klebsiella pneumoniae était de 25%. Des taux proches ont été

reportés en Algérie, par Messai et al en 2008 ou le taux d’isolement de K. pneumoniae était de

19,9%, de méme en Tunisie avec un taux de 20,2% selon Benhajkhalifa et Khedher

(Benhajkhalifa et Khedher, 2012). Des taux plus élevés ont été constatés en Cote d’ivoire
atteignant 84% (Muller-schulte et al., 2020).
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Au sein de la souche d’E. coli, le taux est de 8% a Marrakech (ElI Bouamri, 2017), par
contre en Egypte, il est de (60%) (Hassuna et al., 2020).

En ce qui concerne l'ordre d'isolement des E-BLSE au sein de chaque espece
d'entérobactérie, plusieurs études ont objectivé que K. pneumoniae vienne en premier rang

suivi par E. coli puis Enterobacter spp.

Une étude réalisée en Algérie a Sétif, rapporte une capacité de production de BLSE plus
importante chez Klebsiella pneumoniae avec 29,41% suivie d’E.coli dans 20,89% des cas
(Mekhoukh, 2017).

Une thése de doctorat faite au Maroc a concrétisé une prédominance de Klebsiella
pneumoniae BLSE (41%) suivie d’E.coli (39%) et Enterobacter cloacae (12%) (Ajdakar,
2015). En Maurétanie, Les EBLSE étaient essentiellement due a Klebsiella pneumoniae avec
un taux de 20,4% suivi par E.coli avec un taux de 10,4% (Hailaji et al., 2016).

Cependant, certaines études montrent un déclin de cette dominance au profit de E. coli et
Enterobacter Cloacae (Léotard et Negrin, 2009).

Tableau 22 : Pourcentage de Klebsiella pneumoniae sécrétrice de BLSE au sein de son
espece.

Auteurs Lieux et période Pourcentage de K.P
Messai, 2008 Algérie (2008) 19,9%
Benhajkhalifa et Khedher, | Tunisie (2009) 20,2%
2012
Adjdkar, 2015 Marrakech (2010-2013) 41%
Hailaji et al., 2016 Maurétanie (2014) 20,4%
Mekhoukh, 2017 Sétif (2017) 29,41%

10-Co-résistance globale des BLSE

La résistance aux antibiotiques est un probleme de préoccupation scientifique absolu tant
en milieu hospitalier qu’en milieu communautaire. Les organismes producteurs de BLSE
présentent une Co-résistance a de nombreuses autres classes d'antibiotiques, ce qui entraine
une limitation de l'option thérapeutique. Cette situation est la conséquence de la pression de
sélection di a I’'usage excessif et répété des antibiotiques a large spectre en clinique ou en
industrie alimentaire (Beta-lactamines, fluoroquinolones...) (Andremont, 2002 ; Paterson,
2006 ; Sekhsokh et al., 2006).
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Geénéralement I’antibiorésistance des souches d’entérobactéries productrices de BLSE est
plus importante et touche un grand nombre d’antibiotiques autres que les béta-lactamines en
comparaison avec les souches non productrices de BLSE. Ceci peut étre expliqué par le fait
que les génes des BLSE, portés généralement par des plasmides, sont souvent associés a des
génes de résistance aux autres familles d’antibiotiques, notamment aux aminosides et aux

fluoroquinolones (Jacoby et Sutton., 1991).

Plusieurs études portant sur ’antibiorésistance des E-BLSE uropathogénes ont objectivé
cette hausse de résistances aux autres familles d’antibiotiques, dont celle de Ajdakar en 2015
au sein du laboratoire de microbiologie de I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech (HMA)
ou les taux de co-résistance étaient élevés pour la ciprofloxacine (80%) la Gentamycine (75%)
la  fosfomycine (25%) et  I'imipénéme (9%), Amikacine 39% et
Triméthoprime+Sulfaméthoxazole (78%) (Ajdakar, 2015).

Le travail de Lahlou Amine et al fait au Maroc en 2012 a rapporteé des taux de co-
résistances similaires avec un taux de résistance de (80%) vis-a-vis de la ciprofloxacine,
(95%) contre la Gentamicine, (60%) a I’Amikacine et (85%) pour I’association
sulfametoxazole + Trimethroprime, sauf pour I’ Amikacine et les carbapénemes qui ont garde
une bonne sensibilté. (Lahlou, 2012 ; Ajdakar, 2015). L’étude d’ El Bouamri avait objectivé
chez les E-BLSE isolées en 2012 (derniere année d’étude) les taux de co-résistances suivants :
85 % pour I’association sulfaméthoxazole-triméthoprime, 82 % pour la ciprofloxacine, 74 %
pour la gentamycine, 51 % pour I’amikacine, 15 % pour la nitrofurantoine, 13 % pour la

fosfomycine et 10 % pour I'imipénéme (EI Bouamri, 2014).

Contrairement a une autre étude qui a été réalisée au niveau du service d’urologie de
CHU Mohamed VI a Marrakech en 2015 ou les taux de résistance étaient plus bas par
rapports aux études déja citées pour la triméthoprime-sulfaméthoxazole (24%), pour la
ciprofloxacine (28%), pour la gentamycine (51%), pour I’amikacine (38%), pour la
nitrofurantoine (12,5%) et pour la fosfomycine (9,2%) ; alors qu’ils étaient plus importants

pour I’imipénéme 75% (Bagueri, 2015)
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Tableau 23 : Co-résistance globale des EBLSE aux antibiotiques.

ATB
Lahlou El Adjakar Bagueri
Etudes (2012) Bouaumri (2015) (2015)
(2012)
Ciprofloxacine 80% 82% 80% 28%
Gentamycine 95% 74% 75% 51%
Fosfomycine / 13% 25% 9,2%
Imipeneme / 10% 9% 75%
Amikacine 60% 51% 39% 38%
Triméthoprime+
Sulfaméthoxazole 85% 85% 78% 24%

% Les fluoroquinolones

Les fluoroquinolones sont des antibiotiques généralement utilisés pour le traitement des
infections des voies urinaires (IVU). En revanche, la résistance aux fluoroquinolones et les
entérobactéries productrices de p-lactamases a spectre étendu (BLSE) ont augmenté dans le
monde entier dii principalement a 1’utilisation massive de cette classe d’antibiotique a large
spectre en premiére intention dans les IU sans documentation préalable et sans ajustement

ultérieur selon les données de I’antibiogramme (Tolun et al., 2004 ; Wiener et al., 2016).

Deux mécanismes chromosomiques sont responsables des résistances cliniques aux
fluoroquinolones : I’accumulation de mutations au sein des génes qui codent pour ’ADN
gyrase et la topoisomérase 1V, et la diminution de leur concentration intracellulaire par une
augmentation de l’activit¢ de pompes a efflux et/ou la diminution de la perméabilité

membranaire (Fabrega et al., 2009).

Cependant, récemment trois mécanismes de résistance aux fluoroquinolones a
localisation plasmidique transférable horizontalement ont été apparus et qui peuvent expliquer
en partie cette hausse de co-résistance des E-BLSE aux quinolones dans le monde entier. 11
s’agit de : Protection des topoisomérases contre les quinolones (Ciprofloxacine, norfloxacine)

par la protéine Qnr, acétylation de I’ATB par I’enzyme aa (6°)-lb-cr inactivant les
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fluoroquinolones et certains aminosides, Protéine d’efflux QepA qui entraine un défaut

d’accumulation des FQ (Jacoby et al., 2014).

% Les aminosides

Dans les EBLSE, concernant les co-résistances aux aminosides, selon plusieurs études on
a constaté que la gentamicine est la molécule d’aminoside la plus touchée dans ces types
d’infections par rapport a I’amikacine ou les taux de résistances sont beaucoup MOins
importants, ce qui peut nous inciter a utiliser cette derniére en association pour traiter ce genre
d’infection a EBLSE. Ceci a été objectivé dans une étude qui a été menée en Tunisie par
Benhaj khalifa et al en 2009 ou le taux de résistance a la gentamicine était de 92,5% contre
seulement 10% pour I’amikacine. Selon Romli et al, des résultats proches ont été enregistré
avec les pourcentages suivants: 26% et 86% pour 1’Amikacine et la Gentamicine

respectivement (Romli et al., 2010).

Tableaux 24 : Comparaison du pourcentage de résistance des EBLSE aux aminosides avec

d’autres études.

Pourcentage de resistance

Auteurs Lieux et période Gentamicine Amikacine

Romli et al., 2010 Algérie (2010) 26 % 86 %
Benhadjkhalifa et Tunisie (2012) 925% 10 %
Kheddar, 2012

% Fosfomycine

Selon une étude rétrospective francaise réalisee en 2013, la Fosfomycine a été active
contre les BLSE a hauteur de 98 % (Bontemps, 2013). Cette molécule constitue une option
précieuse pour le traitement des IU causées par I’ensemble des entérobactéries Sécrétrices de
BLSE (Brahimi, 2013). Elle garde une bonne activité malgré sa forte recommandation dans
le traitement des cystites aigues non compliquées en raison de sa faible prescription (Rabaud
et May, 2000). Cette molécule ne pouvait pas étre utilisée en cas de pyélonéphrite et au aussi
en cas d’utilisation plus large, la stabilité des résistances a son égard devra étre veérifiée

prospectivement (Clerc et al., 2012).
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Tableaux 25 : Comparaison du pourcentage de résistance des BLSE a la fosfomycine avec
d’autres études.

Auteurs Lieux et période Résistance a la
Fosfomycine

Allali et Sarf, 2015 Maroc (2004-2014) 9%
Ebongue et al., 2015 Caméroun (2005-2012) 13,4 %
EL Bouamri et al., 2012 Maroc (2008-2012) 13%
A.Ben Haj Khalifa et al Tunisie (2009) 17,5%
(2012)

Romli et al., 2011 Maroc (2010) 20%
Hailadji et al., 2016 Maurétanie (2014) 21 2%

% Carbapénémes

D’aprés des études réalisées aux laboratoires microbiologiques, les carbapénemes
possedent le plus souvent une trés bonne activité contre les E-BLSE (Vora et Auckenthaler,
2009). Des études realisées au Maroc par Lahlou et al (2006-2008) et Romli et al (2010)
témoignent que les EBLSE uropathogenes isolées ont été sensibles a 100% aux
carbapénémes. Ces dernieres constituent les molécules de choix pour le traitement de ces
EBLSE. Cependant avec leur utilisation dans le temps, des souches d’EBLSE de sensibilité
diminuée aux carbapénemes ont eté émergées notamment a I’értapénéme. Ceci a été objectivé
dans deux études réalisées au Maroc par M. Ahmed Ameziane en 2015 et M.C. EL Bouamri
et al (2008-2012) qui ont enregistré des taux de résistance aux carbapénémes de I’ordre de
5,4% et de 10% respectivement. Cette baisse de la sensibilité pourrait étre le témoin de
I’émergence de souches associant BLSE et imperméabilité membranaire (associée a une perte
de porine de la membrane et/ou une expression de pompe efflux) ou bien production de BLSE
et de carbapénememases montrant ainsi un phénotype de « panrésistance » aux béta-
lactamines. De ce fait, L'utilisation rationnelle des carbapénemes est essentielle car ils
représentent la derniéere méthode de traitement des infections par les bacilles Gram négatifs
producteurs de BLSE (Rodriguez-Villabos, 2006 ; Djahida, 2011).
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Résultat et discussion

Tableaux 26 : Comparaison des pourcentages de résistances des BLSE aux carbapénemes

avec d’autres études.

Auteurs Lieux et période Résistance a I’imipénéme
Ebongue et al., 2015 Cameroun (2005-2012) 1,3%

EL Bouamri et al., 2012 Maroc (2008-2012) 10%

Ben Haj Khalifa et al., 2012 | Tunisie (2009) 0%

Romli et al., 2011 Maroc (2010) 0%

Foulal, 2013 Maroc (2012) 3,44%
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Conclusion

Conclusion :

Les entérobactéries produisant des béta-lactamases a spectre étendu causant des
infections des voies urinaires (BLSE-UTI) sont de plus en plus fréquentes et représentent un
fardeau majeur pour les soins de santé et peuvent méme conduire dans de nombreux cas a des

impasses thérapeutiques du fait de leur multi-résistance aux antibiotiques.

Les béta lactamases a spectre élargi engendrent une résistance a la majorité des béta
lactamines. Par ailleurs, des résistances a d’autres classes d’antibiotiques utilisée en thérapie
humaine coexistent fréqguemment ce qui limite les options thérapeutiques et entraine les

retards dans le traitement adapté a I’infection.

Les études de I’antibiorésistances des E-BLSE isolées des urines ont mis en évidence des
niveaux de corésistance elevée pour la ciprofloxacine, la gentamicine, sulfaméthoxazole-

triméthoprime. L’imipénéme et I’ Amikacine €taient les agents les plus actifs.

L’émergence et la dissémination aussi bien en milieu hospitalier qu’en communautaire
des entérobactéries multi résistantes constitue un énorme probleme de santé publique (risque
accru d’échec thérapeutique, cout de santé plus importante en raison d’hospitalisation longue,

recours a des ATB plus chers ...).

La propagation des E-BLSE uropathogénes augmente au niveau local, national et

international et leur prévalence différe d’une région a une autre.

Dans le but de limiter la diffusion des souches productrices de BLSE et de diminuer leur

prévalence, il convient de procéder a :
L’hygi¢ne des mains et I’application des autres mesures d’hygiéne hospitaliéres
Un dépistage approprié des BLSE et isolement des patients infectés et/ou porteurs.

Un niveau adéquat du personnel infirmier en particulier dans les unités des soins

intensifs.

L’utilisation rationnelle des antibiotiques dans tous les secteurs pour minimiser la

pression de sélection pour les bactéries résistantes.

La maitrise de la prescription antibiotique qui ne pourra étre assurée que par 1’évaluation

et le controle des molécules d’antibiotiques choisies dans le traitement probabiliste par une
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documentation systématique des infections (étude cytobactériologique suivi d’un

antibiogramme).

Eviter I'usage abusif des carbapénémes pour le traitement des infections urinaires a
entérobactéries sécrétrices de BLSE et trouver des agents alternatifs afin de ne pas favoriser la
diffusion des souches productrices de carbapénémases.

La surveillance de I’antibiorésistance doit étre réguliere et généralisée aussi bien en
milieu hospitalier qu’en milieu communautaire afin d’adapter les schémas thérapeutiques et

prophylactiques selon les données locales.

Dans les pays en voie de développement I’imipenéme reste 1’antibiotique de choix pour

traiter les infections urinaires.
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Résumé

Les infections urinaires a entérobactéries productrices de B-lactamase a spectre élargi
(E-BLSE) constituent un risque infectieux croissant en santé public et peuvent conduire a des
impasses thérapeutiques. L’objectif de cette étude est de faire une étude comparative sur les
caracteristiques épidémiologiques des entérobactéries uropathogenes sécrétrices de BLSE au
niveau local, national et international, de déterminer la prévalence de ces E-BLSE
uropathogénes et d’étudier leurs co-résistances avec les autres familles d'antibiotiques afin de
faire une modification du profil thérapeutique de ces souches en fonction des données locales.
Les méthodes conventionnelles d’isolement et d’identification de la bactériologie ont été
utilisées. La sensibilité aux antibiotiques est réalisée d’habitude par antibiogramme standard

selon les recommandations du CLSI en Algérie.

La prévalence des E-BLSE isolées a partir des urines est en augmentation et difféere a
I’échelle locale, nationale et internationale. Escherichia coli était ’espéce dominante parmi
les entérobactéries uropathogeénes productrices de BLSE. Cependant, au sein de la méme
espece, Klebsiella pneumoniae est la plus productrice de BLSE. Ces bactéries ont été
retrouvées beaucoup plus chez les personnes agées (plus de 55ans) présentant des facteurs de
risques. L'étude de l'antibiorésistance de ces E-BLSE a mis en évidence un taux de co-
résistance trés elevé pour la ciprofloxacine, la gentamicine et sulfamethoxazole-
triméthoprime, par contre l'imipenéme et 1’amikacine restent les antibiotiques les plus actives
sur ces E-BLSE. L'émergence des E- BLSE uropathogénes limite les options thérapeutiques et
constitue une menace de santé majeure. Des mesures strictes en hygiéne et une surveillance
réguliére des résistances aux antibiotiques doivent étre requises pour contribuer a la réduction

de la diffusion de ces bacilles multirésistants.

Mots clés : ECBU, infection urinaire, BLSE, multi-résistance, entérobactéries uropathogenes,

la résistance aux antibiotiques.
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Abstract :

Extended-spectrump-lactamase-producingenterobacteriaceae  (ESBL-E)  urinary  tract
infections constitute a growing infectious risk in public health and can lead to therapeutic
impasses.

The objective of this work is to carry out a comparative study on epidemiological
characteristics of uropathogenic ESBL-secreting Enterobacteriaceae at local, national and
international levels, to determine the prevalence of these uropathogenic ESBL-E and to study
their co-resistance with other families of antibiotics in order to modify the therapeutic profile
of these strains according to local data. Conventional methods of isolation and identification
of bacteriology were used. Sensitivity to antibiotics is usually carried out by standard

antibiogram according to the recommendations of the CLSI in Algeria.

The prevalence of ESBL-E isolated from urine is increasing and differs in local, national and
international contexts. Escherichia coli was the dominant species among uropathogenic
ESBL-producing Enterobacteriaceae. However, within the same species, Klebsiella
pneumoniae is the most ESBL producer. These bacteria have been found much more in the
elderly (over 55 years old) with risk factors. The study of the antibiotic resistance of these E-
ESBLs revealed a very high rate of co-resistance for ciprofloxacin, gentamicin and
sulfamethoxazole-trimethoprim. On the other hand, imipenem and amikacin remain the most
active antibiotics on these E-ESBLs. The emergence of uropathogenic ESBLs limits treatment
options and constitutes a major health threat. Strict hygiene measures and regular monitoring
of antibiotic resistance should be required to help reduce the spread of these multidrug

resistant bacilli.

Keywords:  Urinary  Tract Infection, ESBL, multiresistance, uropathogenic
Enterobacteriaceae, Antibiotic resistance.
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