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Introduction

Au cours de ces dix dernieres années, les bactéries a Gram négatif
multirésistantes sont devenues un probleme majeur de santé publique. Depuis
les années 2000, nous assistons en Afrique et dans le monde a une augmentation
constante de la prévalence des entérobactéries résistantes aux céphalosporines de
troisieme génération (CSP Il1I) et aux monobactams. Les entérobactéries
sécrétrices de béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) contribuent fortement a
I’émergence de la résistance [49]. Ces enzymes, décrites pour la premiere fois en
1983 en Allemagne a partir de souches de Klebsiella pneumoniae et de Serratia
marcescens [54], ont été rapportées a travers le monde et s’étendent a différentes
especes d’entérobactéries [7].

Les BLSE sont des enzymes transférables a médiation plasmidique qui
inactivent les oxyimino-p-lactamines (céfotaxime, ceftazidime, aztréonam) [36,
19, 31, 74]. Les infections nosocomiales, causées par les entérobactéries
pourvues de ces enzymes, posent un véritable probléme thérapeutique du fait de
la résistance et du choix limité des molécules d’antibiotiques disponibles sur le
marché [53].

Les entérobactéries secretrices de BLSE ont été associ€es a I’expansion des
infections nosocomiales conduisant a une hospitalisation prolongée, une
augmentation de la morbidité et de la mortalité et par conséquent a des codts
éleveés de prise en charge sanitaire [56, 67].

A notre connaissance, peu de données permettent de définir I’ampleur de ce
phénomene au Sénégal, tant au niveau hospitalier que communautaire. C’est
dans ce contexte que cette étude rétrospective sur 1’épidémiologie des souches
d’entérobactéries sécrétrices de BLSE isolées au laboratoire de Bactériologie du
CHNU A. Le Dantec a été effectuée entre 2011 et 2013.

Ainsi, cette etude aura comme objectifs :




- de déterminer les prévalences de ces entérobactéries sécrétrices de BLSE
au cours de ces trois derniéres années ;
- d’évaluer leur distribution en fonction de I’age, du sexe, des produits
pathologiques, des services d’accueil ou d’hospitalisation ;
- d’établir leur profil de sensibilite par rapport a diverses familles
d’antibiotiques.
La premiere partie de notre travail sera consacree a des rappels relatifs aux
entérobactéries, aux B-lactamines et la résistance bactérienne.
La seconde partie abordera la méthodologie utilisée et la discussion des

résultats obtenus avant de conclure par des recommandations.

-



Premiere partie : Rappels bibliographiques

Chapitre | : Généralités sur les entérobactéries

I.1. Définition [4]

La famille des Enterobacteriaceae est constituée de genres bactériens qui
sont rassemblées en raison de caracteres bacteriologiques communs :

- ce sont des bacilles a Gram négatif dont les dimensions varient de 2 a
3um de long sur 0,6um de large ;

- immobiles ou mobiles par une ciliature péritriche ;

- se développent en aéro-anaérobiose ;

- facilement cultivables ;

- acidifient le glucose par voie fermentative avec souvent production de
gaz,

- réduisent les nitrates en nitrites ;

- dépourvues de cytochrome oxydase.

Le nom d’enterobactéries avait été donné a cette famille car la majorité des
membres qui la composent sont des hotes du tube digestif, mais il existe d’autres
localisations dont le sol, les végétaux.

1.2. Classification

Une centaine d’espece d’Enterobacteriaceae sont individualisées, mais 23
d’entre elles représentent 90% des souches isolées en clinique [4].

Dans le “Bergey’s manual of determinative bacteriology”, les
entérobactéries sont classées en 5 (cing) tribus :

- Tribu | : Escherichiae,
- Tribu Il : Klebsiellae,
- Tribu Il : Proteae,

- Tribu IV : Yersiniae,

B



Tribu V : Erwiniae (découverte récente).

Ces tribus des Enterobacteriaceae sont classées selon leur co
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leurs caracteres différentiels (Tableau I) [35].
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Tableau 1. Composition et caractéres différentiels des tribus des Enterobacteriaceae [35].

Escherichiae Klebsiellae Proteae Yersiniae
Genres faisant partie | Escherichia Klebsiella Proteus Yersinia
de la tribu Shigella Enterobacter Morganella

Salmonella (Hafnia*)Serratia Providencia

Citrobacter

(Levinea*)Edwarsiella
Nouveau genre Kluyvera Cedecea Tatumella
rattaché
TDA - - + -
Uréase - d d +(c)
Voges Proskauer a - dd -(b) d -d
37°C 22°C
Mobilité a 37°C D d +(b) +a22°C
Sensibilité a la +(a) d -(b) d
colistine

a = sauf Edwarsiella b = sauf ¢ = sauf Y. ruckeri

Tatumella

d= différent suivant les genres ou les espéces

* = synonymes




Ces différentes tribus peuvent étre subdivisées en genres ou en sous-genres,

en especes, en sérogroupes, en serotypes.

1.2.1. La tribu des Escherichiae
Cette tribu comprend cinq genres principaux, a savoir les genres
Escherichia, Shigella, Salmonella, Citrobacter et Edwarsiella.
Le genre Kluyvera qui posséde les caractéres biochimiques de définition de cette

tribu y est rattaché.

1.2.1.1. Le genre Escherichia
Ce genre ne comporte qu’une seule espece E. coli intéressante en
bactériologie médicale et qui est 1’espéce la plus fréquemment isolée au

laboratoire de bactériologie.

1.2.1.2. Le genre Shigella
Ce genre comprend quatre especes correspondant a 4 sérogroupes A, B, C,
D pouvant comporter un ou plusieurs serotypes : groupe A = S. dysenteriae avec
dix sérotypes ; groupe B = S. flexneri avec six sérotypes ; groupe C = S. boydii

avec quinze serotypes et groupe D = S. sonnei avec un seul sérotypes.

1.2.1.3. Le genre Salmonella
11 s’agit d’un trés vaste groupe bactérien comportant plus de 2000 espéces.
Ce genre est divisé en cing sous-genres, le sous-genre 1 étant celui isolé le plus
souvent chez I’homme, les autres étant retrouvés chez les animaux a sang froid.
Du point de vue medical, il convient de distinguer deux grands groupes chez les
salmonelles : les salmonelles majeures, agents de la fievre typhoide et des

fievres paratyphoides (S. typhi, S. paratyphi A, S. paratyphi B, S. paratyphi C) et

-



tous les sérotypes « mineurs» responsables d’intoxications alimentaires, de

gastro-entérites ou d’infection septicémique de type opportuniste.

1.2.1.4. Le genre Citrobacter
Ce genre est composé de trois especes : C. freundii, C. amalonaticus, C.
diversus.
1.2.1.5. Le genre Edwarsiella
Ce genre ne comporte qu’une seule espece en bactériologie médicale : E.
tarda.
1.2.1.6. Le genre Kluyvera
Il s’agit d’un genre de création récente. Il existerait au moins trois especes
dont deux ont actuellement une dénomination précise : K. ascorbata et K.

crycrescens.

1.2.2. La tribu des Klebsiellae

Cette tribu comporte trois genres : Klebsiella, Enterobacter et Serratia.

1.2.2.1. Le genre Klebsiella
Ce genre est composé de sept especes selon la classification de David A.
Bruckner et Paul Colonna en 1995 dont : K. ornithinolytica synonyme de K.
oxytoca ornithine positive, K. oxytoca, K. ozaenae, K. planticola, K.

pneumoniae, K. rhinoscleromatis et K. terrigena.

1.2.2.2. Le genre Enterobacter
Il est composé de six especes : E. cloacae, E. aerogenes, E. hafniae, E.

agglomerans, E. gergoviae, E. sakazakii.

-



1.2.2.3. Le genre Serratia
Il est composé de cing espéeces : S. marcescens, S. liquefaciens, S. rubidea,

S. plymuthica, S. odorifera.

1.2.3. La tribu des Proteae
Elle comporte actuellement trois genres regroupant six especes :
- Proteus : P. mirabilis, P. vulgaris, P. alcalifaciens.
- Providencia: P. stuartii, P. rettgeri.

- Morganella : M. morganii.

1.2.4. La tribu des Yersiniae
Elle comporte sept especes : Y. pestis, Y. ruckerii, Y. pseudotuberculosis, Y.

enterocolitica, Y. intermedia, Y. fredericksenii, Y. kristensenii.

1.3. Habitat et pouvoir pathogene [4, 35].

Les bactéries de la famille des Enterobacteriaceae sont pour la plupart des
hotes normaux de D’intestin de 1’homme et des animaux. Ces bactéries
représentent la majorité de la flore intestinale aéro-anaérobie. Chez 1’homme,
I’entérobactérie prédominante est E. coli. Parmi les nombreuses especes
d’entérobactéries, certaines sont trouvées dans I’environnement, d’autres chez
les végetaux. Il en est qui ont un pouvoir phytopathogene.

Parmi les espéces qui peuvent étre isolées chez 1’homme, certaines (Shigella)
sont constamment pathogenes. D’autres espéces se comportent comme des
pathogénes opportunistes responsables d’infection chez les malades fragilisés
(Klebsiella). Leur identification constitue une part importante du travail du

laboratoire de bactériologie.

-



I.4. Caracteres culturaux [4]
Les Enterobacteriaceae se développent bien dans un bouillon ou sur une
gélose incubés 18h a 37°C. Sur gélose, on peut obtenir différentes formes :

- Les formes S “smooth” sont 1’aspect habituel au sortir de 1’organisme. Les
colonies sont lisses, brillantes, bombées et humides, elles ont 2 a 4 mm de
diameétre.

- Les formes R “rough” s’observent surtout avec les souches ayant subi
plusieurs repiquages. Les colonies sont rugueuses, séches, a contours
irréguliers et de teinte mate.

En bouillon, les formes R donnent un aspect grumeleux.
Les colonies muqueuses sont habituelles avec les Klebsiella. Leur diametre peut
dépasser 10mm, elles ont une tendance a la confluence. On peut les rencontrer
aussi avec d’autres especes, notamment S. paratyphi B.
Les colonies naines s’observent avec les souches déficientes dans certaines de
leurs chaines métaboliques. Elles ne sont pas exceptionnelles chez E. coli isolé

d’infections urinaires.

1.5. Caracteres antigéeniques [4]

L’identification des Enterobacteriaceae se fait par 1’étude des caracteres
biochimiques. La détermination du sérotype ne peut étre entreprise que pour des
souches dont I’identification est certaine. Toute autre fagon de faire ne peut
qu’entrainer des erreurs du fait d’agglutinations croisées non spécifiques.

- Les antigénes O
Ce sont des antigenes de paroi constitués de lipopolysaccharides (LPS) qui sont
thermostables et résistant a I’alcool ou a I’acide.
Les réactions d’agglutination Se produisent lentement et sont constituées

d’agglutinats granulaires, difficilement dissociables par agitation.




La spécificité O est perdue par les souches R qui sont auto-agglutinables en eau
distillée.

- Lesantigénes H
Ce sont des antigenes flagellaires qui ne sont présents que chez les souches
mobiles. Constitués d’une protéine, la flagelline, ils sont thermostables et
inactivés par 1’alcool.
Les reactions d’agglutination se produisent rapidement et sont constituées
d’agglutinats floconneux, facilement dissociables par agitation.

- Lesantigénes K
Ces antigénes capsulaires sont généralement constitués d’une couche externe
polysaccharidique. Parmi les antigenes K, se trouvent les antigenes L, A, B d’E.
coli et I’antigéne Vi de certaines Salmonella ou Citrobacter. Ces antigenes
peuvent rendre la souche qui les possede inagglutinable par les antisérums O. lls
sont détruits par une ébullition de 2 heures.
Les antigenes d’adhérence ou adhésines, de nature protéique, en relation avec la
présence de pili sont classés parmi les antigénes K (K88, K99).

- L’antigéne Kunin

Cet antigene commun des Enterobacteriaceae n’est pratiquement retrouvé que
dans cette famille et a un intérét taxonomique.
Des antisérums dirigés spécifiqguement contre chacun des antigenes bactériens
sont préparés en utilisant les méthodes de 1’absorption spécifique des anticorps
de Castelcani. Des anticorps qui se sont fixés sur I’antigéne bactérien
correspondant forment des agglutinats. Aprés centrifugation, il ne reste plus

dans le surnageant que des anticorps qui n’ont pas été en contact avec I’antigéne.

1.6. Caracteres biochimiques [35].
Il faut d’emblée souligner que 1’identification des Enterobacteriaceae est

d’abord basée sur des caractéres biochimiques complétés, pour certains genres




par la sérotypie. Celle-ci n’a de sens qu’une fois le genre ou I’espéce déterminée
car les communautés antigéniques inter-genre et inter-espece sont hombreuses
(Tableau II).
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Tableau I1. Caracteres biochimiques de quelques entérobactéries [35].

Salmonella | Citrobacter | C. diversus | Escherichia | Shigella | Klebsiella | Enterobacter | Serratia | P. vulgaris P. mirabilis | Morganella | P. rettgeri | Providencia Yersinia
Mobilité + + + + /- - - + + + + + + + +/-
Gaz en glucose + + + + - + + - + + + +/- +/- -
Lactose - +/x + +/x -1+ + +/x - - - - - - _
Test ONPG - + + + +/- + + + - - - - - T
H2S +0) +0) - - - - - - + + - - - -
Uréase - -(+) - - - +- - - + + + ¥ - I+
Ph.alamine DA - - - - - - - - + + + + + R
et TDA
Indole - - + + +/- -(+) - - + - T + n N
Citrate de +(-) + + - - +/- + + +/- +/- - n n B
Simmons
Mannitol + + + + +/- + + + - - - + +/- +/-
Saccharose - +/- +/- +/- - + + + + X +/- +/- +/- +/-
V.P - - - - - +(-) + + - - - - - -




+ = positif en 1 ou 2 jours; (+) = positif tardivement ; - = négatif ; DA
désaminase ; TDA = tryptophane désaminase ; V.P = Voges Proskauer ; x
tardivement et irrégulierement positif (fermentation due a des mutants) ; -(+)

en général négatif — exceptionnellement positif tard

-



Chapitre Il : Généralités sur les p-lactamines
11.1. Définition

Les B-lactamines constituent la plus vaste et la plus prolifiqgue famille

d’antibiotiques utilisés en[thérapeutique] Certains produits naturels sont obtenus

par fermentation de microorganismes des genres Penicillium (Pénicillines) et
Cephalosporium acremonium (Céphalosporines) mais aussi de nombreux
dérives hémisynthétiques ont été mis au point. Ces derniéres années, la famille
des B-lactamines s’est enrichi de nombreuses molécules particulierement dans le
groupe des céphalosporines. Cette croissance exponentielle constitue, avec la
structure spéciale des molécules de B-lactamines, une des caractéristiques de ces

antibiotiques.

11.2. Caractéristiques des p-lactamines

Les B-lactamines sont caractérisées par leur structure et leur mécanisme
d’action.

11.2.1. Structure (figures 1 et 2)

Les B-lactamines ont en commun le cycle B-lactame, support de 1’activité
antibactérienne dont I’ouverture conduit a des produits inactifs.
Les molécules de B-lactamines différent, dans le cas des dérivés classiques, par
la chaine latérale substituant : ’acide 6-amino-pénicillanique (6 A.P.A.) dans le
cas des pénicillines et 1’acide 7-amino-céphalosporanique (7 A.C.A.) pour les
cephalosporines [66].
Il existe des dériveés dits « non classiques » ayant un noyau central modifié mais

possédant une structure apparentée.
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Figure 1. Structures du cycle B-lactame et des dérivés aminés des B-lactamines [66].




pénams

7
COOH

carbapénems.

COCH

céphems.

Figure 2. Structures des différentes B-lactamines [66].

COOH

pénems.

4
COOH

oxapénams.

R7 —
7

4r—‘N R3
O

COCH

oxacéphems.




11.2.2. Mécanisme d’action des p-lactamines

Les B-lactamines appartiennent au groupe des antibiotiques actifs sur la
paroi bactérienne. Toutes les B-lactamines ont le méme mécanisme d’action :
elles agissent sur la synthese du peptidoglycane ou muréine, constituant de la
paroi des bactéries a Gram négatif et a Gram positif en inhibant la transpeptidase
qui joue le réle de régulateur dans la synthese de celle-ci [28].

L’action des B-lactamines est liée a la structure de la paroi bactérienne.
En régle générale, la paroi des bactéries a Gram positif se laisse pénétrer sans
difficulté par les B-lactamines, car le peptidoglycane ne s’oppose pas au passage
des molécules d’aussi petite taille. Cette regle ne s’applique pas aux bactéries a
Gram négatif a cause de la structure particuliére de la paroi de ces bactéries qui
ne laissent passer les f-lactamines qu’a travers les porines. Les porines sont des
protéines transmembranaires ayant la faculté de se regrouper pour former des
canaux, des pores remplis d’eau, permettant ainsi la diffusion a travers la
membrane de différents solutés hydrophiles.

Différents facteurs physico-chimiques peuvent influencer la pénétration des
B-lactamines a travers la paroi bactérienne :
- L’hydrophobicité de la molécule ;
- Lataille de la molécule ;
- La charge : les composés zwittérioniques (a double charge, négative et
positive : céfépime et imipeneme) diffusent beaucoup plus rapidement a travers
les porines que les composés ayant une charge unique : céfalotine, céfuroxime,
cefotaxime, ureidopeénicillines. Une charge négative nette (soit une charge
négative unique soit deux charges négatives et une charge positive) ralentit plus
fortement la diffusion a travers la porine (OpmF).
Cependant, les propriétés énoncées ci-dessus n’ont qu’une faible incidence sur
la diffusion des B-lactamines a travers les porines de Pseudomonas aeruginosa
[28].




11.3. Classification des p-lactamines [21, 65]

La famille des B-lactamines se compose de quatre groupes de molécules :
les pénames, les pénemes, les céphémes et les monobactames. On doit ajouter
les inhibiteurs des [-lactamases dont certains sont inclus dans ces quatre
groupes. La structure de base des B-lactamines est le noyau azétidinone qui
contient la structure carbonyle lactame, indispensable a I’activité des molécules.
Sur cette structure, est fixé un cycle penta-atomique saturé (péname), insaturé
(pénéme) ou hexa-atomique (céphemes).

Le noyau azétidinone seul peut étre substitué ; en fonction des substituants de
I’atome d’azote, on distingue : les monophosphatames et d’autres hétérocycles.
Actuellement, du fait de la complexité de ce groupe, il est denommé
monolactame.
Les pénames composes par :

e Les pénicillines :

- Peéni G (pénicilline G, extencilline)

- Péni A (ampicilline, amoxicilline)

- Peni M (oxacilline, méticilline) : résiste a la pénicillinase des

staphylocoques

- Carboxypeénicillines (carbénicilline, ticarcilline)

- Ureidopénicillines (pipéracilline, mezlocilline)

- Amidinopeénicillines (pivmécillinam, mécillinam)

- Les Méthoxy-pénames (témocilline)

- Les Oxapenames (acide clavulanique)

- Les Carbapenames.
Les pénémes composés par :

o Les carbapénémes : imipéneme, méropéneme

e Sulfopénemes

.



Oxapénemes

Les céphémes comprenant :

Les céphalosporines avec quatre générations :
1% génération : céfalotine, céfazoline

2°™ génération : céfuroxime, céfamandole

3°™ génération : céfotaxime, ceftriaxone, ceftazidime
4™ génération : céfépime, cefpirome

Les oxacéphémes : lamoxactam

Les céphamycines : céfotétan

Les carbacéphémes

Les monobactames comprenant :

Les monobactames : aztréonam
Les nocardicines

Les monophosphames

Les monocarbames

Les monosulfactames

11.3.1. Les pénicillines (pénames) [63]

different par la nature de leur chaine latérale.

- Pénicilline G

Elles possedent un cycle thiazolidine accolé au noyau B-lactame. Elles

C’est la premiére pénicilline découverte par Fleming. Elle est produite par

Penicillium notatum.Elle est active sur les cocci (a exception des staphylocoques

dont la grande majorité produit maintenant une pénicillinase), la plupart des

bacilles a Gram positif, les anaérabies.

- Pénicilline M

.



La méticilline fut le premier dérivé de la pénicilline capable de résister a la
pénicillinase du staphylocoque. On peut citer également 1’oxacilline et la
cloxacilline. Ces produits ne sont indiqués que pour le traitement des infections
a staphylocoques sensibles a la méticilline (méti-S), car ils sont souvent moins
actifs que la penicilline G sur les autres bacteries. Le pourcentage de
staphylocoques résistants a la méticilline (méti-R) est important en milieu
hospitalier
- Aminopénicillines (pénicillines A)

Leur spectre d’activité est élargi, par rapport a la pénicilline G, vers
certains bacilles a Gram négatif (H. influenzae, E. coli, P. mirabilis, Salmonella,
Shigella), mais elles restent sensibles aux [-lactamases souvent présentes chez
ces bactéries. Dans ce groupe, on peut citer I’ampicilline et ’amoxicilline.

- Carboxypenicillines

Elles ont un spectre plus étendu que celui des aminopénicillines, vers les
bacilles @ Gram négatif. Elles peuvent en particulier agir sur P. aeruginosa.
Elles restent sensibles aux pénicillinases, mais sont moins sensibles aux
céphalosporinases. La premiere molécule de ce type fut la carbénicilline,
remplacée maintenant par la ticarcilline. On 1’utilise surtout pour le traitement
des infections a P.aeruginosa.

- Ureidopénicillines

Elles comprennent principalement la mezlocilline et la pipéracilline. Leur
spectre est assez proche de celui des carboxypénicillines. La pipéracilline a une
bonne activité sur P.aeruginosa. Les ureidopeénicillines conservent une bonne
activité sur les entérocoques.

- Amidinopénicillines

Elles comprennent le mécillinam et le pivmécillinam. Ces produits sont

actifs sur certaines entérobactéries et ne sont utilisés que dans les infections

urinaires.

.



- Inhibiteurs des B-lactamases

Des molécules ayant une structure de pénicilline (mais dépourvues
d’activité antibiotique significative) ont la propriété de se lier a certaines B-
lactamases (surtout plasmatiques) et de les inhiber de maniere irréversible. Leur
association a des penicillines permet de restaurer I’activité de ces derniéres vis-
a-vis de bactéries produisant ces B-lactamases (S. aureus, H. influenzae, N.
gonorrhoeae, M. catarrhalis et diverses entérobactéries). Les inhibiteurs
commercialisés sont: 1’acide clavulanique (associé a 1’amoxicilline ou la
ticarcilline), le sulbactam (seul ou associé a 1’ampicilline), le tazobactam

(associé a la pipéracilline).

11.3.2. Les pénemes

- Carbapénemes

Dans ce groupe, seul I’'imipénéme est commercialis€¢ en France. C’est un
dérive de la thienamycine. Il est associé a la cilastatine pour prévenir sa
degradation au niveau du rein. L’imipénéme est tres actif sur un grand nombre
d’espéces bactériennes a Gram positif et a Gram négatif. L’ imipénéme est
résistant a la plupart des B-lactamases, y compris les B-lactamases a spectre
élargi. Des résistances acquises sont apparues chez P.aeruginosa. De trés rares
souches d’entérobactéries et d’Acinetobacter capables de dégrader 1I’imipénéme

ont été décrites.

11.3.3. Céphalosporines (céphémes)

Les céphalosporines sont constituées d’un noyau B-lactame associé a un
noyau de dihydrothiazine. Elles résistent a la pénicillinase des staphylocoques
comme les pénicillines M, mais sont inactives sur les souches méti-R. Elles
peuvent agir sur les bacilles a Gram négatif a des degrés divers.

Les céphalosporines peuvent étre classées de plusieurs maniéres :

-



- Classification de Wise ;

- Classification d’O’Callaghan ;
- Classification en génerations.
Cette derniere classification est la plus courante. Une classification qui était
basée sur la CMI.

Ainsi, on distingue :

Les céphalosporines de 1% génération (comme la céfalotine) ont un niveau
d’activité assez limité vis-a-vis des bacilles a Gram négatif, en raison de leur
sensibilité aux céphalosporinases. Elles sont caractérisees par une CMI
relativement basse (1 _10 mg/l de sang).
2éme

3éme

et surtout de

2éme

Les céphalosporines de génération sont beaucoup

plus actives. Parmi les céphalosporines de géneration, on peut citer la
céfamandole et la céfuroxime ainsi que deux molécules classées parmi les
cephamycines : la céfoxitine et le céfotétan. Ces deux dernieres ont une bonne
activité sur B. fragilis et sont résistantes aux P-lactamases a spectre élargi. Le
céfotétan est classé par certains parmi les céphalosporines de 3°™ génération.
Leur CMI est plus basse que celle des céphalosporines de 1% génération (0,25
mg - 4 mg/l de sang).

Parmi les céphalosporines de 3*™ génération, on peut citer le céfotaxime, la
ceftazidime et la ceftriaxone. Ces molécules sont, comme les pénicillines, tres
actives sur les Neisseria, les streptocoques et les pneumocoques, S. aureus que
les céphalosporines de 1°° génération. Leur résistance a la plupart des pB-
lactamases leur permet d’étre treés actives sur de nombreuses especes de bacilles
a Gram négatif (notamment H. influenzae et la plupart des entérobactéries). Vis-
a-vis de P.aeruginosa, la ceftazidime est la seule active, avec la cefsulodine
(céphalosporine qui n’est utilisée que dans cette indication). Les céphalosporines
de 3™ génération sont peu actives sur Acinetobacter, inactives sur

Stenotrophomonas et sur les bactéries hyperproductrices de céphalosporinases

e



(céphalosporinases déréprimées, observées notamment chez Enterobacter,
Citrobacter, Serratia, P.aeruginosa). Elles sont caractérisées par une CMI
encore plus basse que celle des céphalosporines de 2°™ et de 1% génération.
Cette CMI est comprise entre 0,001 mg a 1 mg/l de sang.

Les céphalosporines les plus récentes, dites parfois de 4°™ génération
(céfepime, cefpirome) se montrent plus actives vis-a-vis des souches
hyperproductrices de céphalosporinases. Mais toutes les céphalosporines de 3°™
génération sont inactivées a des degrés divers par les B-lactamases a spectre

élargi (produites surtout par certaines souches de K.pneumoniae).

11.3.4. Les monobactames
L’aztréonam a une activité¢ sur les bacilles a Gram négatif comparable a
celle des céphalosporines de 3°™ génération, mais elle est inactive sur les

bactéries a Gram positif et les anaérobies.

-



Chapitre 111 : La résistance bactérienne aux p-lactamines

I11.1. Définitions de la résistance bactérienne

Plusieurs définitions de la résistance des bactéries aux antibiotiques ont été
retenues. Selon certains auteurs :
- Une souche est dite «reésistante » lorsqu’elle supporte une concentration
d’antibiotique, notamment plus élevée que celle qui inhibe le développement de
la majorité des autres souches de la méme espece.
- Une souche est dite «résistante » lorsque la concentration d’antibiotique
qu’elle est capable de supporter est notamment plus élevée que la concentration
pouvant étre atteinte in vivo.
- Une bactérie résiste a un antibiotique lorsqu’une modification de son capital
geénétique lui  permet de croitre en présence d’une concentration
significativement plus élevee de cet antibiotique [21].

Il existe plusieurs types de résistance bactérienne aux antibiotiques.

I11.2. Les differents types de résistance
111.2.1. Résistance naturelle [71]

La résistance naturelle ou « intrinseque » correspond a la résistance de
toutes les souches d’une méme espece ou d’un méme genre a un antibiotique. Le
mécanisme de cette résistance est variable mais son support génétique est
généralement chromosomique. La résistance naturelle fait partie du patrimoine
génétique habituel de 1’espéce. Elle est toujours transmissible a la descendance
(transmission verticale) alors que la transmission horizontale est trés rare ou
inexistante. La résistance naturelle détermine les phénotypes « sauvages » des
especes bactériennes vis-a-vis des antibiotiques.

On peut citer les résistances naturelles des entérobactéries aux -lactamines

(pénicilline G, ampicillines et céphalosporines).
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111.2.2. Résistance acquise [20]

La résistance acquise correspond a 1’acquisition d’une résistance a un
antibiotique par une souche normalement sensible. Elle n’apparait que chez
quelques souches d’une espece donnée normalement sensible, a I’inverse de la
résistance naturelle qui est caractéristique de I’espéce.

La résistance acquise est évolutive, elle varie en fonction du temps, de la
localisation (épidémie), de I’utilisation des antibiotiques.

L’acquisition de la résistance peut étre liée a un apport plasmidique ou a une
mutation chromosomique.

Cette résistance acquise observeé in vitro et in vivo pour la plupart des bactéries a
des antibiotiques rend nécessaire 1’é¢tude de la sensibilit¢ des bactéries au

laboratoire.

111.2.3. Résistance clinique [58, 69]
Elle se traduit par I’échec thérapeutique. Plusieurs facteurs entrent en cause

dans ce type de résistance :

Facteurs environnementaux (cations, protéines inhibitrices...) ;

La pharmacocinétique ;

Le choix judicieux de ’antibiotique ;

Les mécanismes développés par les bacteries.
C’est le terme ultime de I’expression de la résistance, c’est celle qui compte

réellement et c’est elle qui convient d’éviter.

111.3. Support génétique de la résistance [62]
La cellule bacterienne contient un matériel génetique double :
- Un chromosome, représentant le noyau de la cellule bactérienne, il est

indispensable a la vie de la bactérie. Ce chromosome est constitué par un long

-



filament d’ADN pelotonné et qui porte un grand nombre d’informations
génétiques ;

- La bactérie peut contenir, dans son cytoplasme, un ou plusieurs plasmides.
Les plasmides sont des molécules d’ADN bicaténaires circulaires,
extrachromosomiques, douées de réplication autonome et qui sont transmises de
facon stable au cours des générations. En général, les plasmides naturels des
procaryotes ne sont pas indispensables a la vie de la bactérie hote.

Le mécanisme de résistance aux antibiotiques est fonction d’une information
portée par le code génétique.

La résistance peut étre codée :

- Par le chromosome bacterien ; elle est dite chromosomique ;

- Ou par le plasmide ; elle est dite plasmidique [27].

111.3.1. Résistance chromosomique par mutation

L’acquisition de la résistance est due a la mutation d’un gene
chromosomique.

La mutation correspond a une addition, une délétion ou une substitution de
bases dont la conséquence est une erreur de lecture du code génétique. Cette
modification entraine une résistance en :

- Rendant la cellule imperméable a ces antibiotiques ;

- Rendant les cibles pariétales (protéines de liaison a la pénicilline par exemple)
ou intracellulaires (ADN gyrase, ARN polymérase, ribosomes), spécifiques de
ces antibiotiques, indifférentes a la présence du ou des antibiotiques ;

- Codant pour la synthése d’enzymes inactivantes.

La mutation peut intervenir sur un ou plusieurs loci.

Ce type de résistance est un phénomene :

- spontané,

- rare (la fréquence des mutations dans une population donnée est 10° & 10°),




- indépendant de I’antibiotique qui n’agit qu’en tant qu’agent sélecteur en
éliminant les populations sensibles,

- spécifique,

- héréditaire et stable (les fréquences de réversion sont équivalentes a celles des

mutations) mais non transmissible en dehors de progeénie.

111.3.2. Résistance par acquisition de gene

L’acquisition d’une information génétique sous forme de plasmide entraine
la synthese de protéines nouvelles par la bactérie réceptrice. Celle-ci
initialement sensible devient résistante a un ou plusieurs antibiotiques. La
résistance peut alors étre due a :

- 1’altération de la cible de I’antibiotique,

- la modification du transport de I’antibiotique (diminution de I’import actif ou
mis en ceuvre d’un export actif),

- I’inactivation de la cible et

- la substitution de la cible de 1’antibiotique.

Les plasmides de résistance peuvent se retrouver au niveau du genome
bactérien. A I’inverse, on peut retrouver des transposons, initialement localisés
au niveau du chromosome, sur des plasmides :

Exemple : gene codant pour la pénicillinase SHV-1, d’abord naturellement
trouve sur le chromosome de Klebsiella pneumoniae et retrouvé ensuite sur des

plasmides chez des espéces variées d’entérobactéries [10].

111.3.3. Résistance par dérépression de géne
Le patrimoine génétique d’une bactérie peut naturellement renfermer un
géne codant pour la résistance a une ou plusieurs antibiotiques (B-lactamines,

quinolones, etc.) [27].




Ce gene est cependant non exprimé par suite d’un blocage par le produit du
gene répresseur en amont. Une mutation de gene réprimé ou ’action inductrice
de certains antibiotiques (B-lactamines) peuvent entrainer une dérépression de
géne de résistance et conduisant ainsi a la sélection de souches résistantes aux
molécules concernées.

Ce type de résistance est stable si une mutation est en cause, mais il
régressera avec un retour au phénotype initial a 1’arrét de 1’antibiothérapie si un

mécanisme d’induction eSt en cause.

I11.4. Mécanismes de résistance aux p-lactamines (Figure 3)

Les B-lactamines constituent la principale famille d’antibiotiques utilisée en
thérapeutique.

Ces molécules agissent en inhibant la synthese de la paroi bactérienne par
fixation sur les protéines de liaison a la penicilline (PLP) qui sont en fait des
enzymes (transpeptidase et carboxypeptidase) essentielles a la synthese du
peptidoglycane.

La résistance acquise des bactéries aux B-lactamines peut étre la conséquence de
trois mécanismes distincts :

- I’imperméabilité de la paroi bactérienne a 1’antibiotique ;

- D’inactivité de la molécule par une enzyme ouvrant le cycle lactamine ;

- la modification de I’affinité des PLP pour I’antibiotique.

La fréquence de ces mécanismes de résistance est differente [20] (Tableau IlI).

-
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Figure 3. Mécanismes de résistance aux -lactamines




Tableau I11. Mécanismes de résistance acquise des bactéries aux [3-lactamines [20].

Mécanismes

Bactéries & Gram positif

Bactéries a Gram négatif

- Production d’une B-lactamase
- Imperméabilité de la paroi

- Modification des PLP

+++

+++

++




I11.4.1. Résistance par production d’enzymes [44, 62, 2, 57, 1, 47,
48, 55]

La production d’enzymes capables d’inactiver les B-lactamines demeure le
mécanisme de résistance le plus largement distribué parmi les nombreuses
especes bactériennes.

Plusieurs types d’enzymes peuvent étre a 1’origine de I’inactivation de ces
antibiotiques. La production de B-lactamases s’est observée chez presque toutes

les especes bactériennes.

111.4.1.1. Les p-lactamases

Les B-lactamases sont des enzymes d’inactivation du cycle -lactame.

La découverte, dés 1940 d’extraits bruts de bacilles a Gram négatif (E. coli)
inactivant la benzylpénicilline montra 1’existence d’un mécanisme de résistance
par synthése de « pénicillinase ».

Le terme B-lactamase n’a €té proposé qu’en 1960. La découverte des B-
lactamases oblige a une identification de plus en plus précise permettant une
meilleure classification.

Plusieurs classifications de [3-lactamases ont été proposées [19, 55, 12, 26,
72] selon leurs propriétes physico-chimiques, la nature de leurs inhibiteurs, leur
localisation génétique (plasmide ou chromosome), leurs hétes habituels, la
séquence nucléotidique de leurs génes ou leurs compositions en acides amines,
leurs localisations bactériennes (exocellulaires ou périplasmiques), leurs
affinités pour différents substrats (B-lactamines). La classification la plus utilisée
est celle de Richmond et Sykes (Tableau 1V) [45].

La figure 4 [20, 45] reproduit une classification simple d’utilisation

pratique.




Il existe une autre classification des f-lactamases a large spectre déja connue,
modifiée par Payne et Amyes (Tableau V).
Schématiquement les [-lactamases peuvent étre individualisées en

pénicillinases et cephalosporinases.




Tableau IV. Classification de Richmond et Sykes des -lactamases des bactéries a Gram

négatif [45].
Médiation | Type | Classe | Inductibilité Activité Inhibée par | Principaux germes
référentielle
PCMB
Péni CSP | Claxa
Chr Case la I - +++ S R Enterobacter,
Citrobacter
Chr Case Ib C - + S R E. coli
Chr Case Ic I - ++ S R Proteus vulgaris
Chr Case Id I - + S R Pseudomonas
aeruginosa
Chr Pase I C ++ - S R Proteus mirabilis
P1 Case Il C +++ + S R Meédiation
plasmidique type
TEM
Chr Case v C + + S R Klebsiella species
P1 Pase \Y/ C ++ - S R Médiation
plasmidique type
OXZ, PSE




> Les pénicillinases :

Elles hydrolysent préferentiellement les pénicillines. Une faible action peut
étre observée avec les cephalosporines de premiere géneération.

Les genes codant pour les pénicillinases sont portés essentiellement par les
plasmides. Cependant, on trouve chez K. pneumoniae une enzyme de type
pénicillinase : SHV-1 dont le support géenétique est le chromosome.

Ces pénicillinases sont fabriquées en permanence par la bactérie en
I’absence de tout inducteur (constitutives) sauf celle de S. aureus.

Il existe une trés grande variété de pénicillinases : TEM, SHV, OXA, PSE
[7, 54, 44, 72].

Elles peuvent étre spécifiques a un genre ou largement distribuées.

L’enzyme de type TEM est retrouvée chez les entérobactéries, les
Haemophilus, les Neisseria, les Pasteurella, les Pseudomonas. Elle inactive les
aminopenicillines, les carboxypénicillines, les ureidopénicillines et les premiéres
céphalosporines.

P. aeruginosa produit les enzymes de type CARB, OXA, TEM [72, 7] qui
n’hydrolysent pas la ceftazidime, I’imipeneéme et la céfépime, contrairement aux
pénicillines, a la céfopérazone et la cefsullodine.

Depuis 1983, des B-lactamases a spectre trés large sont apparues [54] : ce
sont les B-lactamases a spectre élargi (BLSE). Elles inactivent entre autre les
céphalosporines de type oxyimino. La plupart de ces enzymes sont des mutants
de type TEM ou SHV avec des substitutions d’acides aminés proche du site
enzymatique, ce qui entraine une affinité et une hydrolyse augmentée propres
aux B-lactamines utilisées actuellement a I’hopital [22, 6]. Ces B-lactamases sont
retrouvees chez de nombreuses entérobactéries (Klebsiella, Escherichia,
Salmonella, Serratia) [11, 17]. On compte aujourd’hui un peu plus de 300

enzymes différentes.
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Reécemment sont apparues :

o des B-lactamases a spectre élargi non dérivées de type TEM ou de type SHV,
telles MEN-1, BIL-1, FEC-1[6].

¢ de nouvelles et rares enzymes telles que carbapénémases ou B-lactamases TRI
(“TEM Resistant Inhibitor™) [7].

Elles sont généralement chromosomiques et spécifiques d’une espéce.
Parfois présentes mais non exprimées, comme chez E. coli, elles peuvent
s’exprimer a bas niveau ou a haut niveau conduisant a des phénotypes de
résistance trés hétérogenes.

Le phénotype « céphalosporinases bas niveau » correspond généralement
aux souches sécrétant des enzymes qui hydrolysent les P-lactamines a
I’exception de I’'imipenéme et du mécillinam.

On retrouve ce phénotype essentiellement chez certaines entérobactéries
(Serratia, Enterobacter, Morganella) et chez les Pseudomonas.

Pour que la bactérie puisse produire des B-lactamases inductibles il faut
qu’elle soit en présence d’un inducteur, qui est trés souvent une B-lactamine
[28]. 1l existe cependant des inducteurs non spécifiques, qui ne sont pas des 3-
lactamines (acides aminés, certains alcools, vitamines, etc.).

Les céphalosporines inductibles sont rencontrées habituellement chez
certaines entérobactéries, telles qu’E.cloacae, H. alvei, S. marcescens, S.
liquefaciens, C. freundii, M. morganii, P. rettgeri, Acinetobacter ainsi que
d’autres bacilles a Gram négatif comme P. aeruginosa.

L’autre moyen de produire plus d’enzymes serait la sélection de mutants.
La mutation se traduit par la production constitutive d’une quantit¢ 100 a 5000

fois plus importante que le phénotype « céphalosporinases bas niveau ».




Ont été décrites comme mutants déréprimeés des especes telles que : E. coli,
E. aerogenes, C. freundii, Serratia spp, P. aeruginosa. Cette céphalosporinase
n’est pas sensible aux inhibiteurs de -lactamases.
Des céphalosporinases a spectre élargi sont actuellement décrites. Ce sont
les céphamycinases: CMY-1, CMY-2, MIR-1, MOX-1. Il s’agit de B-
lactamases initialement chromosomiques chez E. cloacae, C. freundii.
Selon I’enzyme intervenant et la souche, 1’expression de la résistance sera
variable.
111.4.1.2. Les estérases
Ces enzymes coupent la chaine latérale des ceéphalosporines les rendant
inactives.
111.4.1.3. Les amidases
Elles hydrolysent la chaine latérale des B-lactamines et libérent I’acide
amino-7 céphalosporanique dans le cas de céphalosporines et 1’acide amino-6

pénicillanique dans le cas des peénicillines.
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BACTERIES A GRAM POSITIF

A

BACTERIES A GRAM NEGATIF

PLASMIDIQUES

/\.

PLASMIDIQUES CHROMOSOMIQUES
Inductibles
Pénicillinases
(spécifiques)
S. aureus
S. epidermidis LARGE SPECTRE LARGE SPECTRE
« Pénicillinases » « Pénicillinases »
K. pneumoniae TEM-1, TEM-2,
(SHV-1) OXA-1,2,3,4
K. oxytoca SHV-1
Levinea Chez toutes les espéces
PSE-1, 2, 3,4
CEPHALOSPORINASES
A
CONSTITUTIVES INDUCTIBLES DEREPRIMEES
E. coli E. coli, E. aerogenes A trés haut niveau
Trés bas niveau C. freun_dii Citrobacter
Serratia Enterobacter
. M. morganii Providencia
Bacterpldes Providencia, P. aeruginosa P. aeruginosa
(Cefuroximases) Serratia
P. vuloaris

SPECTRE ELARGI

TEM-1 TEM-2
SHV-2 SHV-5

Toutes les entérobactéries
Essentiellement K. pneumoniae
YOU-1 et 2, MGH-1, MRH-1

A

CEPHAMYCINASES
(K. pneumoniae + E. coli)
CMY-1et 2, MIR-1 (E. coli)

A 4

BIL-1, FEC-1*, MEN-1*
(E. coli)

* non dérivés de TEM

Figure 4. Classification des -lactamases [20, 45].




Tableau V. Classification déja connue des B-lactamases a large spectre modifiée par Payne et

Amyes.
Groupes Noms Années
1 TEM-E1 1987
« Céfotaximases bas niveau » TEM-E2 1982
TEM-E4 NS
TEM-7 NS
CAZ-3 1987
CAZ-10 1988
2
« Ceftazidimases »
TEM-E3 1987
TEM-6 1986
TEM-9 NS
TEM-10 1988
CAZ-3 1988
CAZ-HI 1988
3a
« Céfotaximases haut niveau » TEM-E3 1984
Type TEM TEM-E4 1986
TEM-5 1987
CAZ-3 1987
CAZ-6 1988
3b
« Cefotaxllrpaséess L];’it/]t niveau » SHV/-2 1083
yp SHV-3 1985
SHV-4 1987
SHV-5 1987
3c
« Céfotaximases haut niveau » FEC-1 NS
Type inconnu DJP-1 1988
« Céphalosporinases a spectre élargi » BIL-1 1989
Acide clavulanique
« Non encore classées » FUR 1988
MJ-1 NS
MJ-2 NS
UNAMED-1 1986
UNAMED-2 1986




I11.4.2. Résistance non enzymatique aux f3-lactamines
111.4.2.1. Résistances hon enzymatiques chez les bactéries a
Gram négatif (Tableau VI)
La structure particuliere des bactéries a Gram négatif leur confére un
ensemble de mécanismes biochimiques de résistance aux B-lactamines qu’on

peut ne pas trouver chez les bactéries a Gram positif.

111.4.2.1.1. Role de la perméabilité dans la résistance des
bactéries a Gram négatif aux p-lactamines

Contrairement aux bactéries a Gram positif ou les peptidoglycanes ne
représentent pas une barriére pour la diffusion des B-lactamines, il existe au
dessus du peptidoglycane une barriere de diffusion liée a la présence de la
membrane externe.

Chez les bactéries a Gram négatif, la pénétration des [-lactamines,
molécules hydrophiles, a travers la membrane externe constituée de
phospholipides, s’effectue a travers les porines qui sont des canaux protéiques
remplis d’eau.

La sensibilitt aux antibiotiques dépend du nombre de porines
fonctionnelles [14].

C’est chez E. coli que la relation entre les porines et les B-lactamines a été la
mieux etudiee.

Deux types de porines sont présentes chez E. coli OmpC et OmpF. Chez les
mutants OmpC-, la pénétration des B-lactamines n’est pas diminuée car le
diamétre de la porine OmpF est suffisamment large. Au contraire ’absence de
OmpF s’accompagne d’une résistance a la céfoxitine (4 x la CMI) sans

modification de la CMI pour la céfaloridine.
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Tableau VI. Mécanismes de résistance non enzymatique aux p-lactamines chez les bactéries

a Gram négatifs.

- Modification de porines ou de protéines - Entérobactéries (E. coli, P. mirabilis, K.

de la membrane externe pneumoniae, E. cloacae, Salmonella, Serratia)
- Pseudomonas

- Haemophilus

- Gonocoque

- Modification des PLP - E. coli

- Pseudomonas
- Haemophilus

- Gonocoque

- Modification des LPS - Pseudomonas

Ces résultats témoignent d’un passage préférentiel des B-lactamines a travers la
porine OmpF car plus large. Quant aux mutants OmpC- OmpF-, leur CMI est
augmentée d’une manicre trés importante.

Des resultats variables ont été obtenus pour les céphalosporines de
troisieme génération avec généralement une faible augmentation plus marquée
pour le moxalactam (10-100 X la CMI).

Ce mecanisme de résistance a été rapporté dans d’autres espéces : les
salmonelles, les klebsielles, les Serratia et les Enterobacter [9, 74, 18, 7, 38,
57].

Trias et Nikaido ont montré I’existence chez les Pseudomonas d’une porine
(porine D2) responsable du transport spécifique des carbapénems et dont
I’absence ou la fermeture explique la résistance isolée a I’imipenéme non

croisée aux autres B-lactamines ou aux autres antibiotiques hydrophiles.
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111.4.2.1.2. Role des PLP dans la résistance des
bactéries a Gram négatif aux p-lactamines

L’efficacité des B-lactamines est liée a leur capacité de se fixer aux PLP.

La liaison antibiotique/cible est liée a la structure de la cible. Diverses mutations
peuvent entrainer des modifications diminuant 1’efficacité de 1’antibiotique.

L’altération des PLP n’a ét¢ que rarement démontrée chez les bactéries a
Gram négatif.

Le role des PBP dans la résistance bactérienne intrinseque a été mis en
évidence chez des mutants d’E. coli qui avaient une résistance augmentée au
mécillinam et & I’imipenéme due a une diminution de I’affinité des PLP-2 pour
ces antibiotiques alors que les mutations touchant la PLP-3 s’accompagnaient

d’une résistance vis-a-vis des céphalosporines.

111.4.2.1.3. Autres mécanismes de résistance aux
p-lactamines
a) Altération du LPS
La modification de la composition du LPS soit dans le polysaccharide soit
dans le core semble étre un des mécanismes possibles et fréquents de la
résistance non enzymatique des Pseudomonas aux -lactamines.
b) Tolérance bactérienne
Une bactérie est dite tolérante lorsque, ayant conservé la méme sensibilité
(méme CMI) vis-a-vis d’un antibiotique bactéricide, il existe une augmentation
considérable de la CMB avec un rapport CMB/CMI supérieur a 32. L’effet
bactériostatique persiste alors que I’effet bactéricide de 1’antibiotique a disparu.
L’absence d’activation du systéme lytique normalement activé par 1’antibiotique

expligue ce phénomeéne.




c) Persistance bactérienne
On observe une persistance du germe in vivo en présence de 1’antibiotique.
Ceci s’explique par une perte ou une diminution structurelle ou fonctionnelle
d’un géne avec comme conséquence une modification du métabolisme
bactérien.
Ce phénomeéne a été observeé avec les B-lactamines mais également avec les
autres antibiotiques.
d) Résistance par les intégrons [58]
- Structure des intégrons
Les intégrons sont constitués de deux régions 5’ et 3' conservées, entre
lesquelles peuvent s’intégrer une ou plusieurs cassettes. Contrairement aux
transposons, les cassettes ne contiennent pas de génes codant pour une enzyme
catalysant leur mouvement. Seule, en effet, la région 5 immobile de 1’intégron
contient un géne intl, codant pour une intégrase Intll, qui s’apparente aux
recombinases spécifiques du site et plus particulierement aux intégrases des
bactériophages.
- Mécanisme de résistance
Au cours des années 1980, des éléments génétiques susceptibles d’acquérir
ou de perdre des genes de résistance aux antibiotiques ont été identifies et
désignés sous le nom d’intégrons. Les intégrons peuvent héberger des génes de
résistance insérés sous forme d’éléments mobiles, les cassettes. Celles-ci sont en
effet intégrées ou excisées par un systéme original de capture de génes capable
de promouvoir efficacement la dissémination des genes de résistance aux
antibiotiques au sein du monde bactérien.
On les trouve principalement dans les bactéries a Gram négatif
(entérobactéries, Pseudomonas, Acinetobacter, Vibrio, Campylobacter) et
parfois dans des bactéries a Gram positif. Les intégrons sont insérés dans des

plasmides, des transposons ou le chromosome bactérien. En ce qui concerne les

=



mycobactéries, seul un «vestige» d’intégron a été découvert chez
Mycobacterium fortuitum. Actuellement, plus de 50 cassettes ont été identifiées
qui contiennent essentiellement des genes de résistance aux antibiotiques et aux

antiseptiques (Tableau VII).
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Tableau VI1. Cassettes de résistance aux antibiotiques décrites sur des intégrons [58].

Intégrons de classe 1

Intégrons de classe 2

Intégrons de classe 3

Espeéces bactériennes

- Entérobactéries

- Pseudomonas aeruginosa

- Acinetobacter

- Vibrio cholerae

- Campylobacter jejuni

- Corynebacterium glutamicum
- Enterococcus faecalis

- Entérobactéries

- Acinetobacter

- Pseudomonas aeruginosa

- Serratia marcescens

Alcaligenes xylosoxidans

Pseudomonas putida

Klebsiella pneumoniae

Fonction des cassettes
(blaywe)

Résistance aux B-lactamines
B-lactamases classes A, C et D
B-lactamases classes B (blajvp)
Résistance aux aminosides
6’-acétyltransférases

3- acétyltransférases

2 "-acétyltransférases
3"-acétyltransférases
Résistance au chloramphénicol
Acétyltransférases

Mécanisme non enzymatique
Résistance au triméthoprime
Dihydrofolate réductases
Résistance a la rifampicine
ADP-ribosyl transférase

Résistance aux aminosides
3"-acétyltransférases
Résistance a la streptomycine
Acétyltransférases

Résistance au triméthoprime
Dihydrofolate réductases

Résistance aux B-lactamines
B-lactamases classes B
Résistance aux aminosides

6’-acétyltransférases

.




Deuxieme partie : Méthodologie-Résultats-Discussion-Recommandations

Chapitre | : Cadre d’étude
Ce travail a pour cadre d’¢tude, le laboratoire de Bactériologie-Virologie

du centre hospitalier national universitaire de I’hdpital A. Le Dantec.

I.1. Le CHNU A. Le Dantec

L’ hopital Aristide Le Dantec est, depuis la réforme de 1998, un hopital de
niveau 3(hopital national). Il a une capacité de 756 lits effectifs (1000 lits
théoriques).
De plus il constitue un haut lieu de formation pour les étudiants en Médecine,
Pharmacie, Odontostomatologie et aussi pour les éleves des Ecoles
Paramédicales (infirmiers, sages-femmes d’Etat et techniciens de laboratoire).
C’est 1’une des structures hospitaliéeres les plus importantes de la sous région.
Nous y trouvons différents services de medecine et de spécialités medicales, de
chirurgie et spécialités chirurgicales, mais aussi les services d’aides au
diagnostic parmi lesquels le laboratoire de Bactériologie-Virologie, ou nous

avons réalisé une partie de notre travail.

1.2. Le laboratoire de Bactériologie-Virologie

Le laboratoire est un service hospitalo-universitaire qui a pour vocation le
diagnostic biologique des infections bactériennes et virales, la recherche et la
formation dans les domaines de la bactériologie et de la virologie. C’est un
centre de référence en matiere d’infections sexuellement transmissibles et un
centre collaborateur ONUSIDA. C’est ¢galement le sie¢ge du Réseau Africain de
Recherche sur le SIDA (Afrique de I’Ouest et du Centre).
Le laboratoire abrite aussi 1’observatoire des résistances aux antirétroviraux et le

programme de recherche sur les vaccins anti VIH en Afrique (AAVP).

.



1.2.1. Les différentes sections du service

Le laboratoire de Bactériologie-Virologie est un service hospitalo-
universitaire.
Nous y trouvons 4 unités distinctes mais qui partagent le méme service
administratif (gestion-comptabilité-informatique) et des sections communes a
toutes les unités (réception, salle de réception et salle de prélévement).
Les différentes unités du LBV sont :

¢ L’unité d’Immunologie ;

Elle s’active essentiellement dans le suivi de I’infection @ VIH par la numération
des lymphocytes T CD4, dans 1’étude des réponses cellulaires dirigées contre
différents pathogénes (VIH, M. tuberculosis, S. haematobium, P. falciparum)
par des méthodes immunologiques (ELISPOT, ELISA, Cytométrie de flux) et la

recherche vaccinale.

¢ L’unité de Virologie ;
Cette unité s’occupe principalement du diagnostic immuno-virologie des

infections virales (VIH, VHB et VHC).

¢ L’unité de Biologie Moléculaire ;
Cette unité est responsable du diagnostic et du suivi des patients vivant avec le
VIH. Elle s’active aussi dans le génotypage de VIH, dans I’étude des résistances
aux ARV, le suivi de la transmission mere-enfant et d’évolution des nouvelles

techniques de diagnostic moléculaires.

¢ L’unité de Bactériologie.
Elle est composée de deux sous-unités :
o Celle des mycobactéries ;

o Celle de la bactériologie classique (cadre de notre étude)

.



1.2.2. Présentation de I’unité de Bactériologie |

L’unit¢ de bactériologie est dirigée par une pharmacienne biologiste
(Professeur de Bactériologie-Virologie) assistée par des docteurs en pharmacie

comme le montre 1’organigramme de 1’unité de bactériologie (figure 5).

1.2.2.1. L’accueil

Le malade effectue son premier contact a ce niveau ; il y trouvera les
renseignements sur les analyses, les conditions de I’analyse et la tarification. 1l
s’y présentera le jour de 1’analyse pour y étre enregistré avec un numéro de
code. Cet enregistrement se fait sur feuille («listing») et par un ordinateur
(fichier «accueil»).

C’est a ce niveau que les feuilles de travail sont remplies pour les
différentes analyses a effectuer et les résultats y sont délivrés sous pli ferme aux
malades vus a titre externe, les résultats des malades hospitalisés sont retournés
aux services respectifs par le surveillant de service. La facturation est effectuée

dans ce local.

1.2.2.2. La salle d’attente et la salle de prélevement
Entre la réception et la salle de préléevement se trouve la salle d’attente ou
les malades patientent en attendant leur tour de prélevement.
La salle de prélevement comprend trois (3) boxes: un (1) premier ou
s’effectuent les prélévements de sang et deux (2) autres contigus réservés aux

autres prélevements, principalement les prélevements génitaux.

1.2.2.3. Le laboratoire de bactériologie
Le laboratoire est divisé en plusieurs postes de travail destinés au traitement
de tous les produits pathologiques. Nous distinguons :

v" Celui du traitement des prélévements génitaux ;
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v" Celui de I’examen cytobactériologique des urines ;

v" Celui du traitement du liquide céphalo-rachidien, du sang et des selles ;

v’ Le poste de travail ol sont traités tous les autres produits biologiques ;

v’ Le poste de travail de la sérologie bactérienne ;

v' Et enfin celui des antibiogrammes ou est évaluée la sensibilité aux

antibiotiques de toutes les souches bactériennes isolées et identifiées.

1.2.2.4. La salle de stérilisation
C’est une unité incontournable ou s’effectue :
v’ La préparation des milieux de culture et réactifs, leur conditionnement et
leur stérilisation ;
v’ La décontamination du et des produits biologiques avant leur récupération
ou élimination selon le cas ;

v' Le nettoyage du matériel avant recyclage.

.



Le Laboratoire de Bactériologie-Virologie

Service hospitalo-universitaire
|

_ Service Administratif Service Social
Sections communes
a toutes les unités Gestion-Comptabilité-Informatique Cantine Mutuelle
| | I I
Réception Salle de Stérilisation Salle de préléevement Maintenance
Immunologie Virologie Bactériologie Biologie Moléculaire
Diagnostic-Epidémiologie-Recherche Diagnostic-Epidémiologie- Section principalement hospitaliére Diagnostic-Epidémiologie-Recherche
Recherche
Dosage Immuno | Surveillance Sérologie Bactériologie Mycobactéries Charge PCR Résistance Génotypage
CD4 logie sentinelle virale classique virale aux ARV
VIH

Figure 5. Organigramme du laboratoire de Bactériologie-Virologie de I’Hopital Aristide Le Dantec (Juillet 2011)
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Chapitre 11 : Matériel et Méthodes

I1.1. Souches bactériennes

I1.1.1. Souches a tester

Les 1673 souches d’entérobactéries de notre étude, ont été isolées de divers
produits pathologiques qui ont été analysés dans le laboratoire de Bactériologie
du CHNU A. Le Dantec de Janvier 2011 a Juin 2013.
Ces produits pathologiques sont constitués de prélévements d’urines, de sang, de
LCR, de pus, de sécrétions génitales, de liquides d’épanchement, selles, ...

provenaient de malades hospitalisés et aussi de patients externes.

11.1.2. Souches de réference

L’utilisation des souches de référence permet de vérifier la conformité des
résultats du test.
Les souches de référence recommandées par le NCCLS [45] (“National
Committee on Clinical Laboratory Standards”) sont les suivantes :
- Escherichia coli ATCC (“American Type Culture Collection”) 25921,
- Escherichia coli ATCC 35213.
Les résultats ont été interprétés conformément aux normes du comité national

des laboratoires cliniques.

11.2. Traitement des produits pathologiques au laboratoire.

Les souches bactériennes ont été isolées a partir de divers produits
pathologiques traités selon les procédures standards du laboratoire de
bactériologie. L’examen cytobactériologique des prélevements comprend les
étapes ci-apres :

- I’examen macroscopique ;

- I’examen microscopique ;

.



- la mise en culture en vue de I’isolement puis 1’identification du germe
suspecté ;
I’interprétation des résultats ;

- laréalisation de I’antibiogramme.

11.3. Identification des entérobactéries

L’identification des entérobactéries se fait sur la base de caracteres
morphologiques, culturaux et biochimiques.

Pour identifier les entérobactéries au laboratoire on dispose de deux types
de galeries :

- La galerie classique d’identification des entérobactéries ;

- La galerie Api 20E.

I1.4. L’antibiogramme
11.4.1. Matériel et réactifs
e Matériel

- Disques d’antibiotiques,

Distributeurs de disques d’antibiotiques,

Boites de pétrie de 120 mm de diametre,

Pinces stérilisables,

Ecouvillons stériles,

Tubes a essai stériles,

Pipettes Pasteur stériles,

Pipettes graduées de 10 ml steriles,

Pied a coulisse ou regle graduée,

Anses de platine.

.



Réactifs

Eau physiologique,
Milieu : Muller Hinton,
Etalon de Mc Farland (0,5).

11.4.2. Principe de I’antibiogramme
La technique consiste a déposer a la surface de la gélose préalablement
ensemencée avec une suspension bactérienne, des disques de papier buvard
imprégnés des différents antibiotiques. Chaque antibiotique diffuse au sein de la
gélose a partir du disque et y détermine des concentrations inversement
proportionnelles a la distance du disque. Apres 18heures d’incubation a 37°C,
chaque disque est entouré d’une zone d’inhibition de la croissance bactérienne.
La multiplication des bactéries s’arréte la ou existe dans la gélose, une
concentration d’antibiotique égale a la concentration minimale inhibitrice
(CMI).
A partir de la mesure du diametre d’inhibition, on peut en déduire la valeur
approchée de la CMI.
Des catégories sensibles, intermediaires et résistants sont déterminées par
rapport a des valeurs critiques soit :
- Des diamétres d’inhibition ou diamétres critiques D et d,
- Des concentrations d’antibiotiques ou concentrations critiques C et c.
CMI (mg/l), Diametre (mm)
¢ Souche sensible (S) : CMI < ¢ ; Diamétre > D
¢ Souche résistante (R) : CMI > C ; Diamétre <d

e Souche intermédiaire (I) : c < CMI < C ; d < Diamétre < D




11.4.3. Technique de diffusion en gélose : méthode des disques
11.4.3.1. Préparation de I’inoculum
- A partir d’une culture jeune de 18 a 24 heures ;
- Prélever 2 a 3 colonies (selon I’espéce bactérienne) et faire une suspension
dans de I’eau physiologique stérile ;
- Homogeénéiser délicatement au vortex ou par agitation tout en évitant la
production d’aérosols ;
- Ajuster la densité a celle de I’étalon 0.5 Mc Farland.
Pour les Enterobacteriaceae, il faut faire une dilution au 1/10 (10" UFC/ml)
ce qui correspond a prélever 1 ml de la suspension 0,5 Mc Farland et a ajouter

dans 9 ml d’eau physiologique ; pour ensemencer par ecouvillonnage.

11.4.3.2. Ensemencement
Elle se fait sur milieu MH. Nous ensemencons par écouvillonnage et pour
se faire :

- Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum ;

- Eliminer ’excés d’inoculum en pressant I’écouvillon contre les parois du
tube ;

- Ensemencer par stries serrés sur toute la surface du milieu de culture a trois
reprises en faisant tourner a chaque fois la boite de 60° apres chaque
application ;

- Passer ensuite 1’écouvillon sur le bord de la gélose ;

- Laisser sécher 5 minutes a coté du bec bunsen le couvercle étant fermé.

11.4.3.3. Application des disques
- Déposer les disques choisis a 1’aide du distributeur ou d’une paire de

pinces stérilisables ;

-



- Une distance minimale de 15mm doit séparer un disque périphérique du
bord de la boite et deux disques doivent étre éloignés au minimum de 25 a
30mm ;

- Les disques doivent étre parfaitement appliqués a plat sans glissement en
appuyant légérement sur la surface de la gélose ;

- Pré-diffusion de 15minutes a température du laboratoire.

11.4.3.4. Incubation
L’incubation se fait a I’étuve a 37°C pendant 18-24 h.

11.4.3.5. Lecture

- Mesurer et noter le diametre de chaque zone d’inhibition en mm a 1’aide
d’un pied a coulisse ou d’une régle graduée.

- Les résultats sont rendus par rapport aux valeurs préétablies de diametre
d’inhibition ou diametre critique a 1’aide d’un abaque de lecture (le CA-
SFM) disponible au laboratoire .Une bactérie peut étre sensible (S),
intermédiaire (1) ou résistante(R).

- Interpréter les résultats obtenus en déterminant les phénotypes obtenus et

les mécanismes d’action des bactéries aux antibiotiques.

11.5. Détection des B-lactamases a spectre etendu (BLSE) par la
méthode de diffusion par double disque
Principe :

La détection des BLSE se fait par la formation d’une synergie entre des
disques de céphalosporines de troisieme géenération (Céfotaxime, Ceftazidime)
et un disque contenant I’association Amoxicilline/acide clavulanique (un
inhibiteur de B-lactamase). Et la technique utilisée est la méthode de diffusion

par double disque-disque [7].
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Technigue :

Elle consiste a placer au centre d’une gélose ensemencée avec la souche
test un disque d’Amoxicilline-acide clavulanique et a 30 mm de ce disque
(centre a centre), tout autour, les disques de Cefotaxime, Ceftazidime ou
Aztréonam. Et on incube a 37°C a I’étuve pendant 24 heures.

Lecture et interprétation :

Si la souche produit une BLSE, il y a une augmentation trés nette (> 4mm)
ou une distorsion de la zone d’inhibition autour du disque contenant I’oxyimino
B-lactamine, et ceux en regard du disque contenant I’acide clavulanique. Ceci est
classiguement décrit comme une image en « bouchon de champagne » (photo
A). Celle-ci est due a I’inhibition de I’action enzymatique de 1’acide
clavulanique (au centre) sur la Céfotaxime et la Ceftazidime.

Il est parfois nécessaire de rapprocher les disques pour mieux voir la synergie. A
partir des niveaux relatifs de résistance au Céfotaxime et a la Ceftazidime, il est
possible de distinguer plusieurs variants de ce phénotype (céfotaximase,
ceftazidimase). Les activités du Cefpirome et du Céfépime sur les souches de ce
phénotype sont un peu moins diminuées que celles de la Céfotaxime et de la

Ceftriaxone.




Photo A. Mise en évidence des -lactamases a spectre étendu (BLSE).

11.6. Analyse des données

Les données ainsi collectées ont été saisies a 1’aide du logiciel FileMaker
Pro (version 6.0). L’analyse statistique des données a été effectué grace au
logiciel SPSS (version 16) et la confection des graphes grace au logiciel. Les
différences entre groupes ont été testées en utilisant des tests non paramétriques
(Mann-Whitney U test ou Kruskal-Wallis test et par x* ou Fisher exact test). Les
résultats sont considerés comme statistiguement significatifs pour des valeurs de
P <0,05.




Chapitre 111 : Résultats

I11.1. Prévalence des entérobactéries sécrétrices de BLSE

I11.1.1. Prévalence globale

Au cours de ces années (Janvier 2011 a Juin 2013), nous avons recherché
la production de BLSE a partir de 1673 souches d’entérobactéries isolées au
niveau du laboratoire de Bactériologie du CHNU A. Le Dantec.
Le taux de prévalence globale des entérobactéries productrices de BLSE est
¢leve et est de I’ordre de (24,3%).

I11.1.2. Evolution de la prévalence entre 2011 et 2013
Nous avons observe une diminution statistiquement significative de la
prévalence des entérobactéries productrices de BLSE entre 2011 et 2013. En
effet, la prévalence passe de 28,5% en 2011 a 21,5% en 2013 (figure 6; P =
0,019).

P=0,019
30 4 28,5

% 23,2

20 A
15 4

10 4

Entérobactéries BLSE (%)

2011 2012 2013

Figure 6. Evolution de la prévalence des entérobactéries sécrétrices de BLSE entre 2011 et
2013.




I11.2. Distribution des entérobactéries secrétrices de BLSE en fonction
de I’age

La médiane d’age des patients infectés par les entérobactéries sécrétrices de
BLSE était de 40 ans (IQR, 20-60) comparée a 44 ans (IQR, 27-62) chez les

patients non colonisés par ces souches (P = 0,002).

I11.3. Distribution des entérobactéries secrétrices de BLSE en fonction
du sexe

Les entérobactéries sécrétrices de BLSE ont été le plus souvent hébergées
chez I’homme que chez la femme avec des taux respectifs de 54,3% et 45,7% ;
méme si la différence n’est pas statistiquement significative (figure 7; P =
0,425).

B Homme

B Femme

Figure 7. Prévalence des entérobacteries sécrétrices de BLSE en fonction du sexe.




I11.4. Distribution des entérobactéries secrétrices de BLSE en fonction
de ’origine
111.4.1. Prévalence globale
La majorité des entérobactéries productrices de BLSE ont été isolées en

milieu hospitalier avec 67% des cas contre 33% en milieu communautaire
(figure 8 ; P < 0,001).

B Hospitalisés
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Figure 8. Prévalence globale des entérobactéries sécrétrices de BLSE en fonction de I’origine

111.4.2. Evolution de la prevalence entre 2011 et 2013
Dans notre étude, nous n’avons pas observé une évolution significative
dans la prévalence des entérobactéries sécrétrices de BLSE d’origine

nosocomiale entre 2011 (65,33%) et 2013(65,83%), méme si elle a atteint
69,34% en 2012 (figure 9 ; P = 0,742).
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Figure 9. Evolution de la prévalence des entérobactéries sécrétrices de BLSE entre 2011 et
2013

I11.5. Distribution des entérobactéries sécrétrices de BLSE en fonction

du service d’accueil
111.5.1. Prévalence globale

La majeure partie des souches d’entérobactéries sécrétrices de BLSE de
notre étude ont été isolées dans les unités de soins intensifs (38,6%), en urologie
(16%) et en médecine interne (15,5%). Cependant, des taux non négligeables ont
été observés en chirurgie et en pédiatrie, avec respectivement 11,3% et 10%
(figure 10).
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Figure 10. Prévalence globale des entérobactéries sécrétrices de BLSE en fonction du

service d’accueil.

111.5.2. Evolution de la prevalence entre 2011 et 2013
La distribution des prévalences des entérobactéries sécrétrices de BLSE n’a
pas connu une importante évolution entre les différents services d'accueil entre
2011 et 2013. En effet, les prévalences les plus élevées sont toujours observées
dans les unités de soins intensifs, avec respectivement 41,7% en 2011 et 36,8%
en 2012 et 2013. La medecine interne, qui occupait la deuxieme dans cette
prévalence jusqu’en 2012, a été supplantée en 2013 par la chirurgie et I’urologie,

avec respectivement 16,7% et 19,1% (figure 11 ; P = 0,04).
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Figure 11. Evolution de la prévalence des entérobactéries sécrétrices de BLSE en fonction du

service d’accueil
USI : Unité des soins intensifs ; MI : Médecine interne

I11.6. Distribution des entérobactéries secrétrices de BLSE en fonction
du produit pathologique

111.6.1. Prévalence globale

Les entérobactéries sécrétrices de BLSE provenaient principalement des
prélevements d’urines (53,1%) et de pus (26,8%). Par contre, 7,6% seulement de
ces souches ont éte isolées des hémocultures (figure 12).

7,60%
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Figure 12. Prévalence globale des entérobactéries sécrétrices de BLSE en fonction du produit
pathologique.




111.6.2. Evolution de la prevalence entre 2011 et 2013

Au cours de ces trois années, nous avons une distribution constante dans la
prédominance des produits pathologiques a partir desquels ont été isolées ces
entérobactéries multirésistantes. En effet, les entérobactéries sécrétrices de
BLSE sont toujours majoritairement retrouvées dans les prélevements d’urines
et de pus, avec respectivement 45,7% et 38,41% en 2011, 58,1% et 19,85% en
20112, et 56,7% et 20% en 2013(figure 13 ; P = 0,009). Cependant, nous avons
noté une augmentation progressive de la prévalence des entérobactéries
sécretrices de BLSE au cours de ces trois années dans les hémocultures, avec
respectivement 5,96% en 2011, 7,35% en 2012 et 10% en 2013.
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Figure 13. Evolution de la prévalence des entérobactéries secrétrices de BLSE en fonction du
produit pathologique.




I11.7. Distribution des souches sécreétrices de BLSE en fonction du
germe
I11.7.1. Prévalence globale
Parmi les entérobactéries sécrétrices de BLSE, Klebsiellae spp est le plus
fréguent avec un taux de 42%, dont 92,4% sont des K. pneumoniae, suivie d’E.
coli (34,9%). Nous avons également observé un taux important d’Enterobacter
spp (18%) sécrétrices de BLSE (figure 14).
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Figure 14. Prévalence globale des entérobacteéries sécrétrices de BLSE en fonction du germe.

111.7.2. Evolution de la prévalence entre 2011 et 2013
La prédominance dans la prévalence des especes sécrétrices de BLSE a
significativement évolué entre 2011 et 2013(figure 15; P = 0,019). Durant
I’année 2011, parmi les entérobactéries BLSE, E. coli était 1’espéce la plus
fréeqguemment isolée avec 37,1%, suivie de prés par Klebsiella spp 31,1% et
d’Enterobacter spp 25,8%. Par contre, pour les deux derniéres annees,
Klebsiella spp est passée devant E. coli avec 51,47% en 2012 et 45% en 2013

des souches d’entérobactéries sécrétrices de BLSE. Enterobacter spp conserve




toujours la troisieme place, avec cependant une prévalence évoluant en dents de
scie (25,8% en 2011, 11,76% en 2012 et 15% en 2013).
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Figure 15. Evolution de la prévalence des entérobactéries sécretrices de BLSE en fonction du
germe.

111.8. Profil de sensibilité des souches sécrétrices de BLSE
111.8.1. Résistance globale

Le tableau VIII donne une vue d’ensemble sur le profil de sensibilité des
entérobactéries sécrétrices de BLSE isolées dans notre étude. Toutes les souches
sécrétrices de BLSE étaient résistantes a 1’amoxicilline, a la ticarcilline, au
piperacilline, a la céfalotine et au céfamandole. Ces bactéries ont egalement
développé des taux importants de résistance vis-a-vis de I’association acide
clavulanique/amoxicilline (69,6%) et des autres béta-lactamines telles que
I’aztréonam (75,1%), aux céphamycines (céfoxitine 56% ; cefixime 93,2%), aux
C3G (céfotaxime ou ceftriaxone 94,3% ; ceftazidime 83,3%). En outre, la
majorité¢ des souches d’entérobactéries sécrétrices de BLSE avait associ¢ une
résistance au complexe sulfaméthoxazole/triméthoprime (88,7%), a la
Ciprofloxacine (76,8%), a la Gentamicine (69,1%), et a la tétracycline (62,2%).

65
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Par contre, la fosfomycine, 1’amikacine et a un degré moindre Ie
chloramphénicol concernent une bonne activité sur ces souches, avec
respectivement 93,5%, 89,9% et 67,3% de taux d’efficacité.

Fait intéressant, toutes les entérobactéries sécretrices de BLSE demeurent tres

sensibles a I’imipenéme (excepté une souche).

Tableau VI11. Pourcentage globale de résistance des entérobactéries sécrétrices de BLSE aux

antibiotiques.

Antibiotiques testés % de résistance des entérobactéries BLSE
Amoxicilline 100
Ticarcilline 100
Pipéracilline 100
Céfalotine 100
Céfamandole 100
Amoxicilline + acide clavulanique 69,6
Céfoxitine 56
Céfotaxime ou Ceftriaxone 94,3
Ceftazidime 83,3
Cefixime 93,2
Aztréonam 75,1
Imipenéme 0,67
Fosfomycine 6,5
Amikacine 10,1
Gentamycine 69,1
Chloramphénicol 32,7
Tétracycline 62,2
Ciprofloxacine 76,8
Cotrimoxazole 88,7




111.8.2. Evolution de la résistance entre 2011 et 2013
L’évolution de la résistance des entérobactéries sécrétrices de BLSE aux

antibiotiques au cours de ces trois dernieres années est statistiquement

significative pour 1’acide clavulanique + amoxicilline (P [1 0,001), la céfoxitine
(P O 0,002), la céfotaxime (P [ 0,034, la tétracycline (P [ 0,001), et la

cotrimoxazole (P [1 0,02). Par contre eclle n’est pas significative pour la

céfixime, I’aztréonam, I’imipeneme, la fosfomycine, 1’amikacine, Ila
gentamycine, le chloramphénicol et la ciprofloxacine (P [ 0,05).

Pour I’association amoxicilline/acide clavulanique, nous avons noté un fort
taux de la résistance en 2011 de I’ordre de 78,7%, qui ensuite diminue jusqu’a
55% en 2012 avant de rebondir en 2013 pour atteindre 75,2%.

Pour la resistance des souches vis-a-vis de la ceéfoxitine et de la
tétracycline, 1’évolution est décroissante passant respectivement de 46,1% et
82,7% en 2011 a 29% et 53,8% en 2013.

Par contre, celle-ci connait une croissance pour la céfotaxime et le
cotrimoxazole avec des taux respectifs de 89,8% et 78,6% en 2011, 99,1% et
95% en 2013 (figure 16).
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Figure 16. Evolution de la résistance des entérobactéries sécrétrices de BLSE entre 2011 et 2013

AMC : Acide clavulanique + Amoxicilline ; FOX : Céfoxitine ; CTX : Céfotaxime ; CFM : Céfixime ; ATM : Aztréonam ; | : Imipeneme ;
FOS : Fosfomycine ; AN : Amikacine ; GM : Gentamycine ; C : Ciprofloxacine ; TE : Tétracycline ; CIP : Ciprofloxacine ; SXT :
Cotrimoxazole.
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Chapitre 1V : Discussion

L’objectif principal de notre étude était de déterminer la prévalence des
souches d’entérobactéries sécrétrices de B-lactamases a spectre élargi isolées au
laboratoire de Bactériologie du CHNU Aristide Le Dantec de Janvier 2011 a
Juin 2013. L’étude de la sensibilité des antibiotiques a été effectuée par la
méthode de diffusion en milieu gélosé. La détection de BLSE a été effectuée,
par synergie entre un disque d’amoxicilline /acide clavulanique et un disque de

céphalosporine de troisiéme génération, sur 1673 souches d’entérobactéries.

IV.1. Prévalence des souches d’entérobactéries sécrétrices de BLSE

Les bactéries productrices de BLSE constituent une préoccupation majeure
en milieu hospitalier en raison de leur diffusion épidémique et de leur
multirésistance aux antibiotiques. Les BLSE sont retrouvees chez une vaste
proportion de bacilles a Gram négatif, mais les entérobactéries représentent les
germes les plus incriminés [22].

Les resultats de notre étude ont montré un taux de prévalence
d’entérobactéries sécrétrices de BLSE relativement élevé, de I’ordre de 24,32%.
Cette prévalence a diminué de facon assez significative entre 2011 et 2013 en
passant de 28,54% en 2011 a 21,54% en 2013. Une étude menée par Ndiaye
AOK [46] au CHNU de Fann a montré des taux de prévalence de 5,05% en
2000, 23,85% en 2001, 33,49% en 2002, 15,6% en 2003 et 22,02% en 2004.
Nos résultats sont en phase avec les tres fortes prévalences de résistance
retrouvees dans la sous région. En effet, une étude de Dioman SA [15], réalisée
au Mali, a rapporté 20,3% en 2004, 21,3% en 2005 et 26,8% en 2006 ; méme si
ici on note une certaine augmentation de la prévalence. Les données du réseau
CCLIN Paris Nord (Centre de coordination de la lutte contre les infections

nosocomiales de I’inter région Nord) avaient déja montré une incidence des

.



entérobactéries secrétrices de BLSE en constante augmentation depuis quelques
anneées [77].

Ce phénomeéne est mondial et concerne aussi bien le continent nord et sud-
américain [60] que I’ Asie [25] et I’Europe [37].

IV.2. Prévalence des souches d’entérobactéries sécrétrices de BLSE en

fonction de ’espece

Klebsiellae pneumoniae semble étre le producteur N° 1 de BLSE, suivie
d’E. coli, d’aprés de nombreuses études [2, 22, 43, 64, 70].

Dans cette présente étude, Klebsiellae spp ne fait pas exception a la regle
représentant 42% des souches isolées, ensuite viennent E. coli 34,9%,
Enterobacter spp 18%, les autres espéces étant moins représentées. Ndiaye
AOK [46], a rapporté des résultats similaires pour K. pneumoniae 38,07%, E.
coli 37,16%, Enterobacter spp 11,01%. Des études menées dans la sous région
ont donné des résultats identiques ; celle de Dioman SA [15], a montré que la
fréquence de production de BLSE était de 42,8% pour K. pneumoniae, 26%
pour E. coli, et 30% pour le couple Enterobacter cloacae et K. oxytoca. En 2005
au Maroc [42], K. pneumoniae sécrétrice de BLSE représentait 28,26% des
souches isolées, ensuite viennent E. coli 27,17% et Enterobacter cloacae
15,21%. |l faut, cependant, noter que certaines études détrénent K. pneumoniae
de la place qu’elle occupait, et placent E. aerogenes au 1% rang des
entérobactéries productrices de BLSE [34]. Ce phénomene a été observé en
France, aux USA et en Espagne [34]. De méme, une étude menée dans un
hopital du Sud de la France de 1999 a 2007, placait E. coli a la premiére place
en termes de fréquence d’isolement de bactéries productrices de BLSE. L’espéce
E. aerogenes, majoritaire en 1999 (48,7 % des souches) ne représentait plus que
18,8 % des souches en 2007. A I’inverse, E. coli BLSE (10,5 % des souches en

1999) représentait 37,5 % des souches en 2007. Cette inversion de tendance est
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a relier a I’émergence dans la communauté de BLSE de type CTX-M, liée plus
spécifiguement a E. coli [61, 3].

IVV.3. Prévalence des souches d’entérobactéries sécrétrices de BLSE en

fonction de I’origine

La prévalence des entérobactéries productrices de BLSE est plus élevée en
milieu hospitalier qu’en milieu communautaire. Néanmoins, notons que la
prévalence chez les patients externes n’est pas négligeable avec 33% des cas.
Ces résultats sont en parfaite corrélation avec ceux de la littérature actuelle [60,
25, 37, 76]. Longtemps limitée au milieu hospitalier, 1’épidémiologic des
entérobactéries sécrétrices de B-lactamases a spectre élargi (EBLSE) s’est
considérablement modifiée depuis les années 2000. En France, une premiere
¢tude épidémiologique effectuée en milieu urbain mais hors d’un contexte
hospitalier de décembre 1996 a mars 1997 avait mis en évidence que 0,5 % des
souches d’entérobactéries étaient sécrétrices de P-lactamases a spectre élargi
[23].0n assiste depuis a une diffusion des entérobactéries secrétrices de BLSE
en milieu communautaire. En effet, les données du réseau CCLIN Paris-Nord
(Centre de coordination de la lutte contre les infections nosocomiales de 1’inter
région Nord) révelent des densités d’incidence de 0,21 cas pour 100 admissions
[77], chiffres en constante augmentation depuis quelques années [39]. Ainsi,
dans un travail réalisé a Barcelone entre 2001 et 2002, les auteurs ont noté une
augmentation du pourcentage de patients non hospitalisés porteurs
d’entérobactéries sécrétrices de BLSE : ce pourcentage atteignait 7,5 % des
patients en 2002 mais était seulement de 2,1 % en 2001 [73]. Une étude
israélienne récente a rapporté que 13,7 % des souches d’entérobactéries
prélevées au moment de 1’admission des patients a I’hdpital possédaient une -
lactamase a spectre élargi. De méme, 10,8 % des 241 patients dépistés etaient

porteurs d’entérobactéries sécrétrices de BLSE [5]. Plus récemment, une étude
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réalisée en Arabie saoudite [29] a identifié un taux de portage d’entérobactéries
sécrétrices de BLSE de 13,5 % chez les sujets sains et de 26,1 % chez les sujets

hospitalises.

Des systemes de surveillance ont permis de constater, a 1’inverse des
prévisions, une diffusion des BLSE non pas de I’hopital vers la communauté,
mais 1’émergence autonome de BLSE dans la communauté, qui menace de
diffuser dans nos hopitaux. De ce fait, 1’augmentation des entérobactéries
sécrétrices de BLSE est maintenant observée partout dans le monde non
seulement dans les infections nosocomiales, mais aussi dans les infections

communautaires [61, 3].

IV.4. Prévalence des souches d’entérobactéries sécrétrices de BLSE en

fonction du service d’accueil

Les souches d’entérobactéries productrices de BLSE isolées au cours de
nos études, sont issues majoritairement des services des unités de soins intensifs
(USI) tels que la réanimation [55] avec un pourcentage de 38,6%. En effet, les
patients hospitalisés au sein de ce service présentent plus de risques a contracter
une BLSE [70], vu la durée d’hospitalisation (qui est généralement longue), la
sévérité de la maladie, 1'usage d’un certain nombre de dispositifs invasifs
(sondes urinaires, cathéters, ventilation, intubation...), et les traitements
antibiotiques multiples notamment avec les céphalosporines a large spectre [2,
70, 26]. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus des etudes menées au
Maroc par Mouna B [42] et en Suisse par Mirabaud. MI [40], rapportant
respectivement 46,74% et 26,1%. Cependant, une étude menée a Fann par
Ndiaye AOK [46], avait donné la premiere place au service de médecine interne

avec un taux relativement élevé de 63,3%.




IV.5. Prévalence des souches d’entérobactéries sécrétrices de BLSE en

fonction du produit pathologique

Dans notre étude, 53,1% des souches d’enterobactéries sécretrices de BLSE
ont été isolées au niveau du tractus urinaire. Ceci confirme les résultats
rapportés par une étude menée au CHU de Fann par Ndiaye. AOK [46], qui
étaient de 53,67%. Dans la sous région, nos résultats sont en phase avec des
études menées au Maroc en 2008 par Mouna B [42] et au Mali de 2004 a 2006
par Dioman. SA [15], donnant respectivement des prévalences de 46,73% et
64,4%. Des prévalences similaires avaient déja été rapportées en 1999 par une
étude menée dans un hépital universitaire a Paris par Lucet et al, dans laquelle
les infections du tractus urinaire a entérobactéries productrices de BLSE
representaient 52%. En Suisse de 2006 a 2007, les résultats ont montré une forte
prévalence d’entérobactéries sécrétrices de BLSE dans les prélevements
urinaires, soit 74,4%.

Les principaux facteurs de risques de colonisation, puis d’infections
urinaires nosocomiales, sont la dépendance fonctionnelle et surtout la mise en
place d’une sonde urinaire, qui doit étre pos€e suite a une indication précise,
puis retirée le plus rapidement possible. Le respect de ces indications a coté de
la mise en place de mesures d’isolement et la mise en ceuvre de consignes
d’hygiénes, ont permis, d’apres une étude menée dans un service de médecine
interne gériatrique, de diminuer de 52% [D’incidence des infections a

entérobactéries productrices de BLSE au CHU d’ Amiens [30].
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IV.6. Profil de sensibilité des souches d’entérobactéries sécrétrices de

BLSE

Face a D’apparition de nouvelles résistances aux antibiotiques chez les
entérobactéries, 1’évaluation de la sensibilit¢ aux antibiotiques est devenue
indispensable.

Toutes les souches sécrétrices de BLSE étaient résistantes a 1’amoxicilline,
a la ticarcilline, au pipéracilline, a la céfalotine et au céfamandole. Ces bactéries
ont également développé des taux importants de résistance vis-a-vis de
I’association acide clavulanique/amoxicilline (69,6%) et des autres béta-
lactamines tels que 1’aztréonam (75,1%), aux céphamycines (céfoxitine 56% ;
céfixime 93,2%), aux C3G (céfotaxime ou ceftriaxone 94,3% ; ceftazidime
83,3%). Ces résultats sont superposables avec ceux obtenus au Mali par
Dioman. SA [15], a I’hopital du point G de 2004 a 2006 : 100% de résistance a
I’amoxicilline, a la ticarcilline, a la céfalotine, 61,4% a ’acide clavulanique +
amoxicilline, 97% a la céfotaxime, 70,4% a la ceftazidime, 9,7% a la
colimycine, 7,3% a 1’amikacine. Cependant, la céfoxitine et la ceftazidime sont

actives sur ces souches d’entérobactéries productrices de BLSE.

Les plasmides codant pour les genes de BLSE entrainent souvent une résistance
a d’autres antibiotiques tels que les aminoglycosides, le chloramphénicol,
I’association sulfamide/triméthoprime, les cyclines et les fluoroquinolones [22,
70]. Ceci expliquerait la fréquence des résistances observées dans notre étude
particuliérement élevée avec 1’association sulfamide/triméthoprime (88,7%), a la
ciprofloxacine (76,8%), a la Gentamicine (69,1%) et a la tétracycline (62,2%).
Cependant, I’amikacine conserve une certaine efficacité sur environ 90% des
souches. Il en est de méme avec la fosfomycine sur 93,5% des souches et a un

degré moindre le chloramphénicol (67,3%).
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D’autre part, une méme souche peut posséder deux enzymes différentes telles
quune CTX-M et une SHV. Cette premic¢re hypotheése a fait I’objet de
nombreuses études, parmi lesquelles celle menée par Oteo et al [52], (1962
souches d’ E. coli collectées dans 27 hdpitaux en Espagne) qui ont pu montré
que le niveau de résistance aux antibiotiques non béta-lactamines était plus
important pour les souches productrices de BLSE que pour les souches non
productrices (cotrimoxazole 77,3% contre 32,9%, ciprofloxacine 63,3% contre
17,2% et gentamicine 16,7% contre 6,3%, respectivement). Aussi, dans une
étude effectuée en Espagne, les pourcentages de résistance au sein de 285
souches d’entérobactéries productrices de BLSE communautaires et de patients
hospitalisés étaient de 27,4% a la gentamicine et a la tobramycine, 6,7% a
I’amikacine, 29,1 % au chloramphénicol, 61,7 % aux sulfamides, 52,3 % a la
triméthoprime et 37,2 % a la ciprofloxacine [55]. De méme, les auteurs d’une
¢tude frangaise menée au sein des établissements de 1’Assistance Publique-
Hopitaux de Paris (AP-HP) de 2003 a 2005 ont mis en évidence un pourcentage
important de corésistance : 58 %, 76 %, 43,5 % et 67,5 % des souches étaient
respectivement resistantes a la gentamicine, a la tobramycine, a I’amikacine et a
la ciprofloxacine [51].

Parmi les corésistances connues nous observions au niveau des aminosides
un phénotype TNA (aac (6°)). Il apparait, selon nos résultats mais aussi dans
d’autres études, que I’amikacine est moins touchée que la gentamicine [50, 41,
68]. Cette sensibilité aux aminosides selon les résultats de Morosini [41] semble
varier en fonction du type de BLSE. Les résistances a 1’amikacine et la
gentamicine sont respectivement pour CTX-M9 (6,3 %-20,6 %), CTX-M14 (0
%—4,4 %), SHV (2,3 %-26,1 %), TEM (35,5 %-71,1 %).

Dans notre étude, 76,8% des souches sécrétrices de BLSE avaient associé une
résistance a la ciprofloxacine. Des résultats discordants ont été rapportés par

Paterson et al, qui ont montré, d’aprés une étude effectuée dans 18 hopitaux et 7
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pays, que 18% seulement des souches BLSE étaient également résistantes a la
ciprofloxacine [58]. La résistance aux quinolones est tres souvent présente chez
les entérobactéries productrices de BLSE. Des études menées dans différents
pays concluent que les souches CTX-M14, CTX-M15 sont plus en relation avec
une résistance a la ciprofloxacine que les autres BLSE [33,73]. La diminution de
sensibilité¢ a cette classe d’antibiotique peut étre due soit a une mutation
chromosomique (gyr A, par C), un mécanisme d’efflux, une imperméabilité, un

plasmide (protéine type qnr), une enzyme (aac (6’)-Ib-cr).

L’augmentation de la résistance a ces familles d’antibiotiques limite leur
utilisation en cas d’infection a germes BLSE et la rend problématique. Cette
augmentation fait des carbapénemes (imipenéme et méropeneme) les
antibiotiques de choix dans le traitement de ce genre d’infections [59, 70], du
fait de leur grande résistance vis-a-vis de ’action hydrolytique des BLSE [70].
Actuellement, I’imipenéme et 1’association béta-lactamines/inhibiteur de béta-
lactamases sont souvent les plus utilisés en milieu hospitalier ; chez les
immunodéprimeés, les patients ayant déja subit avec des C3G, et dans les
services de réanimation [16] ou régne une forte prévalence d’entérobactéries
productrices de BLSE, ce qui constitue un risque de sélection de germes
résistants aux carbapénemes. C’est d’ailleurs le cas pour une souche de K.
pneumoniae résistante a toutes les B-lactamines y compris a 1I’imipenéme, qui a
été isolé dans le laboratoire de Bactériologie du CHNU durant une étude
rétrospective sur une période de 12 mois (du 1% janvier au 31 décembre 2011),
[8] et auparavant chez six patients d’un service de chirurgie en région parisienne
en 2004 [27]. Il est intéressant de noter que dans notre étude toutes les
entérobacteries sécretrices de BLSE isolées ont été trés sensibles a I’imipenéme

(excepté une souche).

.



Chapitre V. Recommandations

Face a I’accroissement croissant de la résistance des bactéries a Gram
négatif et en particulier I’émergence des entérobactéries sécrétrices de BLSE, il
apparait nécessaire d’élaborer des recommandations spécifiques pour une
meilleure prise en charge de ces microorganismes multirésistants.

Ces recommandations ont pour objectif d’optimiser la détection des germes
producteurs de BLSE au laboratoire et de tenter d’apporter des réponses
pratiques sur les mesures utiles a appliquer en matiére de prévention, de

surveillance et de contréle de la transmission croisée de ces bactéries.

V.1. Prise en charge des infections nosocomiales [53, 54, 13, 32, 24]

Les infections nosocomiales constituent une réalit¢ de 1’hopital, qu’il est
nécessaire de combattre afin de réduire leurs effets néfastes sur le traitement des
patients.

Ainsi, la lutte contre ces infections va nécessiter :

» Une prise en charge curative : le traitement d’une infection a bactéries
résistantes doit étre fondé sur des criteres diagnostiques solides, car il n’existe
pas de spécificité du traitement antibiotique au seul motif de la résistance. Mais
devant des infections severes qui ne peuvent pas attendre les résultats du
laboratoire, le clinicien peut établir un schéma thérapeutique. Cependant, il faut
éviter 1’association d’antibiotiques bactéricides et bactériostatiques, car elle
entraine la résistance du germe dans 1’organisme ;

» Une prise en charge préventive : c’est I’antibioprophylaxie qui est indiquée
a chaque fois que le taux d’infection post-opératoire est élevé pour une étude
donnée et/ou a chaque fois que le risque d’infection post-opératoire n’est pas
acceptable compte tenu de sa gravité ;

> Les conditions d’hygiéne : qui concernent les acteurs suivants :




v’ Le malade : il doit préter une attention particuliére a son hygiéne corporelle et
vestimentaire ;

v Le visiteur : il doit respecter les régles d’hygiéne, un bain ou un lavage des
mains avec une solution hydro-alcoolique est indiqué, une fois chez lui ;

v" Le personnel hospitalier : les précautions générales impliquent la désinfection
des mains avec une solution hydro-alcoolique par chaque soignant, avant et
apres chaque contact avec le patient. Si les mains sont visiblement souillées, il
faut d’abord les laver avec de I’eau et du savon et les sécher avant de les
frictionner avec la solution hydro-alcoolique. Si un contact avec le sang ou les
liquides corporels du patient est probable, il faut prendre des précautions afin
d’éviter le contact direct avec ceux-ci. A cette fin, il faut mettre des gants,
éventuellement une sur blouse a manches longues et parfois un masque. Apres
avoir oté les gants, les mains doivent étre désinfectées avec une solution hydro-
alcoolique. Toutes les mesures doivent étre prises pour éviter des accidents par
pigdre ou coupure.

> L’environnement hospitalier : cette approche sera également appliquée dans
un cadre plus large comme lors du traitement du linge, I’évacuation des déchets

de soin, I’entretien quotidien des surfaces fréquemment touchées de la chambre.

V.2. Le bon usage des antibiotiques

Le bon usage des antibiotiques est un facteur d’importance primordiale a
prendre en compte dans la prévention ou le traitement des maladies infectieuses.

Il implique le respect de trois actes :
» La prescription : la prescription d’un traitement antibiotique nécessite la
certitude ou une forte présomption d’infection bactérienne. Le diagnostic est
basé sur une histoire clinique et un examen évocateur (notion de contage, fiévre
aigue, découverte d’une porte d’entrée ou d’un foyer infecticux).

Avant de débuter I’antibiothérapie, il faut évaluer :




v' La gravité de ’infection ;
v’ La nécessité et la possibilité des préléevements bactériologiques, en fonction
de la nature du foyer ;
v' La nécessité d’une thérapie d’urgence sans attendre les résultats des cultures ;
v’ La nécessité d’une hospitalisation.
On individualise trois types de traitements antibiotiques :
v" Antibiothérapie «probabiliste » ou « empirique » ;
v’ Antibiothérapie de I’infection microbiologiquement documentée ;
v’ Antibiothérapie prophylactique.

Le clinicien doit privilégier les antibiotiques a spectre étroit par rapport aux
antibiotiques a large spectre pour éviter d’exercer une forte pression de sélection
sur la flore commensale.

Les buts d’une association sont d’éviter I’émergence de résistance, d’élargir
le spectre antibactérien ou d’obtenir une urgence de bactéricidie.

» La délivrance : 1'usage non rationnel et abusif des antibiotiques est
consécutif a I’automédication. Cette derniére est due a 1’acces facile et a la
délivrance sans contréle des médicaments favorisant une augmentation de la
résistance.

» L’administration : pour espérer un bon traitement, il faut respecter :

v" La dose prescrite ;

v' Les moments des prises ;

v" La durée du traitement ;

v Les conditions de prise.




Conclusion

L’apparition des premiers antibiotiques avait suscité un grand espoir quant
au traitement des maladies infectieuses notamment dans les infections dites
nosocomiales. Cependant, cet espoir a été de courte durée avec I’émergence des
phénomenes de résistance développés par les bactéries. Cette résistance
bactérienne découle de plusieurs mécanismes tels que la sécrétion d’enzymes
qui inactivent les antibiotiques tels que les p-lactamines avec comme
conséquences une restriction du nombre d’antibiotiques choisis en premicre
intention et I’augmentation des échecs thérapeutiques.

C’est dans ce contexte que nous avons entrepris d’effectuer cette étude
rétrospective sur 1’épidémiologie des souches d’entérobactéries sécrétrices de
béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) isolées au laboratoire de Bactériologie
du CHNU A. Le Dantec entre 2011 et 2013, dans le but de déterminer leur
prévalence et leur profil de sensibilité par rapport a diverses familles

d’antibiotiques.

Les résultats de cette étude sont les suivants :

Le taux de prévalence globale des entérobactéries productrices de BLSE
au cours de ces trois années est ¢levé et est de 1’ordre de 24,32%. Cette
prévalence a baissé de facon significative pour passer de 28,5% en 2011 a
21,5% en 2013 (P = 0,019).

Parmi les souches isolées, Klebsiellae spp est la plus représentée avec un
taux de 42% dont 92,4% sont des K. pneumoniae suivie d’E. coli (34,9%) et
d’Enterobacter spp (18%).

La médiane d’age des patients infectés par les entérobactéries sécrétrices de
BLSE était de 40 ans [20-60].

Les enterobactéries sécrétrices de BLSE ont été le plus souvent hébergées

chez I’homme avec un taux de prévalence de 54,3%.




> La majorité des entérobactéries productrices de BLSE ont été isolées en
milieu hospitalier avec un taux de 67%.

> La majeure partie des souches d’entérobactéries sécrétrices de BLSE ont
eté isolees dans les unités de soins intensifs (38,6%).

> Les entérobactéries sécretrices de BLSE provenaient principalement des
prélevements d’urines (53,1%) et de pus (26,8%).

> Toutes les souches d’entérobactéries sécrétrices de BLSE étaient résistantes
aux aminopénicillines (amoxicilline), aux carboxypénicillines (ticarcilline), aux
ureidopenicillines  (pipéracilline), aux C1G (céfalotine) et aux C2G
(céfamandole). Ces bactéries ont également développé des taux importants de
résistance vis-a-vis de 1’association acide clavulanique/amoxicilline (69,6%) et
des autres béta-lactamines telles que 1’aztréonam (75,1%), aux céphamycines
(céfoxitine 56% ; cefixime 93,2%), aux C3G (céfotaxime ou ceftriaxone 94,3% ;
ceftazidime 83,3%). En outre, la majorité des souches avait associé une
résistance au complexe sulfaméthoxazole/triméthoprime (88,7%), a la
ciprofloxacine (76,8%), a la gentamicine (69,1%), et a la tétracycline (62,2%).
Par contre, la fosfomycine, I’amikacine et a un degré moindre le
chloramphenicol ont conservé une bonne activité sur ces souches, avec
respectivement 93,5%, 89,9% et 67,3% de taux d’efficacité. 1l est intéressant de
noter dans cette étude que les entérobactéries sécrétrices de BLSE demeurent

trés sensibles a I’imipenéme (excepté une souche).

L’extréme plasticité de la résistance aux antibiotiques, oblige aujourd’hui le
microbiologiste a détecter 1’émergence de souches résistances voire
multirésistantes aux antibiotiques notamment les entérobactéries sécretrices de

béta-lactamases a spectre étendu.

.



Pour contenir 1’étendu de ces bactéries multi-résistantes, il semble urgent
de mettre au point une politique basée sur un certain nombre de mesures a
savoir :
@ Une surveillance continue de la résistance bactérienne aux antibiotiques,
notamment par la détection des BLSE sur les souches isolées a partir des unités
de soins intensifs et des patients a haut risque ;
® Une politique de [I'utilisation des antibiotiques pour lutter contre
I’automédication abusive et les monothérapies notamment par les

3éme

céphalosporines de génération susceptibles de sélectionner des souches
sécrétrices de B-lactamases a spectre étendu ;

@ La mise en ceuvre de mesures d’asepsie et de stérilité au niveau des structures
hospitalieres pour lutter contre les infections nosocomiales favorables au
développement des souches multi-résistantes. On insistera sur le lavage
antiseptique des mains et le port de gants a usage unique et d’une sur blouse lors

de tout contact ou soin potentiellement contaminent.
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