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INTRODUCTION




Les bétalactamines constituent une famille d’antibiotiques trés largement prescritéren
clinique notamment dans les infections dues a la famille des entérobactéries.

Les bactéries appartenant a cette famille ont développé ces dernicres dnnées des
résistances avec la production de Béta Lactamase a Spectre Etendu (BLSE) [3,37].

L’évolution rapide de cette résistance bactérienne aux antibiotiques est un phénomene
actuellement préoccupant dans les pays en voie de développement particulierement.en Afrique
ou la prévalence de cette résistance est tres €levée [7].

A ce jour de nombreuses BLSE (> 230) ont ¢té décrites a travers' le monde représentant
un probléme majeur de santé publique[9], et aucune B-lactaming seule ou en association avec
des inhibiteurs de B-lactamases, n’est invulnérable a leur action potentielle.

Les souches d’entérobactéries productrices de BLSE sont en effét, souvent associées a
des épidémies associées aux soins, notamment en unités'de soins intensifs mais également
retrouvées en communauté et s’accompagnent fréquemment dune multi résistance aux
différentes classes thérapeutiques [36].

Parmi ces BLSE, il y’a les CTX-M décrits.a travers le monde et classés en 7 groupes
dont I'un des plus prévalent est le groupesCTX«M-1 tenfermant notamment le CTX-M-15
fréquemment isolé chez les humains, les animaux et dans I’environnement [21].

La détection en routine de ces souches séetétrices de BLSE repose sur des tests dont la
durée est comprise entre 4 et 18 heures (biologie moléculaire, test de synergie) ; d’ou la
nécessité de disposer de tests de diagnostic rapides fiables et faciles d’utilisation.

Ainsi, leur mise en évidence rapide ainsi que la connaissance de leur profil de sensibilité
s’averent primordiales pour unebonne prise en charge des patients infectés par ces bactéries.

C’est dans ce contexte que nous avons initié ce travail afin de participer a la
documentation des BLSE de.type CTX-M du groupe 1dans notre pays.

Les objectifs spécifiques étaient de :

-Etudier les performances du test de diagnostic rapide NG-Test CTX-M du laboratoire NG-
Bioteh caractérisant les BLSE de type CTX-M du groupe 1 en :

v Déterminant la'sensSibilité et la spécificité du test.

v Déterminantda valeur prédictive positive (Vpp) et la valeur prédictive négative (Vpn)

-Définipdeyprofil'de sensibilité des BLSE de type CTX du groupe 1
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I. Rappels sur les entérobactéries
I.1. Entérobactéries
I.1.1. Définition

Les entérobactéries forment une importante famille de bacilles & Gram négatif. Elles ont
en commun leur localisation préférentielle au niveau du tube digestif de 'homme et des animaux
d’ou leur appellation « entérobactérie ». On les trouve aussi dans la cavité buccale, au niveau
des voies aériennes supérieures et sur les organes génitaux. Elles peuvent persister en dehors
d'organismes vivants notamment dans le sol, I'eau et dans certaines denrées alimentaires [2,19].
La famille des entérobactéries est définie par les caracteres suivants [19] :

* bacilles a Gram négatif,

» mobiles avec ciliature péritriche ou immobiles,

* poussent sur milieux de culture ordinaires,

* aérobies - anaérobies facultatifs,

« fermentent le glucose avec ou sans production de gaz,

* réduisent les nitrates en nitrites,

* dépourvues de cytochrome oxydase.

I.1.2. Classification [12]

La famille des entérobactéries comprend actuellement pres de 200 especes pour plus de
40 genres, mais seule une vingtaine d'especes est plus communément isolée en bactériologie
clinique et appartiennent aux genres Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia,
Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella, Yersinia (Cf.

figure 1).




Figure 1 : Classification des entérobactéries.

(Source : http://www.microbes-edu.org/etudiant/entero.html , consulté le 22/01/2020)

I.1.3. Caracteres morphologiques

Ce sont des bacilles a Gram négatif, de 2 a 3 um de long et de 0,6 um de large,
généralement polymorphes. La plupart des entérobactéries sont mobiles, grace a leur ciliature
péritriche. D’autres sont immobiles, telles que Klebsiella et Shigella.

Les especes pathogenes pour I’homme posseédent des facteurs d’adhésion : fimbriae ou pili.

1.1.4. Pouvoir pathogéne [12]

Les entérobactéries sont responsables de deux grands types de manifestations
pathologiques : une pathologie spécifique telle la typhoide avec Salmonella Typhi, ou une
pathologie opportuniste, notamment dans le cadre d'infections associées aux soins.

Elles sont responsables d’infections a tous les niveaux de 1’organisme humain dont les

plus courantes sont les infections urinaires et les diarrhées.
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IL. Résistance des entérobactéries aux bétalactamines
II. 1. Les bétalactamines
I1.1.1. Définition

Les béta-lactamines sont des antibiotiques qui ont un noyau beta-lactame dans leur
structure avec une large classe d’antibiotiques comprenant les dérivés de la pénicilline, les
céphalosporines, les monobactames, les carbapénémes et les inhibiteurs de béta-lactamases, etc.
I1.1.2. Mode d’action des bétalactamines [48]

Les bétalactamines agissent sur la synthese du peptidoglycane en inhibant les protéines
liant la pénicilline (PLP). Elles bloquent les activités transpeptidase et carboxypeptidase,
compte tenu de leur analogie structurale avec le substrat de ces enzymes, le dipeptide terminal
(D-Ala-D-Ala) du pentapeptide. Elles se comportent comme des substrats « suicide » de ces
enzymes. Les bétalactamines se lient au site actif de la PLP pour former un complexe pré
covalent, puis le cycle béta-lactame s’ouvre pour former une liaison covalente irréversible avec
la sérine de la poche catalytique des PLP.

L’inhibition des PLP produit un arrét de la synthése du peptidoglycane et de la
croissance bactérienne. L’effet bactéricide résulterait d’une activation dérégulée d’autolysines
conduisant a la lyse bactérienne. L’efficacité des bétalactamines est donc conditionnée par leur
quantité au contact de la cible, leur affinité pour la cible et leur tolérance aux bétalactamases

(Ct. figure 2).




Figure 2: Mécanisme d’action des beta lactamines.

(Source : http://tpeay.e-monsite.com/pages/ii-amoxicilline.html , consulté le 22/01/2020)

I1.2. Résistance aux antibiotiques
I1.2.1. Définition des types de résistance

La résistance bactérienne est définie comme étant la capacité des bactéries a échapper a
I’action d’un antibiotique ou des biocides qui sont censés les tuer ou les controler.

La résistance d’une souche a un antibiotique est soit naturelle soit acquise. Dans le
premier cas, elle est propre a I’ensemble des souches de cette espéce, portée par le chromosome
et donc transmissible verticalement. Elle permettra de définir le phénotype sauvage et/ou
sensible d’une espece.

La résistance acquise, elle n’est présente que dans une proportion variable et évolutive
des représentants d’une espéce. Elle dérive d’une modification génétique due soit a une
mutation, soit a ’acquisition de matériel génétique comme par exemple un plasmide et sera
transmissible horizontalement. L’ensemble de ces résistances définit le phénotype résistant

d’une souche.
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Une bactérie est dite multi résistante quand elle est résistante a au moins 3 familles
d’antibiotique.
I1.2.2. Mécanisme de résistance des entérobactéries
Les entérobactéries peuvent développer plusieurs mécanismes de résistance aux
bétalactamines [22] (Cf figure 3) :
% Modification de la cible PLP, ce qui les rend moins sensibles aux bétalactamines
tout en gardant une activité physiologique normale ;
% Inactivation des bétalactamines par la synthése d’enzymes (bétalactamases) ;
% Acquisition ou surproduction des pompes efflux qui peuvent expulser
I’antibiotique hors de la cellule méme contre le gradient de concentration ;
.

¢ Modification des porines des bactéries a Gram négatif, ce qui ralentit la diffusion

des bétalactamines a travers la membrane externe.

Figure 3: Résistance des bactéries aux beta lactamines.

(Source :http://tperesistpenicilline.doomby.com/pages/resistance-bacterienne/mecanismes-de-

resistance-chaque-bacterie-et-son-mecanisme.html, Consulté le 22/01/2020)
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I1.2.3. Types de résistance
I1.2.3.1. Résistance naturelle ou phénotype « sauvage » aux béta lactamines

Les entérobactéries ont une résistance naturelle a certaines familles d’antibiotiques
comme les pénicillines G et M, les macrolides et apparentés (lincosamides, synergistines) et les
glycopeptides. De nombreuses classes d’antibiotiques restent cependant actives comme la
plupart des béta-lactamines, les aminoglycosides, les tétracyclines, les quinolones et les
sulfamides. Classiquement, les entérobactéries sont classées en groupes en fonction de leur

sensibilité naturelle aux béta-lactamines [49] (Cf. Figure 4).

Figure 4 : Résistances naturelles et acquises des entérobactéries.

(Source : http://www.memobio.fr/html/bact/ba_an_ent.html, Consulté le 22/01/2020)

I1.2.3.2. Résistance acquise ou phénotypes « résistants »

Toutes les entérobactéries sont capables d’intégrer des genes de résistance codant pour
une béta-lactamase [49].

La résistance acquise peut €tre soit enzymatique (production de béta-lactamases) ou non

enzymatique (modification de la cible, diminution de la perméabilité, systeme d’efflux) [17].



http://www.memobio.fr/html/bact/ba_an_ent.html

I1.3. Classification des bétalactamases (Classification d’Ambler)

La classification moléculaire d'Ambler proposée en 1980 est basée sur des critéres
phylogénétiques [1]. Elle classe les béta-lactamases en 4 groupes A, B, C et D.

Les bétalactamases de Classe A, C et D comportent une Sérine active responsable de
I’ouverture du cycle béta-lactame. Schématiquement, les béta-lactamases de classe A sont
sensibles a I’action de I’acide clavulanique, du sulbactam et le tazobactam. On y trouve la
majorité des BLSE (TEM, SHV, CTX-M, etc.) et des carbapénémases comme KPC (Klebsiella
pneumoniae Carbapénémase).

A T’opposé, les béta-lactamases de classe B ont besoin d’un ou deux atomes de zinc
ionisé bivalent (Zn>") pour hydrolyser leur substrat et sont ainsi couramment appelées «
Métalloenzymes » ou métallo- béta-lactamases (MBLs). Les bétalactamases de classe B sont
principalement des carbapénémases de type IMP et VIM, elles sont inhibées par ’EDTA
chélateur de cations bivalents.

Les béta-lactamases de classe C sont les céphalosporinases de type AmpC, inhibées par
la cloxacilline et insensibles a ’acide clavulanique.

Enfin, les béta-lactamases de classe D (béta-lactamases OXA) sont des oxacillinases,

qui constituent une famille extrémement composite en termes de spectre d’hydrolyse.




Tableau I: Classification des B-lactamases d’aprés Bush-Jacoby-Medeiros .




I1.4. Les Béta-lactamases a Spectre Etendu (BLSE)
I1.4.1. Définition [37]

Les BLSE sont des enzymes transférables qui conférent aux bactéries une résistance
pouvant atteindre méme les C4G. Ce sont des enzymes qui appartiennent aux classes A, C et D
de la classification d’Ambler.

11.4.2. Prévalence des BLSE

% Au niveau mondial

Les taux de prévalence des BLSE sont tres variables selon la localisation géographique
(Cf. Figure 5), ’espece bactérienne et I’origine des isolats [4,44].
Les prévalences rapportées dans la littérature concernaient surtout E. coli et K. pneumoniae.
Les prévalences les moins ¢levées (< 10 %) ont été notées en Europe du Nord, au Canada, aux
Etats-Unis, au Japon, en Australie et en Nouvelle-Zélande [15].
Ailleurs, des prévalences ¢levées ont été rapportées : 72,1% en Iran, 35,9% au Mexique, 33,3%

en Tanzanie [14].
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Figure 5 : Prévalence mondiale des BLSE [45].
¢ Au niveau Africain
Pour le continent africain, il existe peu de données, méme si des études régionales
laissent présager d’une forte prévalence [45]. Des taux de portage des BLSE en communauté

10% et 30,9% ont été rapportés respectivement au Sénégal et au Niger [40 ;46].

11.4.3. Mode de dissémination

Le réservoir actuel de ces bactéries productrices de BLSE est large.
Les activités humaines telles que 1’agriculture ainsi que la chaine de production alimentaire
constituent des voies principales de dissémination des BLSE [30] (Cf. figure 6).
Cette transmission des BLSE de I’animal & I’homme via I’industrie alimentaire est actuellement
démontrée grace a des comparaisons génétiques [20 ;27].
Les ¢éléments génétiques mobiles (plasmides) constituent les principaux supports de

transmission et de dissémination.




Figure 6: Voies de dissémination des souches de BLSE [47]

11.4.4. Principaux types de BLSE [37]
I1 existe plusieurs types de BLSE avec des spectres différents. On distingue :
-TEM : il existe de nombreux mutants dans ce groupe. Plus de 190 ont été identifiés

avec un phénotype BLSE (www.lahey.org/Studies/). Bien que fréquemment retrouvées

chez E. coli et K. pneumoniae, ces BLSE ont été aussi observées parmi d’autres especes

d’entérobactéries comme E. cloacae, P. mirabilis.

- SHV : les BLSE SHV-5 et SHV-12 étant les mutants les plus fréquents en Europe.
Ces BLSE ont été détectées parmi de nombreuses entérobactéries (notamment

K. pneumoniae).

-CTX-M : le type céfotaximase-Munchen conférait a I’origine, chez les entérobactéries,

un plus haut niveau de résistance au céfotaxime (ou ceftriaxone) céfépime et aztréonam



http://www.lahey.org/Studies/

qu’a la ceftazidime [5]. Certaines d’entre elles ont ensuite évolué vers un haut niveau
de résistance a la ceftazidime telles les enzymes CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-19,
CTX-M-23 ou encore CTX-M-32 dérivant par simple mutation (Asp240Gly) de CTX-
M-1[13]. Ce groupe d’enzymes rencontré chez diverses especes de bacilles a Gram
négatif telles entérobactéries (E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, Salmonella enterica,
Shigella sp.) va connaitre un extraordinaire essor [35 ;36].
La phylogénie de ces nouvelles BLSE montre un regroupement au sein de branches
avec les groupesCTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 et CTX-M-25.
Les analyses génétiques ont montré que les genes progéniteurs appartiennent au
genre Kluyvera, entérobactérie d’isolement tres rare en bactériologie médicale[S].
Ainsi, le phylum CTX-M-2 dérive de la béta-lactamase naturelle de Kluyvera
ascorbata [14]. L’environnement génétique de plusieurs CTX-M a permis de
découvrir I’existence de structures génétiques inconnues telles que la séquence
d’insertion ISEcp1 apportant un promoteur ou encore I’orf513 ou insertion sequence
common region (ISCR1)[5].
Enfin, on retrouve souvent de part et d’autre du géne béta-lactamase, des régions
correspondant au chromosome du progéniteur confirmant la mobilisation de tels
genes chromosomiques. Si le mécanisme exact de la mobilisation de ces genes est
encore mal précisé, il reste la question essentielle du lieu de capture de ces genes :

environnement hydrique, tellurique, alimentaire.




Tableau II : Classification des CTX-M [21].

Groupe de CTX M Type de CTX M
CTX-M-1 CTX-M-1. -3. -10. -12. -15. -22. -23
CTX-M-2 CTX-M-2. 4. -5. -6. -7. -20. -76. -77
CTX-M-8 CTX-M-8. -40. -63
CTX-M-9 CTX-M-9. -14. -16. -17. -18. -19
CTX-M-25 CTX-M-25. -26. -39. -41. -91
CTX-M-74 CTX-M-74
CTX-M-75 CTX-M-75

11.4.5. Détection des BLSE
11.4.5.1. Méthode basée sur la culture

Différents tests phénotypiques spécifiques ont €ét€¢ mis au point pour détecter la
production de BLSE. Chacun d’entre eux est bas¢ sur l'utilisation d’une C3G, habituellement la
cé¢fotaxime ou la ceftazidime, de méme qu’un inhibiteur de béta-lactamase associ¢ a
I’amoxicilline ou la ticarcilline, généralement I’acide clavulanique.

- Test de synergie

Le test de synergie est la premie¢re méthode décrite pour déterminer la production d’une
BLSE chez les entérobactéries [39]. Le test est considéré comme positif lorsqu’il y a une
augmentation nette de la zone d'inhibition d’une C3G (ex : ceftazidime) en direction du disque
contenant de I’acide clavulanique associé¢ a I’amoxicilline ou a la ticarcilline. Les valeurs de
sensibilité et spécificité associées a cette méthode sont respectivement de 94,1% et 81,4%.

Les disques de céfotaxime (CTX) ou ceftazidime (CAZ) et celui de ’amoxicilline -
acide clavulanique (AMC) sont placés a une distance de 30 mm maximum [’un de I’autre. La
zone d'inhibition autour du disque de ceftazidime est augmentée en direction du disque
d’amoxicilline-acide clavulanique, ce qui indique une synergie entre la ceftazidime et I’acide

clavulanique (Cf Figure 7).




Figure 7 : Test de synergie (Recherche de bouchon de champagne)
(Source : https://www.hediabenabdallah.fr/442603176 , Consulté le 09/02/2020)

- Bandelettes de E-test® pour la détection de BLSE

Les bandelettes Etest® BLSE contiennent un gradient de C3G a une extrémité de la
bande et un gradient d’une C3G combinée avec 1’acide clavulanique a l'autre extrémité. Le test
est positif lorsque la valeur de la CMI de I’antibiotique testé est réduite de plus de trois dilutions
en présence de 1'acide clavulanique (Cf. Figure 8).

Les valeurs de sensibilité et spécificité associées a cette méthode sont respectivement de

94,1% et 84,7%. C’est la meilleure méthode, mais elle est couteuse.

Figure 8 : Méthode de détection de la production de BLSE par E-test
(Source : https://www.hediabenabdallah.fr/442603176 , Consulté le 22/01/2020)
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- Méthodes biochimiques

Les techniques biochimiques, basées sur la mise en évidence d’une activité enzymatique
bactérienne, ont permis le développement de tests chromogenes. Les milieux de culture
chromogenes, développés dés 1989, se multiplient et permettent une identification simplifiée et
rapide de pathogénes de plus en plus nombreux (ChromID® Biomérieux, Brillance® Oxoid,
Select® Biorad. Etc.) (Cf. figure 9) [16 ; 43].

Ce principe est aussi exploité pour la mise en évidence précoce de mécanismes de
résistance aux bétalactamines.

En effet, la sécrétion de béta lactamase par une souche bactérienne peut étre mise en
évidence par un virage coloré d’une béta-lactamine chromogene hydrolysée. Ce principe a été
¢tendu a I’identification de résistance aux céphalosporines de troisieme génération [23 ;24] et

aux carbapénemes [34].

Figure 9 : Détection présomptive des entérobactéries productrices de Béta-Lactamase a
Spectre Etendu (BLSE) CHROMID® BLSE
(Source : https://www.biomerieux.fr/diagnostic-clinique/chromidr-blse , consulté le 29

Janvier 2020)

11.4.5.2. Méthodes moléculaires

I1 existe plusieurs méthodes moléculaires dont la réaction de polymérisation en chaine
(PCR) et I’hybridation sur bio puces a ADN. La technique PCR est la plus utilisée dans les tests
diagnostiques. En pratique courante de laboratoire, il est inutile de vouloir poursuivre

I’identification d’une BLSE, car seule une PCR suivie surtout d’un séquengage (choix
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important d’amorces) permettra une identification précise, compte tenu de la diversité de

séquences de ces enzymes.

11.4.5.3. Méthodes automatisées
% Systémes automatisés

La détection des BLSE par VITEK (bioM¢érieux) ou microscan walkaway (Dade
Behring, Siemens, Beckman-Coulter) ou BD phoenix (Becton-Dickinson) est basée sur
'évaluation simultanée de l'activité antibactérienne de plusieurs C3G mesurée seules et en
présence d’acide clavulanique.

Le dispositif de lecture mesure la turbidité a intervalles réguliers. La proportion de la
baisse de croissance dans les puits contenant une C3G seule est comparée avec ceux ou la C3G
est en présence d’un inhibiteur de béta-lactamase.

L’interprétation est réalisée par le systeme informatis¢ intégré. Les valeurs de sensibilité
et spécificité associées a cette méthode sont respectivement de 85,9% et 78,0%. La confirmation

par un test de synergie est toujours recommandée.

¢ Spectrométrie de masse (MALDI TOF)

La présence d’une BLSE peut étre détectée en introduisant une bétalactamine dans la culture
¢tudiée et en suivant les variations apparaissant sur le spectre protéique, suite a I’hydrolyse de
I’antibiotique et a ’apparition de ses produits de dégradation [42].

Le spectre obtenu est comparé a celui contenu dans la base de données du systéme.

11.4.5.4. Les tests immuno chromatographiques

Ces tests ne nécessitent aucun équipement spécial ni personnel hautement qualifié, ils
sont aussi particuliecrement adaptés aux situations d’urgence et de précarité dans les pays en
voie de développement.

Plus récemment, sont apparus sur le marché des tests immuno chromatographiques a

réaliser directement sur colonie pour détecter un mécanisme de résistance [32].

III. Tests de diagnostic rapide de la résistance aux antibiotiques
II1.1. Définition
Ces tests dits « rapides » sont généralement définis comme des tests analytiques de

réalisation rapide et simple, fiables et faciles a interpréter, pouvant étre effectués hors du




laboratoire (au lit du patient, au cabinet du médecin ou dans un service clinique). En
bactériologie, ces tests ne répondent pas toujours a tous ces critéres.

En effet, certains ne sont réalisables qu’au sein du laboratoire, soit parce qu’ils
nécessitent une infrastructure spécialisée (biologie moléculaire, spectrométrie de masse), soit

parce qu’ils doivent étre réalisés a partir de colonies bactériennes.

IIL.2. Principe

Les tests rapides de détection de la résistance aux antibiotiques sont basés sur la mise
en évidence d’une activité enzymatique bactérienne grace a I’utilisation d’anticorps spécifiques
dirigés contre ces enzymes produites.
Des anticorps anti-anticorps marqués permettent d’effectuer la révélation (Cf Figure 10).
Ce principe est aussi exploité pour la mise en évidence précoce de mécanismes de résistance

aux béta-lactamines.
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Figure 10 : Principe d’un test rapide de détection de béta-lactamases
(Source : https://www.aphp.fr/contenu/detecter-lantibioresistance-plus-vite-et-plus-
simplement, consulté le 29 Janvier 2020)
II1.3. Intérét
Ces tests ont permis une réduction considérable des délais diagnostiques.
L’utilité diagnostique est la capacité du test a permettre une décision fondée sur une

modification pertinente de la probabilité du diagnostic avant et aprés le résultat du test,
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permettant de passer d’une zone de probabilité incertaine avant le TDR a une zone décisionnelle

apres le test [31].

II1.4. Critéres de validation des tests rapides [31]

Elles comportent en premier lieu la sensibilité (Se) et la spécificité (Sp) qui évaluent le
caracteére discriminant du test, c'est-a-dire sa capacité¢ a distinguer les malades et les non-
malades. La Se est la fréquence des tests positifs chez les malades et la Sp la fréquence des tests
négatifs chez les non-malades. De nombreux TDR sont des tests semi-quantitatifs dont le choix
de la valeur seuil, classant la réponse en normale ou pathologique, doit offrir le meilleur
compromis entre Se et Sp selon les qualités recherchées pour ce test.

Ces 2 valeurs ne sont pas influencées par la prévalence de la maladie dans la population
étudiée. Leur intérét décisionnel est faible car elles ne permettent pas de déterminer la
probabilité que le patient soit malade si le test est positif (valeur prédictive positive ou VPP),
et la probabilité que le patient ne soit pas malade si le test est négatif (valeur prédictive
négative ou VPN).

Ces valeurs prédictives utiles a la décision médicale dépendent de la Se et de la Sp du
test mais aussi de la prévalence de I’affection dans la population, et varient donc d’une
population a I’autre.

Une prévalence ¢levée augmente la VPP et diminue la VPN, et inversement. VPP et
VPN présentées dans une étude doivent donc étre interprétées en observant la prévalence dans

la population d’étude et en la comparant a celle de la population rencontrée par le clinicien.




DEUXIEME PARTIE :

TRAVAIL EXPERIMENTAL




I. OBJECTIFS
L’objectif principal était de participer a la documentation des BLSE de type CTX-M du
groupe 1.
Les objectifs spécifiques étaient de :
1-Etudier les performances du test de diagnostic rapide NG-Test CTX-M du laboratoire NG-
Bioteh caractérisant les BLSE de type CTX-M du groupe 1 en :
v' Déterminant la sensibilité et la spécificité du test.
v' Déterminant la valeur prédictive positive (Vpp) et la valeur prédictive négative (Vpn).

2-Definir le profil de sensibilité des BLSE de type CTX du groupe 1.

IL. Type, cadre et période de I’étude
Il s’agit d’une étude transversale a visée descriptive réalisée a I’Institut Pasteur de Dakar

en Novembre 2019.

III. Souches bactériennes

Nous avons travaillé sur des souches d’Escherichia coli sécrétrices de BLSE révélées
par le test de synergie et caractérisées par PCR en recherchant le géne blaCTX-M en utilisant
des paires d’amorces spécifiques de CTX-M du groupe 1 et confirmées par un test rapide NG-
Test CTX-M de BG Biotech.

L'identification des bactéries isolées était basée sur I'utilisation de milieu chromogéne
de type Chromogar Orientation de BD apres 18 a 24H d’incubation a I’étuve a 37°C.

Escherichia coli apparait en colonie de taille moyenne et de couleur rose (Figure 11).

@



Figure 11 : Escherichia coli sur milieu Chromagar Orientation BD
IV. Matériels et méthodes
IV.1. Matériels
- Kit NG-test CTX-M
- Portoir
- Gants
- Anses jetables
- Vortex
- Poubelle
- Chronometre
- Densitometre
- Boite de Pétri
- Ecouvillons stériles
- Tubes a hémolyse stériles
- Pipettes pasteur stérile
- Pied a coulisse ou reégle graduée
- Anse de platine
- Etuve a 37 °C
- Bec bunsen
- Tubes a vis
- Distributeur d’antibiotiques semi-automatique / pinces

- Pipettes de transfert stériles
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- Disques d’antibiotiques (CRO, FOX, CAZ, ERT, AMC, AZT ...)
- Réfrigérateur +4°C et -20°C.
- Eau physiologique (0.9 % NaCl)
- Milieu Miiller Hinton
- Turbidimétres
- Micropipette
- Logiciel Adagio
- Gants
IV. 2. Méthode
IV.2.1. Evaluation test rapide NG-Test CTX-M
% Principe du test
NG-Test CTX-M est un test rapide en immuno-chromatographie et prét a I’emploi pour
la détection des beta-lactamases CTX-M du groupe 1 a partir d’une colonie bactérienne
prélevée sur un milieu gélosé solide apres culture (16 heures) et traitée dans un tampon
d’extraction.
Le test utilise des anticorps monoclonaux dirigés contre les BLSE CTX-M du groupe 1 afin de
détecter de facon sélective une antibiorésistance de la bactérie testée.

L’essai est réalisé par la distribution d’un volume suffisant d’échantillon dans le puits
de la cassette. Des anticorps monoclonaux anti CTX-M-15 marqués sont présents dans le papier
conjugué.

Lorsque I’échantillon migre a travers la bandelette, I’enzyme CTX-M présente est
capturée au niveau de la zone test (T) contenant des anticorps monoclonaux anti CTX-M-15
immobilisés. La zone de contrdle (C) doit, quel que soit le résultat, montrer une bande de
couleur rouge. Elle indique que le test a été exécuté correctement.

L’apparition de deux bandes rouges, en T (Test) et en C (Controle) indique la présence de
CTX-M groupe 1 dans I’échantillon. Sil’échantillon ne contient pas de CTX-M groupe 1, seule

la bande de controle (C) apparaitra dans la fenétre de résultat.
% Mode opératoire (Cf figure 12)

1. Porter des gants de protection

2. Ramener les composants du kit a température ambiante pendant au moins 10 minutes

Rapporr- g’fﬂf uit.com @
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Préparation de |’échantillon

1. Déposer 5 gouttes (150uL) de tampon d’extraction dans un tube Eppendorf fourni.

2. A partir de la culture sur gélose solide, prélever une colonie a I’aide d’une oese puis la mettre
en suspension dans le tube Eppendorf contenant 150uL de tampon d’extraction.

3. Fermer le tube Eppendorf.

4.Vortexer pour homogénéiser le mélange avant 1’utilisation.

Réalisation du test
1. Ouvrir le sachet et retirer le dispositif; une fois ouvert, le test doit étre utilisé
immédiatement.
2. A partir de la pipette fournie, prélever 100 pL du mélange préparé (faire monter
I’échantillon jusqu’au trait noir indiqué sur la pipette) et les déposer dans le puits
échantillon marqué S.

3. Lire les résultats a 15 minutes (Cf figure 13).

Figure 12 : Réalisation du test NG-test CTX-M.

Figure 13 : Lecture interprétative du test rapide
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IV.2.2. Evaluation de la sensibilité aux antibiotiques des souches

Les antibiogrammes ont été effectués par la méthode de diffusion en milieu gélosé ou
Kirby Bauer. Les disques d’antibiotiques de BioRad suivants amoxicilline (AMX, 25 ug),
amoxicilline-acide clavulanique (AMC, 20/10 pg), cefoxitine (FOX, 30 pg), cefotaxime (CTX,
30 pg), ceftazidime (CAZ, 30 pg), aztreonam (ATM, 30 pg), ertapenem (ERT, 10 pg),
gentamicin (GM, 10 pg), amikacine (AN, 30png), chloramphenicol (C, 30 pg), tetracycline (TE,
30 pg), sulfamethoxazole-trimethoprime (SXT, 1.25/23.75 ng), ciprofloxacine (CIP, 5 pg),
piperacilline-tazobactam (PTZ, 75/10 ng) et fosfomycine (FOS, 50 pg). La souche E. coli
ATCC 25922 a été utilisée comme souche de contrdle.

Les sensibilités aux antibiotiques ont été analysées et interprétées grace a I’automate
ADAGIO de BioRad selon les recommandations du CA SFM 2019.

La production de betalactamases a spectre ¢largi (BLSE) a été détectée par le test de
synergie entre 1’association amoxicilline + acide clavulanique « AMC » et une céphalosporine
de troisieme ou quatrieme génération et/ou 1’aztréonam.

Cette synergie était caractérisée par une image en « bouchon de champagne » et signe
la présence d’une BLSE.

La résistance aux carbapénémes (Imipéneme, Ertapénéme) était évoquée pour des

diametres d’inhibition respectifs inférieurs respectivement a 16mm et a 22mm.

IV.2.3. Analyse des données

La saisie des données et ’analyse statistique ont été respectivement effectuées grace au
logiciel Excel version 2010 et SPSS 20.0.

Nous avons déterminé les parametres suivants : sensibilité, spécificité et les valeurs

prédictives positive et négative pour le test rapide.
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Tableau III : tableau de contingence des résultats d’un test

_ WV x 100
=  Sensibilité =
FR o+ WP
5 W % 100
= Specificite = -
FP o+ N

l.‘; Valeus [I'u'IF' + ‘-.-’H] % 100

globale = FN + VP + FP +

Figure 14: formules de calcul de la sensibilité et de la spécificité

VN)
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V. RESULTATS
V.1. Souches testées
Au total, 50 souches de E. coli productrices de BLSE ont été utilisées dans 1’étude.

L’analyse moléculaire de ces souches a révélé la présence des génes BLSE suivants : TEM,

SHV, OXA-1, CTX-M1, CTX-M9 (Cf. annexe).

V.2. Fréquence du géne CTX-M du groupe 1
Une BLSE de type CTX-M du groupe 1 ont été retrouvées chez 39 souches/50 soit une
fréquence de 78%.

CTX-M1

45
40
35
30
25
20
15

11

10

Positive Negative

Figure 15 : Fréquence des souches appartenant au CTX-M du groupe 1

V.3. Comparaison résultats NG-Test CTX-M versus PCR

Le test NG-Test CTX-M était positif chez 39 souches qui hébergeaient le gene CTX-MI
recherché par technique de biologie moléculaire soit une sensibilité de 100% (0,91- 1,00).

Le test était par contre négatif pour 11 souches qui hébergeaient des génes de BLSE autres
(TEM, SHV, OXA1 et CTX-M9) que celui du CTX-M1 d’ou une spécificité¢ de 100% (0,72-
1,00) (Cf. Tableau IV).

E



Tableau IV : Comparaison des résultats du test CTX-M1 vs PCR.

Tests /Résultats NG test CTX-M PCR

N Génes
Positifs 39 39 (CTX-M1)
Négatifs 11 11 (TEM=2 ; SHV=0 ;

CTX-M9=6 ; OXA1=2)

La comparaison des résultats obtenus avec le test NG-Test CTX-M avec ceux de la PCR
a montré que le nombre de faux positif est néant soit une Valeur prédictive positive (Vpp) de
100% (0.91-1.00) et une absence de faux négatif soit une Valeur prédictive négative (Vpn) de
100% (0.72-1.00).

V.4. Profil de sensibilité des souches d’Escherichia coli sécrétrices de BLSE du
groupe 1

Nous avons réalisé les antibiogrammes sur 53 de ces souches d’Escherichia coli
sécrétrices de BLSE de type CTX-M du groupe 1.

En ce qui concerne les betalactamines, les souches ont montré toutes une résistance aux
pénicillines (Amoxicilline et Pipéracilline). Par contre quelques rares souches (6/53) ont montré
une sensibilité a I’association Amoxicilline-Acide clavulanique.

S’agissant des céphalosporines, nous avons observé une résistance aux céphalosporines
de lére et 2eme génération. En ce qui concerne les C3G, nous avons noté une résistance de
toutes les souches a la céfotaxime et 96,2% étaient résistantes a la céftazidime.

Nous avons observé des résistances a la céfépime a I’aztréonam respectivement a 88,8%
et a2 96,1%.

Par contre, il y’ avait une assez bonne sensibilité des souches a la céfoxitine (40/53)
soit 75,5% et a I’association pipéracilline-tazobactam (31/53) soit 58,5%.

En ce qui concerne les quinolones, nous avons observé une résistance aux quinolones
de prémicre et deuxiéme génération(ciprofloxacine) a 98,1%.

L’association triméthoprime-sulfomethoxazole (SXT) montrait une résistance dans

84% de méme que la tétracycline (92,4%) soit 49/53. Par contre, les sensibilités a la
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minocycline et a la tygécycline étaient respectivement 39,6%(21/53) et 92,5%(49/53) des
souches.

En ce qui concernent les macrolides, il y’avait des resistances a la tobramycine et a la
gentamycine respectivement de 84,9% et 67,9%.

Néanmoins, il y’a une trés bonne sensibilité des souches a I’amikacine 92,5% soit 49/53.

Les souches présentaient une trés bonne sensibilité a la fosfomycine avec 98,1% soit
52/53souches.

La sensibilité aux carbapénemes étaient respectivement de 98,1% pour I’'imipéneéme et

de 100% pour I’ertapéneme.
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Tableau V : Profil de sensibilité des souches d’Escherichia coli sécrétrices de BLSE type CTX-
M du groupe 1.

Sensibilité
Antibiotiques Valeurs (n/N) Pourcentage %
Amoxicilline 0/53 0
Ticarcilline 0/53 0
Amoxicilline-Acide clavulanique 6/53 11,3
Cefalotine 0/53 0
Cefuroxime 0/53 0
Cefotaxime 0/53 0
Ceftazidime 2/53 3,7
Céfépime 2/53 3,7
Aztréonam 1/53 1.8
Céfoxitine 40/53 75,5
Ciprofloxacine 0/53 0
Tétracycline 0/53 0
Minocycline 21/53 39,6
Tigécycline 49/53 92,4
Tobramycine 8/53 15,1
Gentamycine 17/53 32,0
Amikacine 49/53 92,4
Chloramphénicol 37/53 69,8
Sulfométhoxazole-trimétoprime 9/53 16,9
Pipéracilline-tazobactam 31/53 58,5
Fosfomycine 52/53 98,1
Imipénéme 52/53 98,1
Ertapénéme 29/29 100
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VL. Discussion

Ce travail a été réalisé dans I’optique d’étudier les BLSE de type CTX-M du groupe 1.

En effet ce groupe constitue le plus prévalent parmi les groupes de BLSE notamment
avec le CTX-M15 qui constitue la quasi-totalité des souches de ce groupe d’ou I’orientation du
test vers ce groupe.

Ce groupe d’enzymes est rencontré chez diverses bacilles a Gram négatif telles que les
entérobactéries notamment E.coli et K.pneumoniae |5 ;35 ;45].

La PCR constitue la méthode de référence pour la détection des genes de résistance
hébergés par les bactéries mais celle-ci est onéreuse et nécessite un équipement lourd avec un
personnel qualifié. Par contre les tests de diagnostic rapide (TDR) offrent I’avantage de la
rapidité et de la simplicité d’étude pour contourner la lourdeur des techniques moléculaires.

Toutefois, les performances du TDR doivent étre étudiées et les résultats comparés a ceux
donnés par la PCR.

Dans le cadre de cette étude, le TDR a été testé sur des souches d’E.coli sécrétrices de
BLSE préalablement identifiées grace au test de synergie puis caractérisées par biologie
moléculaire.

Nous avons retrouvé une sensibilité de 100% avec le NG-Test CTX-M. Cette bonne
sensibilité du test constitue un élément important dans la détection rapide des BLSE appartenant
a ce groupe apres obtention de colonies bactériennes, permettant une bonne prise en charge
thérapeutique des patients infectés par les entérobactéries productrices de ces enzymes.

En effet, la connaissance du type de résistance hébergée par une bactérie pourrait permettre
de guider au maximum I’antibiothérapie probabiliste dans la mesure ou les BLSE de type CTX-
M sont connues comme ¢€tant des enzymes conférant chez les entérobactéries un plus haut
niveau de résistance au céfotaxime (ou ceftriaxone),ceftazidime et aztréonam par rapport a la
ceftazidime [5].

De méme, une spécificité de 100% a été observée en comparaison avec la PCR. De plus,
NG-Test CTX-M était négatif sur 6 souches hébergeant le gene CTX-M9.

Ce qui démontre que le test, en plus de ne pas détecter les BLSE autres que CTX-M permet
de faire la différence au sein des BLSE du groupe CTX-M.

Cette spécificité a détecter les souches produisant une BLSE de type CTX-M du groupe 1
est un élément important en bactériologie avec 1’émergence de la résistance aux antibiotiques.
D’autant plus que le type CTX-M15 qui est prédominant dans ce groupe est largement décrit a

travers le monde.




Des taux de portage de souches d’entérobactéries productrices de BLSE en communauté de
10% et 30,9% ont été rapportés respectivement au Sénégal et au Nigéria, avec la présence
exclusive de I’enzyme CTX-M15 [43].

L’utilisation facile et rapide de ce test pourrait constituer un outil de diagnostic intéressant
pour le laboratoire de bactériologie pour le screening des souches productrices de ces enzymes.
En effet, ce test ne nécessite pas d’investissement pour le laboratoire comparé a la technique de
biologie moléculaire (thermocycleur, personnel qualifié, etc.) qui n’est pas accessible a la
majorité des laboratoires des pays en voie de développement [10].

Mais il faudrait tenir en compte le fait que le test puisse €tre faussement négatif du fait
d’une non expression du géne de résistance de ’enzyme CTX-M du groupe 1 ou de la présence
d’un geéne de BLSE autre que CTX-M du groupe 1. Pour cela, il faudrait devant toute suspicion
de BLSE, en plus du test réaliser le test de synergie en veillant a rapprocher suffisamment les
disques car ce dernier est un bon reflet de ’expression du gene de résistance a la BLSE.
Cependant, ce test connait des limites :

- Il ne permet pas de spécifier le type de CTX-M du groupe 1

- Ne détecte pas les autres groupes du CTX-M, en particulier le type CTX-M14 (donc

un test négatif ne signifie pas 1’absence de BLSE)

- Son colt unitaire actuel est inaccessible a la plupart des laboratoires dans les pays en

voie de développement.

Dans notre étude I’évaluation de la sensibilité aux betalactamines a montré une
résistance complete aux pénicillines (Amoxicilline et Pipéracilline).

En effet, les entérobactéries sécrétrices de BLSE présentent une résistance naturelle a
I’amoxicilline, a la ticarcilline et a la pipéracilline [37].

Par contre 11,3% des souches (6/53) ont montré une sensibilité a I’association
Amoxicilline-Acide clavulanique.

En effet, il existe quelques souches d’entérobactéries sécrétrices de BLSE sensibles aux
inhibiteurs de béta-lactamase car lors d’un phénotype de résistance de type pénicillinases
(PASE), il y a lieu de distinguer entre les enzymes de la classe A, sensibles aux inhibiteurs
enzymatiques, acide clavulanique ou tazobactam par exemple de celles résistantes comme les
PASEs de la classe D [37].

En ce qui concerne les céphalosporines, nous avons observé une résistance aux
céphalosporines de 1¢re et 2éme génération. Il s’agit d’une résistance naturelle des BLSE quel

que soit le type [37].




Concernant les C3G, nous avons noté une résistance de toutes les souches a la
céfotaxime et 96,2% étaient résistantes a la céftazidime.

La résistance a la céfotaxime et a la céfiriaxone constitue la carte d’identité des souches
d’entérobacteries sécrétrices de BLSE de type CTX-M. Ceci a été retrouvé par Tamta sur des
souches d’Escherichia coli [41].

Au Sénégal, Camara avait retrouvé en 2017 une résistance des entérobactéries
productrices de BLSE a la céfotaxime et a la ceftriaxone a hauteur de 99,9% [8]. En effet, parmi
les CTX M du groupe 1 seulement CTX-M 15 inhibe la ceftazidime [25]. Ceci pourrait
expliquer les rares souches sensibles a la ceftazidime observées dans notre étude.

L’activité hydrolytique différentielle se traduit par des résultats différents au niveau du
test de synergie. Une image de synergie entre 1’amoxicilline-acide clavulanique et la
ceftazidime n’est pas observée au cas ou la souche est sensible a la ceftazidime. Mais du fait
que les BLSE de type CTX-M 15 soit majoritaires, cette synergie est le plus souvent visible
[25].

Nous avons observé des résistances €levées a la céfépime qui est une céphalosporine de
4¢ génération (C4G) et a I’aztréonam.

Lors de résistance aux C3G (céfotaxime, cefiriaxone, ceftazidime), il y a des différences
de comportement en particulier pour les C4G entre BLSE, céphalosporinase hyperproduite
(CASE HP), céphalosporinase a spectre ¢largi (CASE SE) et carbapénémase (CARB) [37].

Si I’hyperproduction de la CASE (mutation du géne régulateur ampD et non celui de
structure ampC) s’individualise par une résistance a diverses béta-lactamines dont la
ticarcilline, la pipéracilline, les céfamycines, les C3G ou encore 1’aztréonam, quelques béta-
lactamines restent épargnées telles mécillinam, C4G (céfépime, cefpirome) et carbapé-
nemes (imipénéme par exemple). Cependant, a émergé depuis quelques années en clinique, la
résistance acquise aux C4G, initialement en France, puis dans d’autres pays par obtention de
mutants de CASE ayant une meilleure affinité, d’ou le terme de CASE a spectre élargi ou encore
extended spectrum AmpC (ESAC) [18].

Nous avons quand méme observé une assez bonne sensibilité des souches a la céfoxitine
et a I’association Pipéracilline-tazobactam.

La céfoxitine est une céphamycine qui suscite beaucoup d’intérét du fait d’un
¢élargissement de son spectre sur les bacilles a Gram négatif par rapport aux céphalotines, en

particulier par sa meilleure stabilité a I’hydrolyse des bétalactamases [6].




La céfoxitine et 1’association pipéracillane-tazobactam constituent des molécules
pouvant étre utilisées comme alternatives aux carbapénémes dans le traitement des infections a
enterobactéries secretrices de BLSE [26].

Le type de résistance induite par les BLSE de type CTX-M est médi¢ par des plasmides
ce qui favorise un croisement de la résistance a d’autres familles d’antibiotiques [36]. Ceci
pourrait expliquer les taux élevés de résistance observés dans notre étude pour la tetracycline,
I’association sulfamethoxazole/trimethoprime, le chloramphenicol et la ciprofloxacine [8].
Cette tendance a été observée dans plusieurs études notamment au Maroc, a Taiwan et au
Canada [13 ;28 ; 38].

Un taux faible de résistance a ¢été noté pour la tygécycline, ’amikacine et la
fosfomycine. Ceci a €té rapporté par Camara en 2017 ainsi que par d’autres auteurs en Corrée,
a Taiwan et au Japon [8].

Nous n’avons noté une sensibilité quasi-complete aux carbapénémes. Camara avait
reporté la méme tendance au Sénégal ainsi que d’autres auteurs au Maroc et a Taiwan [13 ;29].

Cependant, nous notons une utilisation abusive des carbapénémes en thérapeutique
conduisant ainsi a I’émergence dans le monde entier d’enterobacteries résistantes aux
carbapénémes soit par acquisition par les souches de betalactamases hydrolysant les
carbapénémes ou par une combinaison d'une B-lactamase AmpC médiée par un plasmide et
perte d'une protéine de la membrane externe [11 ; 34]. Ce qui constitue une véritable menace

pour ’antibiothérapie.




CONCLUSION




Cette étude a été réalisée pour évaluer les performances du test NG-test CTX-M 1 sur
des souches de E. coli productrices de BLSE.

En comparaison avec les résultats de la PCR, NG-test CTX-M 1 avait montré une
sensibilité et une spécificité¢ de 100% ainsi que des valeurs prédictives positive et négative de
100%. Ces résultats témoignaient de la bonne fiabilit¢ de NG-test CTX-M pour la détection
souches bactériennes productrices de BLSE CTX-M du groupe 1.

La connaissance du profil de sensibilité des souches de BLSE de type CTX-M du groupe
1 associée a la disponibilité de test rapide a un cout accessible permet une meilleure prise en

charge de ces types d’infections.
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ANNEXES




Annexe

Ne N° Dossier TEM SHV 0XAl CTX-M1 CTX-M9 Test rapide
1 70106017 Neg Neg Pos Pos Neg pos
2 70106198 Pos Neg Pos Pos Neg pos
3 70112308 Neg Neg Pos Pos Neg pos
4 70120110 Neg Neg Pos Pos Neg pos
5 70123096 Neg Neg Pos Pos Neg pos
6 70127203 Neg Neg Neg Pos Neg pos
7 70129132 Neg Neg Neg Pos Neg pos
8 70129196 Neg Neg Pos Pos Neg pos
9 70204010 Neg Neg Pos Pos Neg pos
10 70211093 Neg Neg Pos Pos Neg pos
11 70211223 Pos Neg Pos Neg Pos neg
12 70212069 Pos Pos Pos Pos Neg pos
13 70212303 Pos Neg Pos Pos Neg pos
14 70223298 Neg Neg Neg neg Pos neg
15 70224125 Neg Neg Neg neg Pos neg
16 70302064 Pos Neg Pos Pos Neg pos
17 70302067 Neg Neg Pos Pos Neg pos
18 70310144 Neg Neg Pos Pos Neg pos
19 70311319 Neg Neg Pos Pos Neg pos
20 70313157 Neg Neg Pos Pos Neg pos
21 70313204 Pos Neg Neg Neg Pos neg
22 70320169 Pos Pos Neg Pos Pos pos
23 70321092 Neg Neg Neg Neg Neg neg
24 70323239 Pos Pos Pos Pos Neg pos
25 70403318 Neg Neg Pos Pos Neg pos
26 70407172 Neg Neg Pos Pos Neg pos
27 70408065 Neg Neg Neg Pos Neg pos
28 70409357 Neg Neg Neg Pos Neg pos
29 70410229 Pos Neg Pos Pos Neg pos




30 70421132 Neg Neg Pos neg Neg neg
31 70504273 Pos Neg Pos Pos Neg pos
32 70505067 Pos Neg Pos Pos Neg pos
33 70526066 Neg Neg Neg Neg Neg neg
34 70601279 Pos Neg Pos Pos Neg pos
35 70505314 Neg Neg Pos Pos Neg pos
36 70508214 Neg Neg Neg Neg Pos neg
37 70511308 Neg Neg Neg Neg Pos neg
38 70518104 Neg Neg Pos Pos Neg pos
39 70518368 Neg Neg Neg Pos Neg pos
40 70518379 Neg Neg Pos Pos Neg pos
41 70518391 Pos Pos Pos Pos Neg pos
42 70608224 Neg Neg Neg Pos Neg pos
43 70613031 Pos Neg Pos Pos Neg pos
44 70617245 Pos Neg Neg Pos Neg pos
45 70622049 Pos Neg Pos Pos Neg pos
46 70623180 Neg Neg Neg Pos Neg pos
47 70626231 Pos Neg Pos Pos Neg pos
48 70629315 Neg Neg Pos Pos Neg pos
49 70629007 Neg Neg Neg neg Neg neg
50 70518392 Neg Neg Neg Neg Neg neg




Résumé

Introduction

Depuis plus de 20 ans, il a été démontré chez les entérobactéries I’acquisition de plasmides secrétant les
BLSE. Les BLSE de type CTX-M sont isolées dans toutes les régions du monde et leur incidence n’a cessé
d’augmenter.
Aujourd’hui ces types de BLSE sont classés en 7 groupes dont les plus retrouvés sont les groupes CTX-M-1 et
CTX-M-9 renfermant respectivement CTX-M-15 et CTX-M-14 qui sont les plus fréquemment isolés chez les
humains, les animaux et dans 1’environnement.
En effet cette dissémination importante est due au fait que ces enzymes sont supportées par des éléments génétiques
mobiles (plasmides). La disponibilité de test de diagnostic rapide (TDR) efficace de ces types de BLSE ainsi que
la connaissance de leur profil de sensibilité aux antibiotiques constituent des enjeux majeurs dans la connaissance
de I’épidémiologie de ces pathogénes.
Objectifs
Nous nous sommes proposés de :
-Etudier les performances du test de diagnostic rapide NG-Test CTX-M du laboratoire NG-Bioteh caractérisant
les BLSE de type CTX-M du groupe 1 en :
v' Déterminant la sensibilité et la spécificité du test.
v' Déterminant la valeur prédictive positive (Vpp) et la valeur prédictive négative (Vpn)
-Définir le profil de sensibilité des BLSE de type CTX du groupe 1
Méthodologie
Nous avons comparé 50 tests de NG-Test CTX-M avec les résultats obtenus par biologie moléculaire (39 vrais
positifs et 11 vrais négatifs par PCR). Nous avons réalisé les tests en toute conformité avec les instructions du
fabricant. L’étude des profils de sensibilité a été effectuée par exploitation des résultats d’antibiogramme réalisé
par la méthode des disques selon les recommandations du CASFM 2019.Les résultats ont été saisis par Excel et
analysés par SPSS 20.0.
Résultats
Le test NG-Test CTX-M était positif chez 39 souches qui hébergeaient le géne CTX-M1 recherché par technique
de biologie moléculaire soit une sensibilité de 100% (0,91- 1,00).
Le test était par contre négatif pour 11 souches qui hébergeaient des génes de BLSE autres (TEM, SHV, OXA1 et
CTX-M9) que celui du [CTX-MI|d’ot1 une spécificité de 100% (0,72-1,00).
Les Valeurs prédictives positive (Vpp) et négative (Vpn) étaient respectivement de 100% (0.91-1.00) et 100%
(0.72-1.00).
Les souches ont montré une bonne sensibilit¢ a la tygécycline(92,5%), a [’amikacine(92,5%),a la
fosfomycine(98,5%) et a I’ertapénéme (100%).
Conclusion
L’émergence de souches d’entérobactéries productrices de BLSE de type CTX-M a changé 1’épidémiologie
mondiale de la résistance aux antimicrobiens.
La connaissance du profil de sensibilit¢ des souches de BLSE de type CTX-M du groupe 1 associée a la
disponibilité de test rapide & un cout accessible permet une meilleure prise en charge de ces types d’infections.

Mots clés: BLSE, CTX-M, TDR, sensibilité.
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