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INTRODUCTION




La lutte contre I’acquisition par les bactéries de résistances aux antibiotiques représente un défi
majeur pour la médecine du XXle siecle. L’augmentation croissante de I’incidence des
entérobactéries productrices de bétalactamases a spectre élargi (EBLSE), est a I’origine
d’infections graves et est a I’origine d’une prescription accrue d’antibiotiques a large spectre. Les
bétalactamases sont des enzymes constitutionnelles ou acquises, produites par les bactéries. Leur
activité provoque I’ouverture du cycle beta-lactame et crée un intermédiaire acyl-enzyme instable
qui est ensuite dégradé en acide inactif [1].

L’émergence et la dissémination de nouvelles bétalactamases, premier mécanisme en cause dans
la résistance des bactéries a Gram négatif (BGN) aux bétalactamines, sont concomitantes a
I’introduction des bétalactamines dans I’arsenal thérapeutique. Ainsi, I’introduction des
céphalosporines de troisieme génération (C3G) en pratique clinique au début des années 1980,
permettant de lutter contre les infections a germes producteurs de pénicillinases, a été suivie, des
1983, de la description de la premiere bétalactamase a spectre élargi (BLSE) chez Klebsiella
pneumoniae en Allemagne [1]. Plus de 200 BLSE ont maintenant été décrites et leur diffusion a
travers le monde pose un Véritable probleme de santé publique [2]. Les BLSE sont des enzymes a
large spectre, conférant une résistance a la quasi-totalité des bétalactamines, excepté les
céphamycines (difficiles a utiliser en thérapeutique) et les carbapénémes. Jusqu’a la fin des années
1990, les entérobactéries productrices de BLSE étaient principalement des espéces dites «
hospitaliéres », Klebsiella pneumoniae ou Enterobacter spp, et diffusant de facon clonale entre
patients hospitalisés. Depuis le début des années 2000, 1’émergence et la dissémination explosive
de « nouvelles » BLSE (type CTX-M) sont observées au niveau mondial, avec un changement
radical de I’épidémiologie. En effet, la diffusion des CTX-M au sein de 1’espéce Escherichia coli
a bouleversé 1’épidémiologie classique des BLSE, avec une dissémination de telles souches dans
la communauté [3,4].

Le défi majeur est aujourd’hui de limiter la propagation des entérobactéries productrices de BLSE
en milieu communautaire et surtout hospitalier, ceci passe par I’identification et la réalisation d’un
antibiogramme.

- Notre étude a été réalisée au laboratoire de bactériologie-virologie du CHNU de FANN avec
comme objectif général la détermination de la prévalence des entérobactéries productrices de
bétalactamase a spectre élargi et/ou résistantes a I’imipénéme. Les objectifs spécifiques sont :

o D’identifier les principales EPC (Entérobactérie Productrice de Carbapénemases) isolées
au laboratoire,
o Déterminer la sensibilité des EBLSE vis-a-vis des autres familles d’antibiotiques

(aminosides, quinolones...)



PREMIERE PARTIE




1. Généralités sur les entérobactéries

1.1. Définition [5, 6]

La famille des Enterobacteriaceae comprend de nombreux genres bactériens répondant a la
définition suivante :

- bacilles @ Gram négatif ;

- immobiles ou mobiles gréace a une ciliature péritriche ;

- aérobies anaérobies facultatifs ;

- se développant aisément sur milieu ordinaire ;

- fermentant le glucose avec ou sans production de gaz ;

- ne possédent pas de cytochrome oxydase ;

- réduisant les nitrates en nitrites (quelques exceptions parmi Erwinia).

1.2. Historique [7, 8]
La naissance de la famille des Enterobacteriaceae remonte a 1937 lorsqu’Otto RAHN proposa
le genre Enterobacter pour regrouper les microorganismes présentant des propriéetes
biochimiques et morphologiques communes et parmi lesquels on trouvait déja des noms tels
qu’Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Proteus, Serratia ou Shigella. Deux années apres cette
description qui concernait 112 espéces, ce nombre fut ramené a 67. Les travaux des équipes de
Don Brenner et de Patrick A. D. Grimont ont permis une veritable explosion de cette famille

avec un tres grand nombre de nouveaux genres et especes décrits depuis une vingtaine d’années.

En 1972, Edwards et Ewing rapportaient 11 genres et 26 especes dans la famille des

Enterobacteriaceae.

En 1973, 31 genres et 139 espéeces étaient caractérisés. En 1985, Farmer et Coll décrivaient 22

genres comprenant 69 especes et 29 groupes entériques.

1.3. Classification
La famille des Enterobacteriaceae comprend actuellement 100 especes répertoriées [13]. Les
especes les plus communément isolées en bactériologie clinique appartiennent a 12 genres
(Tableau I) : Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus,

Providencia, Salmonella, Seratia, Shigella, Yersinia.



Tableau | : Classification des entérobactéries.

Groupes Sous familles Genres Espéces
EDWARDSIELLEAE | Edwardsiella
Salmonella Typhi
Salmonella
GROUPE | SALMONNELLEAE | Salmonella Paratyphi
Salmonella
Enteritidis
ESCHERICHIEAE Escherichia Escherichia coli
Shigella dysenteriae
Shigella Shigella flexneri
GROUPEI Shigella boydii
Shigella sonnei
LEVINEAE Levinea
Klebsiella Klebsiella
pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Enterobacter
GROUPE Il KLEBSIELLEAE aerogenes
Enterobacter
Enterobacter
cloaceae
Serratia Serratia marcescens
Erwinia
Proteus mirabilis
GROUPE IV PROTEAE Proteus Proteus vulgarl.s.
Proteus rettgerii
Providencia
Yersinia enterolitica
GROUPE V YERSINIEAE Yersinia Yersinia
pseudotuberculosis

1.4. Habitat [9, 10]
Le nom d’entérobactéries a été¢ donné parce que ces bactéries sont en général des commensaux
ou des saprophytes, suivant les espéces microbiennes, du tube digestif de I’homme et des

animaux.

Mais ce caractére écologique n’est pas exclusif des entérobactéries qui peuvent proliférer en
abondance dans ’environnement (sols et eaux) et participer aux grands cycles de dégradation

des matiéres organiques.



2. Caracteéres bactériologique des entérobactéries

2.1. Morphologie [6, 10, 11, 12]
Toutes les entérobactéries ont une morphologie habituellement typique ; bacilles a Gram négatif
de 2-3 um de long sur 0,6 um de large, généralement polymorphes.

Les especes mobiles les plus nombreuses le sont grace a une ciliature péritriche. Certaines sont
immobiles (Klebsiella, Shigella, Yersinia pestis). La présence d’une capsule visible au

microscope est habituelle chez les Klebsiella.

La plupart des especes pathogénes pour I’homme posseédent des fimbriae ou pili qui sont des

facteurs d’adhésion.

2.2. Culture [9, 10, 11, 13]
Les enterobactéries poussent facilement sur les milieux ordinaires en 24 heures a 37°C en

aérobiose et en anaérobiose.

Leurs exigences nutritionnelles sont, en genéral, réduites et la plupart se multiplient en milieu
synthétique avec une source de carbone simple comme le glucose. Sur milieux gélosés, les
colonies d’entérobactéries sont habituellement lisses, brillantes, de structure homogéne (type «
smooth » ou S). Cet aspect peut évoluer aprés cultures successives pour donner des colonies a

surface séche rugueuse (type « rough » ou R).

Les Klebsiella forment des colonies souvent trés muqueuses, larges et luisantes. Les Proteus

ont tendance a envahir la gélose et a y former un tapis uniforme.

En milieu liquide, les entérobactéries occasionnent un trouble uniforme du bouillon.

2.3. Biochimie [14].
L’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-espéce sont

nombreuses (Tableau I1).



Tableau Il : Caracteres biochimiques de quelques entérobactéries [14].

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 - + +/x - - - - - - -
Test ONPG - + + + +/- + + + - - - R R T
H2S +() +() - - - - - - + + - - - -
Urease - -(+) - - - +/- - - + + ¥ + - I+
Ph.alamine DA et TDA - - - - - - - - + + + + + -
Indole - - + + +/- -(4) - - + - T T n -
Citrate de Simmons +(-) + + - - +/- + + +/- +/- - + ¥ -
Mannitol + + + + +/- + + + - - - + +/- +/-
Saccharose - +/- +/- +/- - + + + + X +/- +/- +/- +/-
V.P - - - - - +(-) + + - - - - - -

Légende :

+ = positif en 1 ou 2 jours ; (+) = positif tardivement ; - = négatif ; DA = désaminase ; TDA = tryptophane désaminase ; V.P = VVoges Proskauer ;

x = tardivement et irrégulierement positif (fermentation due a des mutants) ; -(+) = en général négatif — exceptionnellement positif tard.




2.4. Antigenes [15]
La détermination du sérotype est réalisée pour des souches dont I’identification biochimique

est certaine. 1l existe différents antigenes :

« Les antigenes 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.

+ Lesantigenes H
Ce sont des antigenes qui ne sont présents que chez les souches mobiles. Constitués d’une
protéine, la flagelline, ils sont thermostables et inactivés par 1’alcool.
Les réactions d’agglutination se produisent rapidement et sont constituées d’agglutinats

floconneux, facilement dissociables par agitation.

+ Les antigenes K
Ces antigénes capsulaires sont généralement constitués d’une couche externe
polysaccharidique. Parmi les antigénes K, se trouvent les antigénes L, A, B d’E. coli et
I’antigéne Vi de certaines Salmonella ou Citrobacter. Ces antigenes peuvent rendre la souche
qui les posséde inagglutinable par les antiserums O. Ils sont détruits par une ébullition de 2
heures.
Les antigénes d’adhérence ou adhésines, de nature protéique, en relation avec la présence de

pili sont classés parmi les antigenes K (K88, K99).

% L’antigéne Kunin
Cet antigéne commun chez la famille des Enterobacteriaceae n’est pratiquement retrouvé que
dans cette famille et a un intérét taxonomique.
Des antisérums dirigés spécifiquement contre chacun des antigénes bactériens sont préparés en
utilisant les méthodes de I’absorption spécifique des anticorps de Castelcani. Des anticorps qui
se sont fixés sur I’antigéne bactérien correspondant forment des agglutinats. Apres
centrifugation, il ne reste plus dans le surnageant que des anticorps qui n’ont pas été en contact

avec I’antigéne.



2.5. La résistance aux antibiotiques

2.5.1. Résistance aux betalactamines

R

% Synthése d’enzymes inactivatrices : Bétalactamases a Spectre Elargi
(BLSE)
> Définition [1]
C’est le mécanisme prédominant de la résistance aux betalactamines chez les entérobactéries.
Ce sont des enzymes capables d’ouvrir le cycle beta-lactame en créant un intermédiaire acyl-

enzyme instable, menant au final a la perte d’un groupement carboxyle (Figure 1).

ui“ .\\“
N > OH HN ’ HN
coo COOH COOH
b-lactamase décarboxylation
spontanée

Figure 1 : Mécanisme d’hydrolyse d’une bétalactamine par une bétalactamase.

Deux systemes de classification sont couramment acceptés, établis sur des bases fonctionnelles

et moléculaires.

» Classification des bétalactamases a spectre élargi
La classification d’Ambler [16] comporte quatre groupes A, B, C et D (Tableau IlI). Les
bétalactamases de classe A, C et D comporte une sérine active responsable de I’ouverture du
cycle beta-lactame. A 1’opposé, les bétalactamases de classe B ont besoin d’un ou deux atomes
de zinc ionisé (Zn?*) pour hydrolyser leur substrat et sont ainsi couramment appelées sous le
nom de « métallo-enzymes ».
Schématiquement, les bétalactamases de classe A sont sensibles a I’action de I’acide
clavulanique, du sulbactam et du tazobactam qui sont des inhibiteurs des bétalactamases. On'y
trouve la majorité des bétalactamases retrouvées chez E. coli, comme TEM, SHV, des
bétalactamases a spectre élargi (BLSE) comme les CTX-M, et des carbapénémases comme
KPC et certains variants de GES (mutation Gly170Ser ou Gly170Asn).
Les bétalactamases de classe B sont principalement des carbapénémases comme IMP et VIM,
elles sont inhibées par ’EDTA.



Les bétalactamases de classe C sont les céphalosporinases de type AmpC, inhibées par la
cloxacilline.

Enfin les bétalactamases de classe D sont des oxacillinases, qui constituent une famille
extrémement composite en termes de spectre d’hydrolyse.

La classification de Bush et al. est plus ramifiée [17] notamment avec la présence de sous-
classes pour les bétalactamases de classe A (Tableau I11).

Tableau 111 : Classification des bétalactamases selon Bush et al. [17], Ambler [16] et

proposition de Giske et al. [18].

Type Bush Ambler Giske Inhibiteur Exemple
Céphalosporinase de type AmpC 1 C ESBLj.c Cloxacilline AmpC des entérobactéries du groupe
3 et leurs dérivés plasmidiques
Pénicillinase des bactéries 2a A Clavulanate Pénicillinase de Staphylococcus aureus
Gram positifs
Pénicillinase a spectre étroit 2b A Clavulanate TEM-1, SHV-1
Béta-lactamases a spectre élargi 2be A ESBL, Clavulanate TEM-3, SHV-2, CTX-M, PER, VEB,
GES (170Gly)
Pénicillinases résistantes 2br A TEM-30
aux inhibiteurs
Complex mutant TEM 2ber A ESBL, TEM-50
Carbénicillinases 2c A Clavulanate PSE-1
Oxacillinases 2d D OXA-1
Céfuroximases 2e A Clavulanate Céphalosporinase de Proteus vulgaris
Carbapénémases 2f A ESBLcsrpa-a Clavulanate KPC, GES (170Ser et 1704Asn)
Métallo-béta-lactamases 3 B ESBLcarear EDTA VIM, IMP
Autres béta-lactamases 4 Pénicillinase de Burkholderia cepacia
non classées

Le terme BLSE, qui recouvrait les enzymes de type TEM et SHV, a été lui-méme étendu aux
CTX-M qui ne dérivaient pourtant pas de bétalactamases a spectre étroit. Ainsi, « BLSE » a
progressivement désigné les bétalactamases de classe A d’Ambler présentant un large spectre

d’hydrolyse comprenant notamment les C3G.

» Différents types de BLSE
v" Anciennes BLSE

e BLSE de type TEM (Temoniera)
De nombreux dérivés de TEM-1/2 (> 150) ont été décrits a ce jour, dont plus de 100 avec un
phénotype de BLSE. Bien que fréeguemment retrouvées chez E. coli et K. pneumoniae, les BLSE
de type TEM ont aussi été rapportées parmi les autres membres de la famille des entérobactéries
ainsi que P. aeruginosa [19,20]. En Europe, les BLSE de type TEM les plus fréquentes sont
TEM-24 chez Enterobacter aerogenes, TEM-3 et TEM-4 chez K. pneumoniae, et TEM-52 chez
Salmonella enterica et E. coli [21]. Les mutations responsables de 1’¢élargissement de spectre

ont généralement lieu au niveau de 4 «hot spots» de la protéine (positions 104,164, 238 et 240)
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[22]. A noter que certains dérivés de TEM (environ 30) ne sont pas des BLSE mais présentent
une diminution de sensibilite aux inhibiteurs des bétalactamases, ce sont les TRI (pour TEM

Résistantes aux Inhibiteurs) [19].

e BLSE de type SHV (Sulfhydryl Variable)
La majorité des dérivés de SHV-1 (> 60) ont un phénotype de BLSE, avec SHV-5 et SHV-12
étant les mutants les plus fréquents en Europe [21]. Les BLSE de type SHV ont été détectées
parmi de nombreuses entérobactéries (notamment K. pneumoniae) mais aussi chez P.
aeruginosa et Acinetobacter spp. [19,20]. Comme les dérivés de TEM, les mutations dans SHV-
1 (68% d’identit¢é avec TEM-1) ont lieu classiquement au niveau de quelques positions
(notamment 238 et 240) [22].

Enfin, le géne codant pour SHV-12 a été décrit en association avec le déterminant plasmidique
de résistance aux quinolones, QnrB [21].

v Nouvelles BLSE

e BLSE de type CTX-M (Céfotaximase -Munich)

Ces enzymes «émergentes» pourraient représenter trés prochainement les BLSE les plus
fréquentes au sein des entérobactéries au niveau mondial aprés une diffusion rapide depuis le
milieu des années 90 [19,20,23,24]. Au niveau de leur spectre d’activité, elles hydrolysent
préférentiellement le cefotaxime, d’ou leur nom de céfotaximases [23]. En effet, les bactéries
productrices de CTX-M sont résistantes au cefotaxime (CMI > 64 ul/mL) et plus ou moins
sensibles a la ceftazidime (CMI de 2 a 8 ul/mL), tandis que les CMI de ’aztréonam sont
variables [25]. Au niveau structural, les CTX-M ne sont pas proches des bétalactamases de type
TEM ou SHV (<40 % d’identité¢) [23]. A ce jour, de nombreuses variantes de CTX-M ont été
décrits (>50), et sont classés en 6 groupes phylogénétiques distincts : CTX-M-1, CTX-M-2,
CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 et CTX-M-45 [26].

Les enzymes Toho-1/2, décrites au Japon, sont tres proches structuralement des CTX-M et sont
donc classées parmi celles-ci [23]. A noter que certaines variantes (ex. CTX-M-15, CTX-M-
32) avec une activité de ceftazidimase ¢élevée (CMI > 256 pl/mL) ont été décrit (mutation

ponctuelle en position 240) [23,26].

Les progéniteurs des CTX-M ont été identifiés sur le chromosome de Kluyvera spp. qui est une

entérobactérie non pathogene environnementale. En effet, les progéniteurs des genes codant
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pour les CTX-M des groupes 1 et 2 et pour celles des groupes 8 et 9 sont respectivement K.
ascorbata et K. georgiana, tandis que les sources des CTX-M des groupes 25 et 45 restent
inconnues [27]. Depuis leurs progeniteurs, les genes ont été capturés grace a des éléments
génétiques mobiles type séquence d’insertion (ex. ISEcpl, ISCR1) ou a des phages, et transférés
sur des plasmides conjugatifs qui ont ensuite diffusé parmi les entérobactéries pathogenes
[22,26,27]. Les souches productrices de CTX-M ont été initialement rapportées de fagon
sporadique a la fin des années 80 au Japon (FEC-1), en Europe (MEN-1, CTX-M-1) et en
Argentine (CTX-M-2) [23].

e BLSE de type PER (Pseudomonas Extended Resistance)

L’enzyme PER-1, initialement découverte en 1993 chez P. aeruginosa en Turquie, est frequente
chez P. aeruginosa et Acinetobacter spp. mais a aussi été détectée chez S. enterica serovar
Typhimurium, Providencia spp, Proteus mirabilis et Alcaligenes faecalis [28]. En Turquie, une
étude recente a montre que 32 % des souches resistantes a la ceftazidime de P. aeruginosa et
55 % de celles de A. baumannii étaient productrices de PER-1 [25]. Une seconde enzyme, PER-
2 (86 % d’identité avec PER-1), a été détectée en 1996 chez S. enterica sérovar Typhimurium
en Argentine, et depuis chez d’autres entérobactéries, Vibrio cholerae et A. baumannii [25,28].
Tandis que PER-1 est surtout présente en Turquie et en Corée du Sud (quelques cas décrits en
Italie, France et Belgique), PER-2 n’a été détectée qu’en Amérique du Sud. Enfin, une souche
de P. aeruginosa produisant a la fois PER-1 et la carbapéneémase VIM-2 a été detectée en Italie
[28].

e BLSE de type VEB (Vietnam Extended-spectrum Betalactamase)
L’enzyme VEB-1 (38 % d’identité avec PER-1) a été retrouvée en 1996 chez une souche d’E.
coli isolée chez un patient vietnamien puis chez P. aeruginosa en Thailande [25,28]. A ce jour,
4 dérivés de VEB-1 ont aussi été decrits (VEB-2 a VEB-5). VEB-1 a été détectée chez P.
aeruginosa au Koweit, en Chine, en Inde et au Bangladesh, chez A. baumannii en France, en
Belgique et en Argentine, chez P. stuartii en Algérie, chez Enterobacter cloacae et
Achromobacter xylosoxidans en France, et chez E. coli au Canada [25]. Plusieurs épidémies
nationales ont été rapportées : A. baumannii VEB-1 en France et en Belgique ; P. mirabilis
VEB-1 en Corée du Sud ; et E. cloacae en Chine. Enfin, a noter que le gene codant pour VEB-
1 est souvent localis¢ au sein d’un intégron et peut donc étre associé¢ a d’autres geénes de

résistance comme gnrA, déterminant plasmidique de la résistance aux quinolones [25].
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e BLSE de type GES (Guyana Extended-Spectrum Betalactamase)

Les BLSE de type GES sont de plus en plus rapportées chez les BGN. A ce jour, 9 variants
différents ont été décrits dont GES-2 en Afrique du Sud, GES-5 & GES-8 (GES-7 = IBC-1 ;
GES-8 = IBC-2) en Grece, GES-3 et GES-4 au Japon, GES-5 en Corée du Sud, en Chine et au
Brésil, et GES-9 en France [25]. A noter que, contrairement a la plupart des BLSE, GES-1
n’hydrolyse pas I’aztréonam et surtout GES-2 hydrolyse les carbapénémes en étant moins
sensible aux inhibiteurs des bétalactamases. Par une unique mutation, GES-2 est le premier
exemple de BLSE avec un ¢largissement du spectre d’activité aux carbapénemes ; depuis, 4
autres dérivés ont été décrits (GES-4 a GES-6, GES-8) [25]. De facon inquiétante, des souches
de P. aeruginosa produisant GES-1 et la carbapénémase VIM-11 et d’E. coli produisant GES-
7 et la carbapénemase VIM-2 ont été décrites respectivement en Argentine et en Gréce. Enfin,
plusieurs épidémies de BGN producteurs de BLSE de type GES ont été rapportées : K.
pneumoniae en Corée du Sud, au Portugal et en Gréece, S. marcescens aux Pays-Bas, et P.
aeruginosa en Afrique du Sud [25].

e Autres BLSE de classe A
L’enzyme SFO-1 (Serratia fonticola) n’a été détectée qu’une seule fois chez une souche de E.

cloacae isolée au Japon en 1988 [25].

L’enzyme BES-1 (Brazilian extended-spectrum p-lactamase) n'a été isolée qu’une scule fois a

partir d’une souche de S. marcescens au Breésil en 1996 [25].

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

BEL-1 pourrait disséminer dans les souches de P. aeruginosa en Belgique [25].

L’enzyme TLA-1 (Tlahuicas - tribu indienne) a été décrite dans une souche de E. coli isolée au
Mexigue en 1993. Depuis, plusieurs cas de bactériémies et d’infections urinaires nosocomiales
dues a une souche de K. pneumoniae produisant a la fois SHV-5 et TLA-1 ont été rapportés au

Mexique. A noter que TLA-1 n’a été identifi¢ qu’au Mexique [25].

Le géne codant ’enzyme TLA-2 est porté par un plasmide de 47 kb (pRSB101) isolé a partir

d’eaux usées de traitement de plantes en Allemagne en 2002.

Cependant, I’espece hébergeant ce déterminant n’a pas pu étre identifiée et aucune souche TLA-

2-positive n’a été décrite a ce jour.
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e BLSE de type OXA (Oxacillinase)

Bien que les BLSE appartiennent souvent a la classe A, plusieurs oxacillinases (classe D et
classe 2d) ont des propriétés de BLSE [19 - 20 - 29]. Les bétalactamases de type OXA conférent
la résistance a ’ampicilline et a la céfalotine, et sont caractérisées par une forte activité
hydrolytique des pénicillines M (oxacilline, cloxacilline). De plus, elles sont faiblement
inhibées par l’acide clavulanique [20]. La plupart des bétalactamases de type OXA
n'hydrolysent pas de facon significative les C3G/C4G mais I’évolution par mutation(s)
ponctuelle(s) vers un élargissement du spectre a di avoir lieu comme pour les dérivés de
TEM/SHV2, [25].

Les bétalactamases de type OXA représentent une famille phylogénétiquement tres hétérogéne
et les BLSE de type OXA dérivent de OXA-10, de OXA-13, de OXA-2 ou sont non reliées
(OXA-18, -45) [20 - 25]. Bien que la plupart des BLSE dérivées de OXA-10 conférent une
résistance plus élevée au cefotaxime, les activités enzymatiques des BLSE de type OXA sont
trés variables. Les BLSE de type OXA sont principalement retrouvées chez P. aeruginosa, mais
ont aussi été détectées chez d’autres BGN dont les entérobactéries [20 - 25]. Découvertes
initialement chez P. aeruginosa en Turquie, elles ont ensuite été décrites en France, a Taiwan,
en Corée et aux Etats-Unis. Malheureusement, trés peu d’études épidémiologiques ont été
menées pour évaluer la dissémination des BLSE de type OXA [25].
% Diminution de la perméabilité

C'est chez E. coli que la relation entre les porines et la résistance aux betalactamines a éte le
mieux étudiée [30]. Deux porines OmpF et OmpC sont présentes chez E. coli. Il a été démontré
que I’absence des OmpC ne s'accompagnait pas d'augmentation de la résistance alors que
I’absence des OmpF s'accompagne d'une résistance a | *ampicilline et a la céfoxitine (4 x CMI)
sans modification de la CMI pour la céphaloridine. Ces résultats témoignent d'un passage
préférentiel des betalactamines a travers la porine OmpF. La suppression des 2 porines OmpF
et OmpC s'accompagne d'une résistance marquée a ces trois antibiotiques (32 x CMI). Des
résultats variables ont été obtenus pour les céphalosporines de 3™ génération [31,32] avec
généralement une faible augmentation plus marquée pour le moxalactam (10 - 100 x CMI).
Alors qu'il n'existe pas de mutant de porines d'Escherichia coli rapporte en clinique, de tels
mutants obtenus in vitro et in vivo ont été rapportés dans d'autres espéces, comme les
Salmonella, les Klebsiella, les Serratia et les Enterobacter [31,33 - 37] (Tableau 1V). Dans ces
espéces, la résistance est croisee pour toutes les bet&lactamines excepte I’imipenéme, peu

marquée par I’aztréonam et le cefotaxime (4 - 10 x CMI), elle est souvent importante pour le
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moxalactam et la céfoxitine (10 - 100 x CMI). Les mutants par impermeéabilité s'accompagnant
d'altération de protéine de la membrane externe rapportes en clinique chez H. influenzae et N.
gonorrhoeae [38,39] n'auraient qu'une faible augmentation de leur CMI aux betalactamines.

s Phénoméne d’efflux
L’hyperexpression des systéemes d’efflux représente un mécanisme de résistance aux
antibiotiques tres répandu et a été décrite chez de nombreuses especes bactériennes a Gram
positif ou a Gram négatif d’intérét médical comme les staphylocoques, les streptocoques, les
entérobactéries ou P. aeruginosa. Cependant, les résistances acquises aux betalactamines liées
a ’hyperexpression de ces systémes d’efflux n’ont été décrites que chez des bactéries & Gram

négatif comme E. coli, P. aeruginosa ou N. gonorrhoeae (Tableau 1V) [40, 41,42].

Tableau IV _: Exemples de systémes d’efflux de bactéries a Gram négatif incluant les

betalactamines dans leur spectre de substrat [40,41]

Bactérie Systeme d’efflux Substrats antibiotiques®

Escherichia coli AcrAB-TolC B-lactamines, quinolones, macrolides, tétracyclines, chloramphé-
nicol, novobiocine

Pseudomonas aeruginosa MexAB-Oprm toutes p-lactamines sauf l'imipénéme®, quinolones, macrolides,
tétracyclines, chloramphénicol, novobiocine, triméthoprime, sul-
fameéthoxazole

Pseudomonas aeruginosa MexCD-OprJ B-lactamines® sauf les carbapénémes, la ceftazidime et L'aztréo-
nam, quinolones, tétracyclines, chloramphénicol, novobiocine, tri-
méthoprime

Pseudomonas aeruginosa Mex XY-OprM B-lactamines sauf |'imipénéme®, quinolones, macrolides, tétracy-
clines, chloramphénicol, novobiocine

Neisseria gonorrhoeae MtrCDE B-lactamines, macrolides, tétracyclines, chloramphénicol

°L'hyperexpression des systémes d’efflux confére une augmentation de deux a huit dilutions des concentrations minimales
inhibitrices pour les antibiotiques substrats.

®Le méropénéme est touché, contrairement a l'imipénéme.

“Parmi les p-lactamines anti-Pseudomonas, la céfépime et la cefpirome sont les plus touchées.

Cette hyperexpression fait souvent suite a des mutations survenant dans les genes répresseurs
qui régulent la transcription de tous ces systémes transporteurs, comme par exemple le géne
mexR pour la pompe MexAB-OprM de P. aeruginosa ou le géne mtrR pour la pompe MtrCDE
de N. gonorrhoeae [40,41,42].

D’autre part, chez les entérobactéries comme E. coli, I’hyperproduction de I’activateur
transcriptionnel MarA (multiple antibiotic resistance), qui résulte de la mutation du répresseur
marA, est capable a la fois de diminuer la porine OmpF en diminuant la traduction du gene
ompF et de stimuler I’expression de nombreux génes dont certains codent pour des pompes
d’efflux actif comme le systéeme AcrAB [41]. Ces systémes d’efflux sont surtout actifs sur les
betalactamines les plus hydrophobes qui ne passent pas la barriere de la membrane

cytoplasmique et s’accumulent dans I’espace périplasmique [41,43,44]. lls agissent en synergie
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avec la barriére d’imperméabilité bactérienne que représentent la membrane externe et les
bétalactamases constitutives. Leur hyperexpression chez des especes naturellement peu
permeéables et posseédant une céphalosporinase constitutive Amp-C comme P. aeruginosa peut
conférer des résistances croisées cliniquement significatives a des antibiotiques appartenant a
différentes familles comme les betalactamines, les quinolones, le chloramphénicol ou les
tétracyclines [40]. De méme, chez N. gonorrhoeae, une synergie entre I’hyperexpression de la
pompe d’efflux MtrCDE et une mutation de la porine majeure PorIB (géne penB) qui module
I’entrée de la pénicilline et de la tétracycline peut conférer une résistance a ces antibiotiques
[42].

% Modification de la cible
L'altération des PLP n'a été que rarement démontrée chez les bactéries a Gram négatif
[38,45,46]. In vitro, on a montré que des mutations touchant la PLP2 d’E. coli,
s'accompagnaient d'une résistance vis-a-vis du mécillinam et de I’imipenéme alors que celles

touchant la PLP3 s'accompagnaient d'une résistance vis-a-vis des céphalosporines [46].

A partir de souches de gonocoque et d'Haemophilus influenzae isolées en clinique, on a montré
que des diminutions d'affinité d'une ou deux PLP étaient responsables d'augmentation modérée
de la résistance a ’ensemble des betalactamines [38 ,39]. 11 est probable que ce mécanisme non
enzymatique soit le plus fréquent dans ces especes et particulierement pour Haemophilus. Chez
Pseudomonas, il a été montre que deux souches résistantes sélectionnées respectivement en
présence de pipéracilline et de cefsulodine, s'accompagnaient d'une altération de plusieurs PLP

et que dans 1’une des souches, une anomalie de la membrane externe était associee [38,47].

2.5.2. Résistance aux aminosides
Les aminosides sont des inhibiteurs de la synthése protéique des bactéries. lls se fixent de
maniére irréversible sur la sous-unité 30 S du ribosome procaryote, plus précisément sur
certaines des 21 protéines ribosomales de cette sous-unité ainsi que sur la molécule d’ARN
ribosomique (ARNr) 16S.
Trois principaux mécanismes de résistance aux aminosides ont été identifiés :
- Production d’enzymes inactivant les aminosides, par adénylation, acétylation ou phospho-
rylation. Les génes codant pour ces enzymes sont le plus souvent portés par des plasmides.
Le phénomene de transmission plasmidique pose des problemes épidémiologiques impor-

tants. Ce mécanisme de résistance est le plus fréquemment rencontré ;
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- Blocage de I’'influx de ’aminoside dans la bactérie. Ce mécanisme peut résulter de la
mutation d’un geéne codant pour une protéine des porines ou pour une protéine impliquée
dans le maintien du potentiel de membrane. De plus, la diminution de I’influx des amino-
sides dans la bactérie peut étre aussi d’origine environnementale comme lors de la
croissance bactérienne en condition anaérobie ;

- Mutation des protéines ribosomales de la sous-unité 30 S ciblée par les aminosides. Ce
meécanisme, peu fréquent, provoque une diminution de I’affinité des aminosides a leur cible

cellulaire.

2.5.3. Résistance aux quinolones
Les quinolones inhibent 1’action des topoisomérases de type II : ’ADN gyrase et la
topoisomérase 1V [48]. Ces enzymes sont essentielles a la croissance bactérienne en contrdlant
la topologic de I’ADN lors des étapes de réplication, de transcription, et de
recombinaison/réparation de I’ADN. Ces enzymes tétrameriques, homologues entre elles, sont
constituées de deux sous-unités GyrA et GyrB (ADN gyrase) ou ParC et ParE (topoisomérase
IV). L’ADN gyrase est généralement la cible préferentielle chez les bactéries a Gram négatif.
Les fluoroquinolones sont trés utilisées dans le traitement des infections dues aux
entérobactéries, notamment les infections urinaires et digestives. Escherichia coli est I’espéce-
type de cette famille, et les mécanismes décrits chez cette espéce sont similaires a ceux
retrouvés chez les autres espéces d’Enterobacteriaceae.
Alors que la résistance de bas niveau aux fluoroquinolones peut étre due a différents
mécanismes (mutation unique dans GyrA, imperméabilité/efflux actif, résistance plasmidique),
la résistance de haut niveau est toujours due a ’accumulation de plusieurs mutations dans les
QRDR des topoisomeérases de type 11 (Tableau V) [49].
Cette résistance de haut niveau est souvent facilitée par les mécanismes de résistance de bas
niveau.
Les premieres mutations apparaissent dans la QRDR de GyrA, préférentiellement au niveau des
codons 83 et 87, ce qui confére un haut niveau de résistance a ’acide nalidixique et un bas
niveau de résistance a la ciprofloxacine (Tableau V) [50,51]. Des mutations ont été décrites au
niveau du codon 81 avec un phénotype atypique de résistance aux fluoroquinolones et de
sensibilité a ’acide nalidixique, mais elles restent exceptionnelles [52]. Des mutations dans
ParC n’apparaissent qu’aprés une ou plusieurs mutations dans GyrA, résultant en une résistance
de haut niveau a toutes les fluoroquinolones (Tableau V) [50,51]. Quelques mutations de GyrB

ont aussi été rapportées tandis que les mutations dans ParE sont exceptionnelles.
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Tableau V : Phénotypes de resistance aux quinolones chez E. coli [50,51,53,54].

CMI Nal°~ CMI Cip®© Mécanisme(s) de résistance
(mg/L) (mg/L) probable(s)
2-4 [5] 0,01 [§] Sauvage
2-4 [S] 0,04-0,08 [S] AAC(6")-Ib-cr
2-4 [S] 0,12-0,25 [S] QepA
8-32 [I/R] 0,12-0,25 [S] Qnr
128-256 [R] 0,25 [S] 1 mutation GyrA <+ efflux
512->2 000 [R] | 1-4[I/R] 1 mutation GyrA + 1-2

mutation(s) ParC
1 mutation GyrA + 1 mutation
GyrB + 1 mutation ParC

> 2 000 [R] 8-64 [R] 2 mutations GyrA + 1 mutation
ParC

> 2 000 [R] 64-128 [R] 2 mutations GyrA + 2 mutations
ParC

# Nal, acide nalidixique.

" Cip, ciprofloxacine.

[ ], rendu au clinicien : S, sensible ; |, intermédiaire ; R, résistant.
La diminution de perméabilité (impliquant la porine OmpF) et I'efflux actif (médié¢ par le
systéeme AcrAB-TolC) sont responsables d’une diminution de sensibilité aux fluoroquinolones
hydrophiles (ex. norfloxacine, ciprofloxacine) (Tableau V) [49,55].
Trois mécanismes de résistance plasmidique, responsables d’un phénotype de résistance de bas
niveau, ont aussi été décrits chez les entérobactéries [56]. Le premier est d( a une protection de
la cible par les protéines Qnr et confére une résistance a 1’acide nalidixique et une diminution
de sensibilité aux fluoroquinolones (Tableau V) [53]. Le deuxiéme mécanisme implique
I’acétyltransférase AAC (6’)-1b-cr qui inactive certaines fluoroquinolones (norfloxacine et
ciprofloxacine) avec une légére diminution de sensibilité (Tableau V) [57]. Enfin, le troisiéme
mécanisme est un efflux actif plasmidique (pompe QepA) responsable d’une diminution de
sensibilité aux fluoroquinolones hydrophiles (ex. norfloxacine, ciprofloxacine) (Tableau V)
[54,58].
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3. POUVOIR PATHOGENE
Les entérobactéries constituent plus de 80 % des germes isolés en laboratoire : Escherichia,
Salmonella, Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus, Morganella et Yersinia sont

les entérobactéries les plus souvent retrouvées.

¢ Escherichia coli
C’est un germe trés courant. Son habitat est le colon humain. Sa survie est extrémement difficile
dans I’environnement. Il est le genre préférentiel des infections urinaires. L’incidence de ces
infections est plus marquée chez les personnes de sexe féminin en milieu communautaire en
raison notamment de la colonisation de la région péri-urétrale et de la longueur de 1'urétre. En
milieu hospitalier, I’incidence est égale entre les deux sexes en rapport essentiellement avec

I’utilisation fréquente des sondes urinaires.

E. coli cause également des infections du tractus digestif notamment Escherichia coli
entérotoxinogene (ETEC) qui est responsable de la diarrhée du voyageur et Escherichia coli
entéropathogéne (EPEC) responsable de diarrhées chez I’enfant, en raison de la contamination

de I’eau ou des aliments par la flore fécale des malades ou des porteurs sains

E. coli est aussi a I’origine d’infections pulmonaires chez les personnes gravement malades par

colonisation des voies respiratoires supérieures.

E. coli peut coloniser le vagin et étre responsable des méningites néonatales (sérotype K1) apres
un accouchement ou suite a I’infection du liquide amniotique consécutive a une rupture

prolongée des membranes.

+ Klebsiella pneumoniae
L’habitat de K. pneumoniae est le tractus digestif et le systeme respiratoire supérieur. Ce germe
est principalement isolé en milieu hospitalier, le portage étant fortement accru chez les patients
hospitalisés de longues périodes ou bénéficiant de traitements antibiotiques au long court.
Toutefois, il est également présent en dehors des hdpitaux, notamment chez des patients
diabétiques, ou souffrants de maladies respiratoires chroniques. Bien que la plupart des
personnes colonisées soient asymptomatiques, K. pneumoniae peut causer des pneumonies, des
bronchites et broncho-pneumonies, la contamination pulmonaire se faisant surtout par voie
aérienne, mais la voie hématogéne n’étant pas exclue. K. pneumoniae a été longtemps décrit
comme le pneumo bacille de Friedlander. C’est une bactérie également retrouvée dans des
infections urinaires suite au passage de la flore fécale aux voies urinaires. Finalement, des

bactériémies compliquent parfois les infections localisées mentionnées ci-dessus.
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«» Klebsiella oxytoca
Cette bactérie est isolée de produits pathologiques comme les urines, le sang et les sécrétions
naso-pharyngées et trachéales. A I’instar de K. pneumoniae, K. oxytoca peut infecter les voies
urinaires et respiratoires des patients hospitalisés.

% Enterobacter cloacae

C’est un germe qui colonise souvent les patients hospitalisés et plus particuliérement ceux de
la réanimation ou chez ceux qui sont sous traitement antibiotique au long cours. Il peut étre a
I’origine d’infections urinaires de pneumonies, ainsi que d’infection cutanées. Il peut également
étre responsable de bactériémies, et ¢’est un pathogéne dont I’incidence en milieu hospitalier a
considérablement augmenté ces derniéres années. 1l est principalement isolé chez des patients
en unité de reanimation et est le germe le plus incriminé dans les infections associées aux soins
(1AS).

+ Salmonella

Depuis 2004, le genre Salmonella comporte, trois espéces : Salmonella enterica, S. bongori et
S. subterranea. L'espece principale est S. enterica qui comprend elle-méme six sous-especes
dont la plus fréquente est S enterica enterica, elle-méme divisée en plusieurs sérovars : dublin,
enteritidis, infantis, paratyphi, typhi, typhimurium, virchow, etc

Les salmonelloses recouvrent deux principaux types d'infections : d'une part, la fievre typhoide
et les fievres paratyphoides et dautre part les salmonelloses non typhiques (ou non
typhoidiques). La fievre typhoide est due a S. enteritica, sérovar S. typhi (bacille d’Eberth). Elle
est devenue rare dans les pays industrialisés du fait des progrés de 1’hygiéne et de I’amélioration
des conditions d’approvisionnement en eau potable. Les fievres paratyphoides sont dues a S.
paratyphi A, B et C.

Aprés I’ingestion, les bacilles typhiques adhérent sur les entérocytes et les follicules lymphoides
(cellules M des plaques de Peyer), sont internalisés par le systéeme actine-dépendant, accedent
a la lamina propria, sont phagocytés par les macrophages dans lesquels ils se multiplient et
rejoignent les ganglions mésentériques. Quelques bacilles gagnent le courant sanguin, la plupart
sont détruits dans les ganglions lymphatiques. Leur lyse libére I’endotoxine qui va imprégner
les terminaisons nerveuses du systéme neurovégétatif abdominal, créent des lésions intestinales
qui sont envahies ensuite par les salmonelles éliminées dans la bile. L’endotoxine diffuse dans
tout 'organisme et se fixe sur les centres nerveux diencéphaliques et sur d'autres organes, dont
le myocarde. De I’importance de I’inoculum, des possibilités de défense de I’hote dépendent la

gravité des symptdmes.
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+ Shigella

Les shigelles sont des entérobactéries a Gram négatif. On en distingue quatre espéces : Shigella
dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii, Shigella sonnei.

Iy a dans chaque espéce plusieurs sérotypes, Shigella dysenteriae type 1 (Sd1) ou bacille de
Shiga, est cause de la forme épidémique, S. flexneri 2a est responsable de la forme endémique.
Les shigelles sont des bactéries liées a ’homme : elles ne sont pas retrouvées dans la nature en
dehors de I’environnement humain.

Les manifestations cliniques des shigelles sont liées a un phénomene invasif avec
envahissement des cellules intestinales, multiplication intracellulaire et destruction des cellules.
Il s’ensuit une importante inflammation de la muqueuse accompagnée d’une diarrhée glairo-
sanglante. A ce mécanisme invasif s’ajoute pour Sd1 la sécrétion d’une toxine (ou shiga-

toxine), cytotoxique, responsable de la composante hydrique de la diarrhée.

4. DIAGNOSTIC AU LABORATOIRE

4.1. Examen macroscopique

En fonction du produit pathologique, on peut isoler et identifier ces entérobactéries.

4.2. Examen microscopique

+ Etat frais
Les espéces mobiles les plus nombreuses le sont grace a une ciliature péritriche. Certaines sont

immobiles (Klebsiella, Shigella, Yersinia pestis).

+ Coloration de Gram
Les entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif mesurant 2-3 um de long sur 0,6 um de

large.

4.3. Culture
Les entérobactéries poussent facilement sur milieux ordinaires et milieu sélectif comme EMB
(Eosine Méthyléne Blue) en 24 heures a 37°C en aérobiose et en anaérobiose.
Sur milieux gélosés, les colonies d’entérobactéries sont habituellement lisses, brillantes, de
structure homogeéne (type « smooth » ou S). Cet aspect peut évoluer aprés cultures successives

pour donner des colonies a surface seche rugueuse (type « rough » ou R).

Les Klebsiella forment des colonies souvent trés muqueuses, larges et luisantes. Les Proteus

ont tendance a envahir la gélose et a y former un tapis uniforme.
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4.4. ldentification
L’identification des Enterobacteriaceae est d’abord basée sur la morphologie suivie des
caracteres biochimiques, complétés pour certains genres par la sérotypie. Celle-ci n’a de sens
qu’une fois le genre ou ’espece déterminée car les communautés antigéniques inter-genre et

inter-espéce sont nombreuses.

4.5. Antibiogramme
L’antibiogramme est réalisé avec une souche pure isolée sur milieu Mueller-Hinton (MH), en
préparant un inoculum bactérien. La densité de la suspension est ajustée a 0,5 McFarland et 1
ml de cette suspension est ajouté a 9 ml d’eau physiologique stérile pour obtenir ainsi une

dilution au 1/10e.
Avec un écouvillon, on ensemence une gélose MH a partir de la dilution au 1/10e.

Les disques d’antibiotiques de la famille des betalactamines a testés sont disposés sur milieu
MH coulé en boite de pétri circulaire (diamétre 90 cm) a la recherche d’image de synergie dite

de « bouchon de champagne » signifiant ainsi que la souche est productrice de BLSE.

Pour mettre en évidence cette image, le disque d’AMC est déposé au centre de la boite entouré
des disques de C3G (ceftriaxone, ceftatazidime, cefotaxime) distant de 30 mm du disque central
(AMC) (Figure 2).

Figure 2 : Souche productrice de BLSE : image dite en « bouchon de champagne »

Les disques d’antibiotiques de la famille des aminosides, des quinolones, des phénicolés, des
polymyxines (colistine) et la fosfomycine sont déposés sur milieu MH coulé en boite de pétri
carré (diamétre 120 cm). La mesure des diamétres d’inhibition se fait aprés 18 a 24 heures
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incubation & 37°C. Suivant I’abaque de lecture une souche est dite sensible, intermédiaire ou

résistante a un antibiotique (Tableau VI).

Tableau VI : Liste des antibiotiques testés a 1’antibiogramme des entérobactéries (CA-SFM

2016)
Diametres critiques (mm)
Antibiotiques Abréviations Charge ®>D d<d
ve Sensible Résistant
Amoxicilline AMX 20 19 19
Amox. + Ac. Clav AMC 20-10 19 19
Ticarcilline TIC 75 23 23
Pipéracilline PIP 30 20 17
Céfalotine CF 30 18 12
Céfoxitine FOX 30 19 15
Céfotaxime CTX 5 20 17
Ceftriaxone CRO 30 23 20
Ceftazidime CAZ 10 22 19
Cefépime FEP 30 24 21
Aztréonam ATM 30 24 21
Imipénéme IPM 10 22 16
Chlorampheénicol C 30 17 17
Tobramycine TOB 10 17 14
Gentamycine GM 10 17 14
Amikacine AN/ AK 30 16 13
Netilmicine NET 10 15 12
Cotrimoxazol Sxt/Cot 1,25/ 23,75 16 13
Ac. nalidixique NA 30 19 14
Fosfomycine FOS 200 16 13
Péfloxacine PEF 5 24 24
Norfloxacine NOR 10 22 19
Ciprofloxacine CIP 5 22 19
Lévofloxacine LEV 5 22 19
Nitroxoline NI 20 30 12
Colistine CS 50 15 15
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DEUXIEME PARTIE




I. CADRE, TYPE ET PERIODE D’ETUDE

1. Cadre d’étude
Notre étude a été réalisée au laboratoire de Bactériologie-Virologie du Centre Hospitalier
National Universitaire(CHNU) de Fann de Dakar qui comporte de nombreux services
d’hospitalisation et un Centre de Diagnostic et d’Imagerie Médicale ou est logé le laboratoire
de Bactériologie-Virologie qui recoit quotidiennement différents prélevements en provenance

de différents services d’hospitalisation (patients internes) et de patients suivis a titre externes.

2. Type et période d’étude
Il s’agissait d’une étude rétrospective couvrant la période de janvier 2015 a décembre 2016
portant sur la prévalence des entérobactéries productrices de bétalactamases a spectre élargi

et/ou résistantes a I’imipenéme au laboratoire de bactériologie-virologie du CHNU/FANN.

Il. MATERIELS ET METHODE

1. Matériels

Nous avons seélectionné les fiches d’antibiogramme (ABG) des entérobactéries correctement

identifiées et isolées de produits pathologiques a visée diagnostique recus au laboratoire.

¢ Critéres d’inclusion
- Entérobactéries avec fiche d’ABG disponible et interprétée.

- Entérobactéries complétement identifiée.

# Critéres de non inclusion
- Fiches d’ABG d’entérobactéries non disponible.
- Souches non identifiées.

- Fiches d’ABG d’entérobactéries avec un phénotype non interprétable.

2. Méthodologie
Les fiches d’ABG d’entérobactéries et les registres de paillasses ont été utilisés pour recueillir
les données sociodémographiques (age, sexe...). Ces derniéres ont été saisies et exploitées

grace au logiciel Epi Info dans sa version 3.5.4.
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I1l. RESULTATS

1. Répartition des souches selon le sexe
Nous avons colligé 1185 fiches d’ABG d’entérobactéries isolées de prélévements chez des
patients de sexe masculin dans 50,9% des cas (n=603) et de sexe féminin dans 45% (n=533)
soit un sex ratio de 1,13 (Figure 3).

4,1%

= Féminin = Masculin = Non renseigné

Figure 3 : Répartition des souches selon le sexe

2. Répartition des souches selon I’age
Les souches d’entérobactéries étaient isolées de patients 4gés de 1 a 98 ans avec une moyenne
de 45 ans. Les tranches d’ages les plus représentées étaient 20 a 40 ans et 60 a 80 ans
(Figure 4).
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Figure 4 : Répartition des souches selon 1’age
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3. Répartition des souches selon I’année d’étude
Selon I’année d’étude, 60% (n=711) des entérobactéries étaient isolées en 2015 et 40% en

2016 (n=474). (Figure 5).
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Figure 5 : Répartition des souches selon 1’année d’étude

4. Reépartition des souches selon I’origine des échantillons
Les isolats venaient majoritairement de patients externes avec 53% (n=628). Pour les souches
isolées des patients hospitalisés 47% (n=557), le service le plus représenté était le service de
neurologie avec un pourcentage de 14,6 (n=173), ensuite le service de pneumologie avec 10%

(n=118) et celui des maladies infectieuses et tropicales avec 9,15% (n=108) (Figure 6).
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Figure 6 : Répartition des souches selon I’origine des échantillons
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5. Répartition des souches selon la nature du produit pathologique
Les prélévements d’urines étaient plus représentatifs de notre échantillonnage avec 56,2%

(n=666), puis suivent les prélevements de pus soit 22% (n=261) (Figure 7).
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Figure 7 : Répartition des souches selon la nature du produit pathologique

6. Répartition des souches selon I’espéce d’entérobactérie
L’essenticl des souches d’entérobactéries était représenté par Escherichia coli soit 47%
(n=557), suivi de Klebsiella pneumoniae 20,7% (n=245) et d’Enterobacter spp 18,9% (n=224).
(Figure 8).
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Figure 8 : Répartition des souches selon 1’espéce d’entérobactérie
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7. Répartition des souches selon les phénotypes
Le phénotype BLSE était majoritaire avec 38,7% (n=459), suivi du phénotype pénicillinase a
haut niveau avec 31,3% (n=371). Les souches résistantes a I’imipenéme représentaient 1,0%
(n=12). (Figure 9).
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Figure 9 : Répartition des souches selon les phénotypes

8. Répartition des BLSE selon I’espéce d’entérobactérie
Nous avons recensé 459 espéces d’entérobactéries qui produisaient une bétalactamase a spectre
élargi dont Escherichia coli était 1’espéce la plus représentée avec 42,9% (n=197) suivi de
Klebsiella pneumoniae avec 25 ,7% (n=118) (Tableau VII).

Tableau VII : Répartition des BLSE selon I’espéce d’entérobactérie
Espéces Nombre Pourcentage (%)
Escherichia coli 197 42,9
Klebsiella pneumoniae 118 25,7
Enterobacter spp 98 21,4
Citrobacter spp 23 5,0
Klebsiella oxytoca 19 4,1
Proteus mirabilis 3 0,7
Proteus vulgaris 1 0,2
Total 459 100
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9. Pourcentage de souche productrice de BLSE par espéce
Considérant le nombre de souches sécrétrices de BLSE par espece d’entérobactérie, Klebsiella

pneumoniae occupé le devant de la scéne avec 47,7% suivi d’Escherichia coli avec 35,2%.

Tableau V111 : Pourcentage de souche productrice de BLSE par espéce d’entérobactérie

Especes Nombre de Nombre total Pourcentage (%)
souches BLSE de souches

Klebsiella oxytoca 19 37 51,3

Klebsiella pneumoniae 118 247 47,7

Enterobacter spp 98 226 43,3

Citrobacter spp 23 59 38,9

Escherichia coli 197 559 35,2

Proteus mirabilis 3 45 6,6

Proteus vulgaris 1 10 10

Total 459 1183

10. Résistance a ’'imipenéme selon ’espéce d’entérobactérie
Au total, 12 especes d’entérobactérie étaient résistantes a I’imipenéme dont Enterobacter spp
qui est I’espéce la plus représentée 50% (n=6) suivi de Klebsiella pneumoniae et d’Escherichia

coli avec pour chacune un pourcentage de 16,7 (n=2) (Tableau IX).

Tableau IX : Résistance a I’'imipenéme selon 1’espéce d’entérobactérie

Espéces Nombre Pourcentage (%)
Enterobacter 50 50
Escherichia coli 2 16,7
Klebsiella pneumoniae 2 16,7
Citrobacter spp 1 8,3
Proteus mirabilis 1 8,3
Total 12 100

30



11. Profil de sensibilité des entérobactéries aux autres familles d’antibiotiques

11.1. Aminosides
Les aminosides montraient une bonne efficacité avec I’ Amikacine qui était la molécule la plus
active avec 97,8% suivie de la Tobramycine avec 80%.
Les taux de résistance les plus élevés vis-a-vis des aminosides ont été obtenus avec la
Gentamicine avec 33,4% et la Kanamycine 22,7%. (Figure 10).
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Figure 10 : Profil de sensibilité des entérobactéries vis-a-vis des aminosides
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11.2. Quinolones
Les quinolones montraient une bonne activité avec la Lévofloxacine qui était active a 67,5%
suivie de la Ciprofloxacine avec 59,9%.
Les taux de résistance les plus élevés aux quinolones ont été obtenus avec 1’ Acide Nalidixique
(46,8%) et la Norfloxacine (46,1%) (Figure 11).
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Figure 11 : Profil de sensibilité des entérobactéries vis-a-vis des quinolones

11.3. Autres antibiotiques
La colistine et le chlorampheénicol restent des molécules actives avec respectivement 78,8% et
77,2% de taux de sensibilité des entérobactéries vis-a-vis de ces deux antibiotiques. Par contre

elles sont tres résistantes au cotrimoxazole avec 63,9% de taux de résistance (Figure 12).
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Figure 12 : Profil de sensibilité des entérobactéries vis-a-vis des autres antibiotiques
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DISCUSSION




Il s’agit d’une étude rétrospective de janvier 2015 & decembre 2016 portant sur I’étude de la
prévalence des entérobactéries productrices de bétalactamases a spectre élargi et/ou résistantes
a I’imipenéme au laboratoire de bactériologie-virologie du CHNU de FANN.

L’age moyen des patients était de 45 ans avec des extrémes de 1 et 98 ans. Le sexe masculin
était plus représenté que le sexe féminin soit un sex ratio de 1,13. En 2015, une étude menée
au CHU Aristide Le Dantec sur les profils phénotypiques de résistance aux carbapénémes de
souches productrices de bétalactamases a Spectre Elargi avait trouvé que 2/3 de la population
d’étude avait une tranche d’age de 10 a 30 ans, les hommes étaient plus représentés que les

femmes avec un sex ratio de 1,63 [59].

Dans notre étude les souches provenaient de divers types de produits pathologiques. La majorité
était isolée des urines (56,2%), suivie des préléevements de pus (22%). La méme répartition a
été retrouvée dans une autre étude faite dans un hopital a Dakar avec 53% des souches isolées
des urines et 20% de pus [59]. Cette distribution est habituelle dans un laboratoire de

bactériologie car ’ECBU constitue ’examen le plus fréquemment demande.

Sur 1185 souches d’entérobactéries isolées entre 2015 et 2016, nous avons retrouvés 38,7%
(n=459) qui produisaient une BLSE, nos chiffres étaient supérieurs aux résultats de Tine et coll.
au CHNU Arristide Le Dantec sur la prévalence des entérobactéries productrices de BLSE entre
2011 et 2013 qui avaient retrouvé 1673 souches d’entérobactéries dont la prévalence de celles
productrices de BLSE était de 24,3% [60].

Parmi les 459 entérobactéries productrices de BLSE, Escherichia coli était I’espéce la plus
représentée avec 42,9% (n=197) suivi de Klebsiella pneumoniae avec 25 ,7% (n=118). Par
contre en considérant le nombre de souches sécrétrices de BLSE par rapport au nombre total de
I’espéce d’entérobactérie considérée, Klebsiella pneumoniae occupé le devant de la scene avec
47,7% (118/247) suivi d’Escherichia coli avec 35,2%, cette répartition était en phase avec celle
de I’étude faite dans un hopital a Dakar ou 42% de Klebsiella spp étaient productrices de BLSE

suivi d’Escherichia coli avec 34,9% [60].

La prévalence des entérobactéries productrices de BLSE est plus élevée en milieu hospitalier
avec 21,8% (n=258) qu’en milieu communautaire 16,9% (n=201). Néanmoins, cette prévalence

chez les patients externes est non négligeable.

Jusqu’a la fin des années 1990, les entérobactéries productrices de BLSE étaient principalement
des espéces dites « hospitalieres », Klebsiella pneumoniae ou Enterobacter spp, productrices
d’enzymes du type TEM et/ou SHV et diffusant de facon clonale entre patients hospitalisés.

Depuis le début des années 2000, I’émergence et la dissémination explosive de « nouvelles »
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BLSE (type CTX-M) sont observées au niveau mondial [3, 4]. Ces BLSE type CTX-M ont un
mécanisme de diffusion plus complexe que ceux de type TEM ou SHV, mettant en jeu non
seulement une diffusion clonale de bactéries mais aussi une diffusion des enzymes via les

plasmides et/ou d’autres éléments génétiques mobiles [61].

La résistance croissante des bactéries aux antibiotiques est devenue un enjeu majeur de santé
publique faisant craindre des situations épidémiques et endémiques et des impasses
thérapeutiques [62,63]. Actuellement les especes d’entérobactéries résistantes a I’imipenéme
inquiéte de plus en plus les microbiologistes en général et les cliniciens en particulier car cette
molécule est le dernier recours pour le traitement des infections a entérobactéries sécrétrices de
BLSE. Dans notre échantillon 12 souches d’entérobactéries étaient résistantes a 1I’imipenéme
dont Enterobacter spp I’espéce la plus représentée 50% (n=6) suivi de Klebsiella pneumoniae
et d’Escherichia coli avec chacun 16,7% (n=2). L’émergence de la résistance aux carbapénémes
par production de carbapénémase represente une étape supplémentaire vers la pan-résistance
aux antibiotiques chez les entérobactéries [64,65]. Ce mécanisme fut largement décrit chez
Enterobacter spp. La nouveauté résulte ici de I’identification de différentes carbapénémases,

tout particulierement chez Klebsiella pneumoniae.

Le profil épidémiologique des entérobactéries productrices de carbapénémases peut varier d’'un
pays a I’autre. En France, au niveau communautaire, la proportion d’infections a EBLSE est
moins importante ; en 2006 la fréquence des entérobactéries isolées de préléevements en
communauté a visée diagnostique et productrices de BLSE était de 1,1 %. Parmi elles, 34 %
étaient productrices de BLSE de type CTX-M-15 [66]. Cette proportion est en augmentation

puisqu’en 1999, cette prévalence était estimée a 0,3 % [67].

Cette prévalence était estimée a 6,05% au Maroc en 2014 [68] ou Klebsiella pneumoniae
semblait étre la souche productrice potentielle de carbapénemases, avec une prévalence de
16,40%, suivi d’Enterobacter cloacae avec 6,33%. La plupart de ces études ont trouvé une
prévalence d’entérobactéries productrices de carbapénémases supérieure a nos résultats avec

Klebsiella pneumoniae la souche en premiére ligne.

Toujours au Maroc en 2010, une étude sur la recherche de carbapénemases chez Klebsiella

pneumoniae, avait trouve 03 souches résistantes aux carbapénemes sur 211 souches testées.

Dans les pays du Nord, I’évolution de la prévalence des EPC est régulierement suivie. Ainsi en
2007, il y’avait que des cas sporadiques. En septembre 2008, un cas a été signalé, il s’agissait

d’un transfert d’un patient portant Klebsiella pneumoniae (VIM-1) de la Grece. Un autre cas a
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été détecté en juin 2010 d’un autre patient en provenance du Pakistan infecté par Escherichia
coli (NDM-1). Depuis 2010, on assiste a une émergence rapide d’especes d’entérobactéries

résistantes aux carbapénemes (I /R) et /ou productrices de carbapénémases [69].

Par ailleurs une étude menée en Turquie avait montré que la plupart des souches de Klebsiella
pneumoniae produisant une carbapénémase exprimaient également des bétalactamases de type
Sulfhydryl Variable (SHV), Cefotaximase-Munich (CTX-M) [70]. Dans notre étude la majorité
des souches productrices de carbapénemases étaient isolé chez les patients alités au service des
maladies infectieuses et tropicales. Ceci peut s’expliquer par la pression de sélection liée a

I’usage intensif des antibiotiques dans les services d’infectiologie.

Dans notre étude les souches les plus résistantes vis-a-vis des aminosides I’étaient a la
Gentamicine avec 33,4% et a la Kanamycine 22,7%. En ce qui concerne les enterobactéries
sécretrices de BLSE, 0,42% (n=5) étaient résistantes a 1’ensemble des aminosides.

Ce profil est observé chez Acinetobacter baumannii par surproduction de la pompe a efflux
AdeABC [71]. Tous les aminosides sont affectes, le niveau de résistance est modérée en
particulier pour la Kanamycine. De la méme maniére la surproduction de la pompe d’efflux
MexXY-OprM suite a des mutations affecte 1’activité des aminosides, des fluoroquinolones et
du céfépime [72].

Dans notre echantillon les quinolones montraient une bonne activité notamment avec les
fluoroquinolones comme la Lévofloxacine active a 67,5% suivi de la Ciprofloxacine avec
59,9%.

Les souches les plus résistantes aux quinolones étaient résistantes a 1’ Acide Nalidixique avec
46,8% et a la Norfloxacine 46,1%. Dans notre étude 2,8% (n=33) des souches BLSE étaient
résistantes a toutes les quinolones. La résistance de bas niveau aux fluoroquinolones peut étre
due a différents mécanismes (mutation unique dans GyrA, imperméabilité/efflux actif,
résistance plasmidique), la résistance de haut niveau est toujours due a ’accumulation de
plusieurs mutations dans les QRDR des topoisomérases de type Il [49]. Globalement, la
fréquence des déterminants de résistance de type Qnr reste faible dans les souches cliniques.
Seulement 0,5 % des souches d’Escherichia coli résistantes a I’acide nalidixique isolées a
I’hopital de Bicétre (K.-Bicétre, France) en 2003 étaient gqnrA - (+). La prévalence de ces
déterminants de résistance est beaucoup plus élevée parmi les souches d’entérobactéries
multirésistantes. 1l existe une fréquente association entre les déterminants de type Qnr et les
bétalactamases a large spectre au sein de mémes souches, ce qui souligne la possibilité d’une

co-sélection de ces deux mécanismes de résistance plasmidiques. Des études récentes ont
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montré que 4 % de souches isolées a Istanbul (Turquie) produisant une BLSE de type VEB-1
co-exprimaient QnrA [73] tandis que 48 % de souches thailandaises produisant la

BLSE de type VEB étaient gnrAl - (+) [74]. QnrA fut détecté dans des souches produisant les
BLSE CTX-M-1 [75], CTX-M-9 [76], CTX-M-15 [75], SHV-7 [76], SHV-5 [73], SHV-12
[77], et VEB-1 [73,74,78,79], la céphalosporinase plasmidique FOX-5 [76,80], et les
carbapenémases plasmidiques OXA-48 [73] et IMP-8 [81].

La co-résistance des souches productrices de Qnr implique également les co-résistances
fréquentes aux aminosides et aux fluoroquinolones comme I’indiquent deux enquétes
épidémiologiques récemment effectuées aux Etats-Unis [82] et au Vietnam [83].

Seules les méthodes moléculaires (PCR +/- séquencage ou hybridation sur puces a ADN)
permettent, a ’heure actuelle, de caractériser de fagon précise les enzymes hydrolysantes les
antibiotiques (bétalactamines, aminosides...) produites par les bactéries. Ces méthodes sont
réalisées en routine dans certains laboratoires cliniques spécialisés, pour pallier aux probléemes

de la détection phénotypique des micro-organismes producteurs de BLSE.
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La résistance des entérobactéries aux antibiotiques en général et aux bétalactamines en
particulier posent un réel probléme de santé publique. La production d’enzymes inactivant les

bétalactamines (BLSE) est le premier mécanisme de résistance chez les entérobactéries.

Concernant les bétalactamines, la résistance aux carbapénemes par production de
carbapénémases notamment a I’imipenéme est un probléme majeur de santé publique. En effet,
les infections & bactéries productrices de carbapénemases entrainent de véritables situations
d’impasse thérapeutique [84,85]. Aujourd’hui, la prévalence de la résistance enzymatique aux
carbapénemes chez les entérobactéries reste encore faible. Au Sénégal, elle commence a
apparaitre bien que la disponibilité des carbapénémes notamment de I’imipenéme soit

relativement récente.

Il convient évidemment de tout mettre en ceuvre pour que cette situation reste la plus immuable
possible. Pour cela, les strategies de dépistage et de maitrise de la diffusion doivent étre
appliquées rigoureusement. Il convient également de limiter au maximum la pression de
sélection et donc de maitriser la prescription des carbapénemes, grace a la rédaction et la mise
en ceuvre de recommandations d’une part, et a la présence de référents antibiotiques dans les
hopitaux, d’autre part [86]. Les carbapénemes sont des molécules indispensables pour le
traitement des infections a germes producteurs de BLSE, surtout dans le contexte actuel de
diffusion massive des BLSE ; type CTX-M, donc ce sont des antibiotiques qu’il est nécessaire
de préserver notamment pour lutter contre les entérobacteries secrétrices de BLSE. Ce d’autant
qu’il n’existe actuellement pas de perspective proche de mise sur le marché de nouveaux

antibiotiques.

Les recommandations passent par une détection et une caractérisation des BLSE qui constitue
un enjeu important en microbiologie puisqu’elle est trés difficile avec les méthodes couramment

utilisées en routine et demande donc une grande vigilance.

Les méthodes phénotypiques (antibiogramme, CMI etc...) peuvent permettre entre autre
d’identifier les souches productrices de BLSE. La positivite de ces tests doit faire rechercher le
gene codant pour ces BLSE par PCR. A cet effet, il est souhaitable que le laboratoire de
microbiologie soit doté d’une unité de biologie moléculaire fonctionnelle, pour pallier aux
problemes de la détection phénotypique des souches productrices de BLSE, mais aussi maitriser

la diffusion clonale des génes de résistances entre espéces bactériennes.
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Il est également important de formuler des recommandations a I’endroit des cliniciens, des

biologistes et du personnel soignant :

- Limiter I’antibiothérapie probabiliste dans le traitement des infections.

- Eviter 'usage abusif des antibiotiques et la mauvaise observance chez les patients.

- ldentifier les bactéries multirésistantes, signaler et désinfecter les services ou ces
bactéries circulent

- lIsoler les patients porteurs de BMR.

- Le lavage antiseptique (hygiénique) des mains apres contact avec le patient porteur
de BMR.

- Le port de gants a usage unique non stériles lors de tous les contacts particulierement
contaminants avec le patient porteur, et dans certains cas, avec son environnement
immeédiat. L utilisation de gants ne dispense en aucun cas du lavage des mains apres
le contact.

- Le port de tablier lors de soins particulierement contaminants ou exposant a un
contact large avec le patient.

- L’utilisation de matériel de soins réservé a chaque patient porteur de BMR (matériel
de toilette, tensiométre, stéthoscope, petit matériel de soin...).

- La gestion rigoureuse des déchets qui doivent étre gardés dans la chambre
d’hospitalisation jusqu’a leur évacuation rapide selon la filiere réglementaire
habituelle.

- Le traitement adéquat (incinération) des excrétas et déchets de patients infectés ou

colonisés.

Enfin, I’émergence des entérobactéries productrices de BLSE constituent un probléme de santé
publique et imposent une surveillance épidémiologique. Le séquencage génomique des EBLSE
permettra d’obtenir des indicateurs pertinents et adaptés pour la surveillance des souches

circulantes.
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PERSPECTIVES

Notre étude sur prévalence des entérobactéries secrétrices de bétalactamases a permis d’avoir
des résultats préliminaires. La confirmation des phénotypes de bétalactamases par la biologie
moléculaire en recherchant les génes de résistance est nécessaire. Ces génes sont portés souvent
par des éléments génétiques mobiles comme les plasmides, les intégrons, les transposons ou les

cassettes.
Ainsi, pour la suite, il faudra :

- Faire une étude multicentrique en incluant différentes structures et provenant de
différentes régions ce qui pourra permettre d’évaluer davantage 1’émergence de ces
bétalactamases.

- Poursuivre la caractérisation phénotypique en utilisant le disque d’ertapénéme comme
marqueur : En effet ce disque posséde la meilleure sensibilité pour la détection des
entérobactéries productrices de carbapénemase (EPC).

- Etablir un profil épidémiologique grace au génotypage permettant ainsi de voir les
classes et types de bétalactamases chez les entérobactéries isolées au laboratoire, a

Dakar voire méme au Senegal.
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