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« Toute avancée des connaissances génere autant
d’interrogations qu’elle apporte de réponse.»

Pierre Joliot

La résistance aux antibiotiques est clairement apparue il ya soixante ans avec le
staphylocoque producteur de pénicillinase. Dans les années cinquante, la recherche
industrielle, a partir des sources naturelles aboutit a une floraison d’agents antimicrobiens
si nombreux que I’on peut en faire un dictionnaire touffu. Mais ’antibiothérapie évolua
vers la mise au point de dérivés avec un succes considérable en matiére d’activité et
genéralité. L’histoire de la résistance montre clairement qu’aujourd’hui de trés nombreux
mécanismes affectent tous ces dérives et des échecs thérapeutiques graves leur sont
imputables. Devant cette situation, on peut certes en réduire les conséquences par un
meilleur choix, mais en droit s’il ne faut pas recommencer a interroger la nature, autrefois
si prolixe, pour lui demander de fournir de nouvelles bases pour une nouvelle ére
antibiotique
Docteur Yves A Chabbert

« ... un mauvais usage de la substance aboutirait a ce que, au lieu d’éliminer ’infection,
on apprenne aux microbes a résister a la pénicilline et a ce que ces microbes soient
transmis d’un individu a Dautre jusqu’a ce qu’ils en atteignent un chez qui ils
provogueraient une pneumonie ou une septicémie que la pénicilline ne pourrait guérir... »
(Fleming, 1945)
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INTRODUCTION




La découverte des antibiotiques, notamment la pénicilline en 1928 a sans doute été 1’'une des
avancées thérapeutiques les plus importantes du vingtieme siécle. L’utilisation de ces
antibiotiques depuis les années 1940 a considérablement réduit le taux de morbidité et de
mortalité lié aux maladies infectieuses. Cependant, leur utilisation a grande échelle a
¢galement conduit a I’émergence de la résistance aux antibiotiques. Les premiéres bactéries
résistantes ont ¢été identifiées dés les années 1940, avec notamment 1’émergence de
Staphylococcus aureus résistants a la pénicilline dés 1947, soit seulement quatre ans apres
I’utilisation a grande échelle de cet antibiotique. (Yvon Michel-Briand 2009).

A partir des années 1950, de nombreux antibiotiques ont été découverts ou synthétisés et pour
chaque nouvelle classe développée, nous avons assisté par la suite a I’émergence de nouveaux
mécanismes de résistance, entrainant la diffusion de bactéries pathogenes de plus en plus
difficiles a traiter, comme ce fut le cas de la méticilline G, mise sur le marché en 1961 suivi
de la découverte de S. aureus résistants en 1962; de I’ampicilline G en 1962 suivi de
I’émergence d’Entérobactéries résistantes en 1964; puis des céphalosporines mise sur le
marché en 1980 suivi de I’émergence d’entérobactéries résistantes en 1981, principalement
les betalactamases (BLSE) (Yvon Michel-Briand 2009).

Les B-lactamases a spectre élargi ou BLSE sont des enzymes produites par les bacilles a
Gram-négatif possedant un spectre de substrat large qui comprend les pénicillines, les
céphalosporines de lére, 2¢eme et de 3éme génération ainsi que ’aztréoname, mais qui
épargne les céphamycines et les carbapénémes. Les entérobactéries productrices de BLSE
(EBLSE) ont été rapportées dés les années 1980 en Europe. (Rawat and Nair, 2010);
(Nicolas et al., 1987) ;(Ghafourian et al., 2014).

Découvertes pour la premiére fois chez Klebisella ozaniae en République Fedérale
d’Allemagne en 1983 (Michael R. Mulvey, et al, 2004) puis en 1984 chez K.pneumoniae et
Escherichia coli en France et en tunisie (Kliebe et al, 1985 ;Knothe et al, 1983) a I’origine,
la majorité des BLSE détectées dérivaient des pénicillinases TEM-1, TEM-2 et SHV-1 par
mutation ponctuelle mais depuis 1995, de nouvelles BLSE comme les enzymes de type CTX-
M ou encore PER, GES et VEB ont émergé ( Paterson DL, Bonomo RA,2008) A ce jour,
plus de 600 variantes de BLSE ont été décrites a travers le monde représentant un probléme

majeur de santé publique (Geser et al., 2012).

En fonction de leur séquence en acides aminés, ces enzymes ont été classées dans 11 familles

différentes.
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Les tests phénotypiques permettent de maniére présomptive d’identifier la présence de BLSE.
Pour connaitre le type de BLSE que produisent les souches cliniques, il faut avoir recours aux
techniques moléculaires qui sont assez complexes et laborieuses. Ces techniques requierent
des personnes hautement qualifiées et un laboratoire bien équipé. Elles ne sont pas facilement
réalisables en routine surtout dans les pays en developpement. Ces techniques ont le mértie
d’étre spécifiques et permettent de connaitre la type de BLSE produit par les isolats cliniques.
Plusieurs de ces techniques sont utlisées entre autre ; 1’utilisation des sondes d’acides
désoxyribonucléiques, la « Polymerase Chain Reaction » (PCR) avec plusieurs variantes,
I’oligotypage, « la Ligase Chain Reaction » et le séquencage des nucléotides (Bradford,
2001). Ces techniques en plus de la détéction permettent aussi de caractériser les BLSE.

Afin d’acquérir un large spectre de résistance contre une multitude d’antibiotiques, certaines
souches expriment différentes p-lactamases, chacune avec une spécificité qui leur est
caractéristique. Ainsi, il n’est pas rare que I’identification d’isolats cliniques révele non
seulement la présence d’une B-lactamase chromosomique spécifique a la souche, mais aussi
de plusieurs enzymes plasmidique, dont parfois a large spectre d’action (extended-spectrum
B-lactamases, BLSE) (Ambler, 1980) ; (Weber et al., 1990).

D’abord qualifiés de résistance hospitaliere, les BLSE sont de plus en plus détectées chez les
patients communautaires. Des travaux ont été rapportés en Espagne et Etats-Unis.

Les causes de ces infections ne sont pas encore clarifiées. Toutefois la consommation des
produits alimentaires, des animaux ayant consommeé les antibiotiques et la fréquentation des
patients hospitalisés devrait étre explorées (Vervoort et al., 2012) ; (Bradford, 2001) ;
(Paterson and Bonomo, 2005).

il ya un manque de données épidémiologiques dans les pays du Maghreb, et trés peu d'études
sont publiées sur les BLSE chez les entérobactéries (Bourjilat et al., 2011) ;(Lahlaoui et al.,
2012), comparé aux données des régions méditerranéennes, selon EARSS 2009, ces derniéres
qui sont des hdtes normaux de l'intestin, ne provoguent normalement pas de maladie.
Cependant ils possédent un potentiel pathogéne qu'ils expriment dans certaines circonstances
(pathogénes opportunistes) (CHU-PS, 2003).

La plupart sont commensales, mais certaines souches possedent des facteurs de virulence qui
leur permettent de déclencher des diarrhées. Escherichia coli est une cause majeure de
diarrhée aigue dans le monde (Berche, 2003). A coté des infections intestinales, elle est

responsable d’infections extra-intestinales diverses: urinaires, abdominales, méningées et des
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bactériémies. La principale espece pathogéne du genre Serratia est Serratia marcescens qui
provoque habituellement des infections nosocomiales (Avril et al, 2000; Fauchére, 2002).

Les BLSE ont aujourd’hui une répartition mondiale. Leur prévalence varie d’une région a une
autre, d’un pays a un autre, d’une ville a une autre et méme d’un hopital a un autre. Ces
variations déependent de plusieurs facteurs parmi lesquelles la détection de ces enzymes, les
mesures de surveillance des maladies infectieuses, 1’utilisation abusive des antibiotiques. Les
facteurs spécifiques de risque d’acquisition des BLLSEs chez les patients hospitalisés sont
une longue hospitalisation, la sévérité¢ de la maladie, I’intervention chirurgicale, le séjour au
service de soins intensifs, I’intubation la ventilation mécanique et le port des cathéters
artériels ou urinaires.(Canoui et al., 2014).

Les enzymes de type CTX-M ont diffusé chez I’espéce E. coli, espéce jusqu’alors peu
concernée par la production de BLSE.(Rodriguez et al., 2014). Elles sont actuellement les
BLSE les plus répandues dans le monde causant des infections nosocomiales de plus en plus
grave en particulier en unité de soins intensifs chez les enfants. (Canoui et al., 2014).

Nous nous sommes intéressés dans notre étude aux septicémies pédiatriques car elles
continuent a causer une forte proportion de mortalité et de morbidité a long terme au sein de
la population ; le sepsis sévere est la premiere cause de mortalité et de morbidité en unité de
soin intensifs et d’apres 1’organisation mondiale de la sant¢ OMS, c’est la quatrieme cause de

mortalité chez les enfants. (Pradhan et al., 2012)

En dépit de nombreux essais cliniques et d’une prise en charge adéquate des patients dans les
premieres heures du choc septique (antibiothérapie, remplissage vasculaire agressif), la
mortalité liée aux syndromes septiques reste tres élevée. C’est la premiére cause de mortalité

dans les services de soins intensifs. (Sdez-Llorens et al., 1995).

Peu d’étude ont été publiées sur le sepsis dans les pays en voie de développement, les
quelques études qui se sont intéressées a la mortalité du sepsis exemple (Saez-Llorens et al.,
1995) du panama ont rapporté un taux de mortalité de 39%, et dans une étude récemment
publiée en Tunisie (Menif et al., 2009) ont rapporté que le taux de mortalité de septicémie est
de 45,7% dans une autre étude publiée au Pérou (Becerra et al., 2010) le taux de mortalité
était de 66,7% , le sepsis atteint 20% dans les pays développés (Pradhan et al., 2012) et
plus de 50% dans les pays en développement et est en nette augmentation (Branco et al.,
2005) (Khilnani et al., 2010) la mortalité varie de 25 % a 80 % et la septicémie demeure la

principale cause de mortalité en soins intensifs (Bossi et al., 2004).
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L’hémoculture représente le moyen le plus sure de reconnaitre le germe responsable d’une
septicémie, mais elle exige un délai souvent incompatible avec 1’'urgence de la situation. Les
bactéries responsables de septicémie ou de bactériémie sont tres variées, et il faut parfois faire
preuve d’ingéniosité pour les isoler et les identifier. C'est un examen capital en pathologie
infectieuse, mais qui n’est pas toujours praticable dans bon nombre d’hdpitaux africains et le
clinicien est souvent contraint de suspecter la bactérie causale afin de définir une attitude
thérapeutique. En effet, rares sont les signes de certitude et le médecin raisonne plutdt par
arguments de fréquence. Mais il faut se souvenir que 15% environ des hémocultures positives

sont des hémocultures qui ont été contaminées lors du prélevement.

Au cours des septicémies, le nombre de bactéries est souvent tres faible. Il s’ensuit que la
recherche de bactéries a I’examen direct est inutile, seule une culture est assez sensible pour
révéler leur présence ; qu’une quantité assez importante de sang doit étre mise en culture si on
veut avoir une chance qu’elle contienne au moins une bactérie et que les délais de culture sont

parfois longs.

La porte d’entrée du germe causal conditionne, dans une large mesure, le mécanisme de la
constitution de I’état septicémique et du choc infectieux et suivant donc le siége initial du

germe causal plusieurs types de septicémies sont a noter :
- septicémie thrombose-phlogistique ;

- septicémie a point de départ lymphatique ;

- septicémie par endocardite et artérite.

Devant le probleme médical que posent les états septicémiques, 1’identification de I’agent
causal et la recherche du foyer est une étape essentielle dans la prise en charge des états
septicémiques. L’exploration diagnostique en laboratoire, devra étre complétée par la
recherche des sensibilités aux substances antibactériennes, et la surveillance de 1’efficacité
thérapeutique, puisque la vraie maladie n’est pas la présence de bactéries dans le sang mais

I’existence d’un foyer qu’il faudra stériliser pour guérir le sujet malade.

Les résultats de I’hémoculture en cas de positivité doivent cependant étre complétés par
I’é¢tude de DI’activité des substances antibactériennes en vue d’une antibiothérapie en rapport
avec la clinique du patient. La confrontation entre les résultats en laboratoire et la clinique

s’avere donc indispensable a toutes les étapes du diagnostic.




Les infections nosocomiales représentent aussi des facteurs de risque de sepsis sévéres car
survenant sur des malades fragiles. L’existence chez ces malades de sonde urinaire, cathéters
veineux et artériel, sonde d’intubation, favorisent de méme le développement des infections
(Parrillo et al., 1990) et des facteurs propres aux patients comme 1’age, le sexe, s’ajoute a
cela le probléeme du délai de rendu des résultats bactériologiques : au moins 48 heures sont
nécessaires pour obtenir un résultat sur la susceptibilité bactérienne aux antibiotiques. Pour
palier a cela, des antibiotiques a large spectre sont en général administrés puis réajustés apres
analyse des résultats bactériologiques. Cependant cette pratique qui a pour but d’optimiser la
prise en charge des patients, doit participer a la sélection de pathogénes résistants aux
antibiotiques (Bauer and Reinhart, 2010).

La résistance des bactéries aux antibiotiques reste aujourd’hui un probléme majeur de santé
publique. La situation apparait particulierement préoccupante en milieu hospitalier ou la
pression de sélection exercée par I’utilisation importante de 1’antibiothérapie et la diffusion
épidémique des souches résistantes sont les deux facteurs principaux conditionnant cette

évolution

Apres ce bref rappel de littérature sur les types de bactéries responsables des infections
septicémiques concernées par notre travail, leurs mécanismes de résistance, ainsi que les
BLSE, il s'agit maintenant d'analyser les caractéristiques des patients inclus dans notre étude,
et les différentes souches isolées, pour cela notre travail a consisté a collecter des
prélevements issus de 1I’hopital pédiatrique Sainte-Thérése et ont été soumis aux diverses
analyses au niveau du laboratoire de microbiologie de 1’hopital Dorban de Annaba. Nous
avons par ailleurs effectué une étude génotypique qui s’est déroulée au CHU de La- Timone
(France) et dont on a effectué une deuxiéme identification des souches par MALDI,-
TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation TOF, Time-Of-Flight mass spectrometry)
puis une détection des genes de résistance bla géne (CTX-M, TEM, et SHV) par PCR
multiplex et enfin un séquencage des genes trouvés analysés par Codon code aligner et

alignés par le centre de biotechnologie information.
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PARTIE 1 :REVUE DE LA LITTERATURE




Chapitre 1 :I'infection bactérienne (Bryce et al;2005)

Généralités

L’infection est définie par I’envahissement de tout ou partie de 1’organisme par des micro-
organismes (bactéries, virus, champignons ou parasites). La gravité de I’infection se manifeste
par des signes inflammatoires, réaction de I’hdte contre 1’envahissement, qui peuvent aller
jusqu’au choc septique et jusqu’aux défaillances viscérales. Tous ces signes constituent 1’état
septique, ou sepsis des anglo-saxons, terme qui tend de plus en plus a étre utilisé en France.
La porte d'entrée de l'infection est tres variable. La septicémie peut se développer a partir
d'une infection respiratoire (par exemple, une pneumonie), une infection digestive (une
péritonite), une infection urinaire (causées parfois par les sondes) ou encore génitale. Elle peut
aussi étre d'origine cutanée, comme avec une blessure mal soignée, un furoncle ou encore un
panaris. La plupart du temps, la septicémie est donc liée a des bactéries, mais les virus et les

levures peuvent aussi en étre a 1’origine.

Le germe est présent dans le corps sans qu’il y ait pour autant de symptome visible. Par la
suite, le systeme immunitaire reconnait l'intrus, il réagit en libérant différentes substances
dans le sang. La réaction inflammatoire va se traduire, en fonction du germe, soit par une
fievre soit, au contraire, par une baisse de la température. La septicémie, dont 1’évolution est
insidieuse, est d'autant plus grave chez les trés jeunes enfants, les personnes agées ou celles

qui ont un systéeme de défense plus fragile.

Ensuite, une cascade d'événements se succedent et quand le systeme immunitaire est dépassé,
il réagit mal, les substances libérées dilatent les vaisseaux, la circulation sanguine ralentit, et

la tension chute.

A ce stade, la vie du patient est en danger, la septicémie évolue vers un choc septique. Il faut
alors identifier le germe responsable pour donner le bon traitement. Et dans tous les cas, il
faut rechercher la porte d'entrée de l'infection. Si la localisation est profonde, comme cela peut
étre le cas pour certains abces, le traitement chirurgical est indispensable pour éradiquer le

foyer infectieux.




1. Comment apprécier la sévérité du sepsis? (Caille et al, 2004; Burn Buisson, 2000)

La sévérité d’une maladie dépend de nombreux facteurs qui peuvent étre classés en facteurs
chroniques ou aigus. Les facteurs chroniques représentent la réserve physiologique: 1’age en
fait partie, de méme que 1’état de santé.

Ce dernier peut étre évalué par la mobilité (les quatre classes A, B, C, D de Knaus) ou par
I’existence de maladies chroniques. Le score de Mac Cabe, publié il y a 20 ans a propos des
septicémies a bacilles a Gram négatif, est toujours utilisé ; il définit trois groupes de patients :
sans maladie chronique, avec maladie chronique dont la survie est de cing ans au moins, avec
maladie chronique dont I’espérance de vie ne dépasse pas un an. De plus en plus,
actuellement, sont mis en évidence des facteurs génétiques qui pourraient impliquer les
différences de comportement des individus devant des infections similaires. Les facteurs aigus
sont représentés par les desordres cliniques et biologiques (parfois appelé « score
physiologique ») ; le diagnostic de la maladie aigué, le « biais du temps écoulé » (leads time
bias) qui traduit le retard au traitement, ou qui tient compte des modifications qu’un
traitement préalable a pu produire dans le score physiologique. En matiére de diagnostic, les
caractéristiques de I’infection interviennent: localisation de 1’infection, nature du germe,
existence d’hémocultures positives Nous ne considérerons pas ici les systemes prenant en
compte les dosages de TNF et d’IL1( qui sont des cytokines pro-inflammatoires; la premiéere
agit au niveau du foie lors d'une infection en induisant la synthese de molécules de la phase
aigue de l'inflammation ,et la deuxiéme agit au niveau de I'nypothalamus lors d'une infection,
afin d'induire la synthése de prostaglandine ) car ils ne constituent pas a proprement parler des
modeles de probabilité; d’autre part, ils nécessitent des prélévements et des dosages
specifiques qui ne sont possibles que dans certains laboratoires. 1ls ne peuvent étre utilisés en

pratique courante.
2. Bases théoriques des scores de gravité

Quels sont les buts des scores de gravité ? Autrement dit, pourquoi utiliser des scores de
gravité (spécifiques ou non) dans le sepsis ? Les scores sont utilisés essentiellement dans les
essais thérapeutiques, afin de Vérifier que les groupes « traité » et « témoin », sont
comparables. On a pu également utiliser des modeles de probabilité fondés sur des scores,
comme le SAPS II « customisé » c’est-a-dire adapté au sepsis . Dans ce cas, une probabilité
de mortalité est établie dans une base de données en fonction de la gravité des patients. Dans

un autre groupe de patients, soumis a un traitement spécifique, on observe la différence entre

-



mortalités prédite et observée. Cependant, cette technique n’a pas été poursuivie car elle était
a ’origine de biais importants. Les scores peuvent aussi étre utilisés au moins théoriquement
pour identifier un groupe de patients pour lesquels un traitement colteux est peut étre
efficace: un tel traitement ne saurait étre employé pour les patients trop peu séveres qui ont de
toute facon un bon pronostic ou, au contraire, tres séveres qui sont de toute fagon condamnés.
C’est dans le groupe de gravité intermédiaire défini par un score précis que le traitement peut
étre efficace. (Pradhan, R et al 2012).

3. Objectifs des scores de gravité
Les scores ou indices de gravité stratifient les patients en fonction de leur pronostic. Les
scores statiques sont établis a I’admission, dans les premiéres 24 h pour établir la probabilité
de déces hospitalier. Les scores dynamiques sont répétés a intervalles variables.
Les scores de sévérité estiment la probabilité de mortalité pour des groupes de patients. La
probabilité individuelle vise a obtenir une prédiction aussi précise que possible, mais les
problémes méthodologiques ne sont pas encore résolus. C’est dans ce deuxiéme objectif que
les scores répétitifs —ou dynamiques— sont congus. Le taux de mortalité standardisé (standard
mortality ratio) est défini comme le rapport entre la mortalité observée et la mortalité prédite.
Ce chiffre peut étre utilisé pour guider 1’utilisation des ressources ou améliorer la qualité. Les
scores de sévérité peuvent aussi étre utilisés dans la recherche clinique pour stratifier les
patients, comparer les groupes traités et non traités.
Les scores de gravité doivent répondre a des qualités mathématiques précises. Différentes

méthodes permettent d’apprécier la précision d’un score.

4. Recherche d’exactitude

Les scores récemment publiés sont utilisés dans une équation donnant la probabilité de déces
hospitalier. La qualité de cette probabilité est évaluée par la mesure de la calibration, de la
discrimination et de la fiabilité. La calibration estime 1’étroitesse de la corrélation entre les
mortalités prédite et observée dans les différentes classes de sévérité. Elle est mesuré par le
test de goodness of fit (qualité de 1’adéquation) ou un p > 0,05 indique une bonne calibration.

La discrimination examine comment le modéle sépare les individus qui survivront de ceux qui
décederont,. Ce paramétre est mesuré par 1’aire sous la courbe ROC (receiver operating
characteristics) ou une aire a 0.5 indique I’absence de discrimination, 0,9 une discrimination
excellente, 1,0 une discrimination parfaite. La fiabilité intra- et inter observateurs est mesurée

par la concordance dans le recueil des données pour le méme patient. En général, plus la

e



subjectivité d’une donnée augmente (par exemple, le choix d’un diagnostic principal), plus la

fiabilité décrott.

Chapitre 2: Hémoculture

1. Introduction
L’hémoculture est une technique de laboratoire dont le but est de mettre en évidence la
présence ou I’absence de microorganismes (bactéries et levures) dans le sang et d’étudier leur
sensibilité aux différents antibiotiques selon les cas. (FAUCHERE JL, 1997.)
L’hémoculture est un élément capital du diagnostic, du pronostic et du traitement de
nombreuses infections séveres s’accompagnant de passage bactérien dans le sang.
C’est un moyen simple et efficace qui a pour objectif de démontrer dans les meilleurs délais la
présence de micro-organisme dans le sang (bactéries, champignons) leur identification et leur
sensibilité aux antibiotiques/Antifongique.
L’importance de I’intérét diagnostic et thérapeutique devant la diversité des états infectieux,
explique sa prescription presque systématique en milieu hospitalier. (PHILIPPON A et
al;1983).
L’hémoculture est un examen trés performent. Il est sensible (on détecte, en théorie une seule
bactérie viable dans I’échantillon examiné). (FAUCHERE JL, 1997).
Pour avoir quelques chances de succes, les hémocultures doivent étre faites le plus tot
possible; a la phase de début de la maladie avant la réponse anticorps et surtout avant tout
traitement antibiotique.
Le sang contient des facteurs limitant la croissance bactérienne (phagocytes, complément,
lysozyme, anticorps, parfois antibiotiques).
Il est nécessaire de diminuer leur activité en diluant le prélévement dans une grande quantité
de milieu de culture. C’est aussi pourquoi il faut systématiquement subcultiver les
hémocultures.(CHIRON JP et al, 1997).
Les milieux de cultures utilisés sont liquides, semi-gélosés ou bi phasiques. Ces milieux
doivent permettre la croissance de la plupart des bactéries rencontrées en médecine (bouillon
coeur-cervelle, trypticase soja, milieu au thioglycolate pour anaerobie).
Divers flaconnages sous pression réduite facilitent et rendent plus sure la pratique de
I’hémoculture ¢’est le cas du flacon de BACTECR.
Des automates (BACTECR chez Becton Dickinson, Argos chez Sanofi- Pasteur, Vital chez

bio Merieux, Bact Alert chez Organon Technica...) permettent aujourd’hui de détecter les
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hémocultures positives grace a la mise en évidence de produits métaboliques générés par la
croissance des bactéries (CO2, ion H+, variation du potentiel redox du milieu).

Ces méthodes présentent des avantages certains comme les lectures multiples ou méme en
continu au cours des heures qui suivent le prélévement, I’incubation sous agitation et la
détection standardisee des hemocultures positives.

Globalement ces méthodes permettent un rendu beaucoup plus précoce des résultats a la fois
grace a la vitesse de croissance des bactéries dans ces conditions, a la sensibilité de la
détection et a la multiplicité des lectures. (PHILIPPON A, et al;1983).

Dans le but d’un diagnostic rapide pour une meilleure prise en charge des états
bacteriemiques, la collaboration étroite entre le clinicien et le microbiologiste s’avere donc
nécessaire.

2. Généralités

2.1. Rappels cliniques

- Sang et bactérie : Le sang est un liquide stérile. Cependant, a partir de sites ou de foyers
infectieux, différents germes tels que les bactéries, les champignons peuvent étre relargués
dans le sang. La présence de bactéries dans le sang ou bactériémie, peut étre accompagnée de
manifestations cliniques d’une infection grave, notamment de frissons, de fiévre, de signes de
toxicité et d’hypotension.(APPIT, 1996.)

- Physiopathologie

La présence de bactéries dans le systeme circulatoire déclenche un ensemble de mécanismes
dont D’effet sera 1’apparition de divers signes cliniques. L’événement initiateur est la
libération par I’agent causal :

-De débris de paroi : peptidoglycane, acide teichoique

-D’endotoxines produites par les bacilles a Gram négatif. Ce sont des lipopolysaccharides
dont le noyau lipidique central (lipide A) est presque toujours identique d’une bactérie a une
autre et constitue la partie toxique de ces molécules. C’est pourquoi il a été envisagé la
possibilité que des anticorps réagissant de facon croisée avec le noyau de 1’endotoxine
puissent conférer une protection vis a vis d’une grande variété de souches
bactériennes.(VANDEPITTE J et al;2003).

2.2. Hémoculture

2.2.1. Définition

Le terme <« hémoculture > peut se définir de deux maniéres selon le contexte d’utilisation.

En régle générale, I’hémoculture est la technique microbiologique qui consiste en
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ensemencement d’un milieu de culture avec une petite quantité de sang prélevé sur un sujet
afin de déterminer les microorganismes qui I’affectent.

Une hémoculture, en langage usuel, correspond a une série de plusieurs (minimum 3) flacons
issus d’une méme ponction veineuse. (GOULON M, 1985.)

2.2.2. Parametres analytiques

Différents facteurs influent sur la positivité d’une hémoculture.

2.2.2.1. Faible densité bactérienne

Les bactéries sont le plus souvent en simple transit passif dans le sang. Le nombre de
bactéries mis en culture, est alors faible et souvent de 1’ordre de 1 bacterie/ml. 1l est donc
nécessaire d’ensemencer plusieurs ml de sang dans divers flacons et a plusieurs reprises pour
majorer les chances de positivité d’une hémoculture.(CONTREPOIS A. 1995)

Les répétitions des cultures permettent de :

- diminuer les chances de manquer une bactériémie transitoire.

- confirmer le role pathogéne d’isolements "saprophytes" tel que Staphylococcus epidermidis,
si I’on les retrouve dans plusieurs prélévements veineux.

Le volume de sang prélevé est la variable la plus importante. Plusieurs études révelent une
relation directe entre le volume de sang et le rendement de la technique. Le volume permet
une augmentation significative du rendement:

- Pour un prélévement de 20 ml a 40 ml : + 10% de positivité

- Pour un prélévement de 40 ml a 60 ml : + 19% de positivité

Une augmentation de volume entraine une augmentation de la sensibilité.

2.2.2.2. Vitaliteé bactérienne

I’activation des différents mécanismes de défense de I’organisme, suite a une bactériémie,
affecte la vitalité des corps bactériens recueillis lors du prélévement. Plusieurs éventualités se
présentent :

- Les corps bactériens sont intacts: ils sont soit libres dans le plasma en phase de
multiplication ou bien ils correspondent a des bactéries au repos.

- Les corps bactériens lésés ou masqués du fait du systtme immunitaire ou 1’effet des
antibiotiques.

-Les corps bactériens sous forme "L™ correspondent a des bactéries déficientes
nutritionnelles.

La faible densité bactérienne, I’état 1és¢ des corps bactériens, la phagocytose, expliquent que

la mise en évidence de la positivité d’une hémoculture est trés souvent retardée dans le temps




par rapport a la rapidité d’obtention des cultures de repiquage au laboratoire. (ANAGONOU
SY et al;1993).

2.2.2.3. Milieux d’hémoculture

De trés nombreux milieux présentés en flacon sous pression réduite, permettant
I’ensemencement direct a travers un opercule de caoutchouc, sont proposes par les fabricants.
Pour favoriser la multiplication des corps bactériens en faible densité, recueillis lors du
prélevement il est nécessaire de procéder a une primo- culture.(SAMAKE M, 2004).

- Choix du bouillon

Le bouillon pour hémoculture doit favoriser la croissance des bactéries cliniquement
importantes.

Plusieurs bouillons sont utilisés :

- bouillon coeur- cervelle

- bouillon trypticase —soja

- milieu au thioglycolate pour les anaerobies.

Un accent est mis sur la quantité de bouillon a ensemencer. Dans I’idéal, I’O.M.S
recommande de mélanger le sang avec dix fois son volume de bouillon soit pour 5 ml de sang
un équivalent de 50 ml de bouillon.

-Facteurs de croissance

Certaines bactéries telles que les Streptocoques responsables de certaines endocardites ont des
besoins spécifiques pour leur croissance. Aussi, les bouillons doivent étre enrichis d’additifs;
ces facteurs sont le plus souvent présents dans le sang du prélévement.

Quel que soit le milieu, plusieurs additifs sont proposes:

- Atmosphere

La plupart des milieux commercialisés ont une atmosphére enrichie en CO; et en Azote (N,).
L’enrichissement en oxygeéne pour les germes aérobies se fait au moment du prélévement.

- Anticoagulants

Outre son role d’inhibition de la coagulation sanguine, il vise aussi a neutraliser les effets
antibactériens du sérum et des phagocytes.

Une concentration a 0,025% limite son effet inhibiteur sur la croissance des Neisseria et des
Peptostreptococcus.

L’anticoagulant habituellement utilisé est le: Polyanethol Sulfonate de Sodium (S.P.S)

d’autres anticoagulants tels que le citrate, 1’héparine sont aussi utilisés.
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- Saccharose

Une concentration de 10 & 15% de saccharose éviterait la lyse des bactéries a paroi deficiente.
Son efficacité n’est cependant pas encore démontrée.

Moleécules a groupement <« thiol > ou <« pyridoxal >

Elles favorisent la croissance des bacteroides et de certains Streptocoques.

Le groupement thiol neutralise un certain nombre d’antibiotiques, notamment les aminosides.
- Facteurs de croissance

L’hemine, la vitamine K3, favorisent le développement des bactéries exigeantes et des
anaérobies.

- Inhibiteurs d’antibactériens

La pénicillinase inactive les B-lactamines en occurrence les pénicillines.

L’acide para-amino-benzoique neutralise les sulfamides.

Si divers milieux sont proposés, leurs compositions sont le plus souvent 1’objet de protection
industrielle.

- Flacons d’hémoculture

- Constitution des flacons

De trés nombreux milieux sont présentés par les fabricants en flacons sous pression réduite,
permettant 1’ensemencement direct a travers un opercule de caoutchouc. lls contiennent le
bouillon nécessaire pour la primo culture du préléevement sanguin.

- Typologie des flacons

Malgré la diversité des flacons sur le marché, deux types de flacons sont proposés au clinicien
en pratique courante pour respecter le type respiratoire des micro-organismes.

Flacons aérobies

Grace a leur atmosphére enrichie en oxygene, ils favorisent la croissance et la multiplication
des bactéries aérobies strictes rencontrées en clinique. Le milieu de culture est mono ou bi
phasique.

Flacons anaérobies

Ces flacons grace au bouillon spécifique qu’ils renferment, favorisent la culture des bactéries
anaérobies strictes.

Flacons spéciaux

D’autres types de flacons sont proposés en fonction de la clinique du patient par les

fabricants.




2.2.4. Etude bactériologique

Dés reception au laboratoire les flacons doivent étre incubés a 35-37°C et inspectés
régulierement.

2.2.4.1. Détection manuelle

-Inspéction journaliére

L’inspéction macroscopique journaliere des flacons, vise a déceler des signes d’une
croissance microbienne. Une culture stérile montre en général un dépo6t d’hématies recouvert
d’un bouillon transparent jaune pale. La croissance est attestée par :

- Un dep6t floculeux au-dessus de la couche d’hématies

-Un trouble uniforme se situe juste sous la surface

- Une hémolyse

- Une coagulation du bouillon

- Une péllicule de surface

- La production de gaz carbonique

- La présence de grains blancs a la surface ou a I’intérieur de la couche de sang.

La durée d’observation varie de 10 jours a un mois surtout pour les bactéries a culture lente.
Toute positivité d’un flacon entraine un examen microscopique.

- Examen microscopique

Devant une croissance visible, le flacon est ouvert aseptiquement et une petite quantité de
bouillon est prélevée a I’aide d’une anse stérile ou d’une pipette Pasteur. Un frottis coloré par
la méthode de Gram permet de repérer la présence de germes. Le prélevement du bouillon
peut étre exécuté a 1’aide d’une seringue montée apres désinfection de ’opercule de
caoutchouc.

Un examen microscopique est complété par des repiquages sur milieux solides.

- Repiquage et isolement - Identification

La réalisation des repiquages se fait en ensemencant en stries le contenu d’une anse ou d’une
goutte de bouillon préleveée a la seringue, sur des milieux solides approprieés.

L’identification du germe se fera selon 1’aspect des colonies sur des différents milieux de
repiquage. Dans des conditions ou les risques de souillure sont élevés, il est possible de
procéder a des subcultures « a I’aveugle >.

Pour toute détection manuelle, plusieurs systemes sont aussi utilisés.

- Systemes Signal : détection de la surpression dans le flacon liée a la croissance bactérienne
par passage du bouillon de culture a travers une aiguille fixée dans la partie supérieure du

flacon.




- Systemes Isolator : systeme de <« lyse-centrifugation > permettant de recueillir et de
concentrer les micro-organismes a partir du ganglion et des leucocytes. Ce systéeme est
performant pour les mycobactéries, les levures a croissance difficile, les champignons
filamenteux, et les bactéries exigeantes.(Levy et al., 2003).

2.2.4.2. Détection automatisée

Divers automates (BACTECR 9050, Bio Argos, Bact Alert, Organon Technica) permettent
aujourd’hui de détecter les hémocultures positives par la mise en évidence de produits
métaboliques généres par la croissance bactérienne.

Ces meéthodes permettent un rendu beaucoup plus précoce des résultats. Leur seul
inconvénient est le cout onéreux.

Différents systemes plus sophistiqués sont proposés mais ils n’ont pas fait la preuve évidente
d’une supériorité pour la détection de positivité des hémocultures.

- Résultats - Interprétation :

Les résultats d’une hémoculture peuvent revétir deux aspects :

-Résultats normaux

Pour confirmer le diagnostic d’une septicémie, il faut s’assurer que toutes les, conditions
techniques ont été réunies, a savoir: milieux nutritifs stériles, absence d’antibiothérapie,
prélevements effectués au bon moment et de maniére rigoureuse, milieux de culture de
qualité, atmosphere de CO2, condition d’aérobiose et/ou d’anaérobiose.

Par ailleurs, un résultat positif isolé peut étre du a une simple bactériémie physiologique ou
encore la traduction d’une contamination exogene du prélévement par les bactéries de la peau
ou de I’air.

-Résultats pathologiques (GORO D, 2002)

L’interprétation des résultats est parfois délicate et nécessite une étroite collaboration entre le
clinicien et le microbiologiste.

Schématiquement, on peut distinguer rois types de résultats :

- Premier cas : Plusieurs hémocultures pratiquées chez un méme patient sont positives et
Contiennent la méme espéce bactérienne. L’interprétation est aisée, le diagnostic de
bactériémie pathologique peut étre posé et la bactérie considérée comme responsable méme si
elle n’est pas reconnue comme une bactérie pathogéne opportuniste.

Cependant dans certains cas, en fonction de la porte d’entrée, les hémocultures positives

peuvent étre poly microbiennes chez un méme sujet.




L’interprétation est plus difficile. La localisation du foyer infectieux permet de régler en
général le probléme. Ils sont surtout observés en cas de cathéters longtemps maintenus en
place ou chez les patients immunodéprimés et tres souvent chez les agonisants.

- Deuxiéme cas: Sur I’ensemble des hémocultures pratiquées chez un malade, une seule est
positive. L’interprétation consistera ici a démontrer que le germe isolé provient ou non d’une
contamination.

-S’il s’agit d’une bactérie pathogene spécifique, elle peut étre considéree comme responsable.
-S’il s’agit au contraire d’une bactérie peu fréquemment retrouvée comme germe de souillure,
en l’occurrence les Entérobactéries, les Streptocoques, elle peut étre considérée comme
responsable surtout si le foyer infectieux est évocateur ou si le contexte clinique est en faveur
de sa responsabilité.

La bactérie est fréiqguemment responsable de contamination. Sa responsabilité ne sera admise
que si le méme germe est découvert au niveau du foyer infectieux ou de la porte d’entrée.

- Troisieme cas: Toutes les hémocultures réalisées sont négatives. Un tel résultat est un bon
argument pour éliminer une septicémie, a condition bien sure que les conditions de réalisation
aient été scrupuleusement observeées.

Cependant, plusieurs hémocultures peuvent étre négatives malgré une clinique évocatrice.
Plusieurs causes d’échec peuvent expliquer 1’obtention de faux négatifs :

- Prélévement effectué au mauvais moment ou tardivement

-Prélévement fait sous antibiothérapie

-Quantité insuffisante de sang ensemencé

- Milieux ou conditions de cultures inappropriés

- Temps d’observation trop court

- Mauvaise observation des flacons

-Mauvais choix des conditions de subcultures.

Pratiquée avant toute antibiothérapie, et suivant un protocole rigoureux devant maintenir
continuellement une asepsie totale, I’hémoculture constitue 1’¢lément capital du diagnostic
d’une bactériémie physiologique ou pathologique.

2.2.5. Principaux germes des hémocultures

Il convient tout d'abord de distinguer les bactériémies vraies des contaminations. Si les
bactériémies vraies sont le plus souvent mono microbiennes, une hémoculture positive poly
microbienne (associée a certaines espéces) oriente plutdt vers une contamination du
prélevement. Bacillus, Corynebacterium et Propionibacterium, bactéries de la flore cutaneo-

muqueuse, sont des contaminants dans plus de 95% des cas. Les staphylocoques coagulase




négative (85% de contaminants), les entérocoques (20% de contaminants), et les
streptocoques du groupe viridans (60% de contaminants) peuvent cependant, dans un certain
nombre de cas, étre responsables de bactériémies vraies: La distinction vrai/ faux positif
pourra se faire en répétant les hémocultures chez le malade et surtout en tenant compte de la
clinique. (BAUDAT V 2002).
2.2.5.1. Cocci a Gram Positif :
- Genre Streptococcus
-Streptococcus pneumoniae
-Streptocoques Béta hémolytiques

e Streptococcus pyogenes (ou Streptocoques du groupe A)

e Streptococcus agalactiae (ou Streptocoque du groupe B)

-Genre Enterococcus
-Genre Staphylococcus

e Staphylococcus aureus

e autres Staphylocoques
Les Staphylocoques autres que Staphylococcus aureus sont souvent identifiés aux especes
non productrices de coagulase et sont connus comme "staphylocoques a coagulase negative"
(SCN). Leur identification se faisant par opposition a Staphylococcus aureus, le terme de
"Staphylococcus non aureus " (SNA) serait cependant préférable. Ce sont les principaux
commensaux de la peau mais ils sont également isolés des muqueuses.
La densité de colonisation est plus importante au niveau des régions situées a proximité des
orifices ou les zones humides comme la partie antérieure des narines, le périnée, les creux

axillaires et les plis inguinaux. (Hussein et al., 2009).

2.2.5.2. Cocci a Gram négatif :

Généralité sur les Neisseriaceae

Neisseria meningitidis ou méningocoque est un diplocoque a Gram négatif intracellulaire en
majorité en forme de grain de café mesurant 0,8 a 1um de diametre, Il est responsable de la
méningite cérébro-spinale épidémique.

Le méningocoque appartient a la famille des Neisseriaceae qui comprend actuellement deux

genres d’intérét médical :
- Le genre Neisseria

- Le genre kingella

.



2.2.5.3. Bacilles a Gram Négatif
Les bactéries a Gram négatif sont mises en évidence par la coloration de Gram.

1. Généralités sur les Entérobactéries

Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte similitude. La

création de ce groupe a été proposée par Rahn en 1937 qu’il dénomma Enterobacteriaceae. Si

le nom de famille est toujours maintenu, en revanche le classement des bactéries dans la

famille a beaucoup évolué (Joly B. et Reynaud A, 2007).

Actuellement, les Entérobactéries sont classees sur la base du sequencage des ARN 5S et 16S

dans: K. pneumoniae est une espéce ubiquitaire. Elle peut étre isolée de 1’environnement

(sols, eaux de surface, eaux usées, végétaux) ainsi que des flores commensales de ’homme et

des animaux. Elle colonise jusqu’a 30% des individus au niveau des muqueuses digestive et

nasopharyngée. La colonisation augmente de facon trés importante chez les patients

hospitaliseés.

Domaine : Eubacteria ;

Phylum XII : Proteobacteria
Classe : Cammaproteobacteria
Ordre des Enterobacteriales

Famille des Enterobacteriaceae (Meyer A. et al, 2004).

Quarante quatre genres sont regroupés en cinq tribus, d’apres leurs propriétés fermentatives:

Escherichiae, Klebsielleae, Proteae, Yersiniae et Erwiniae (Larpent, 2000). Les genres les

plus communément isolés en bactériologie clinique sont (Morice, 2003).

Citrobacter,
Enterobacter
Escherichia
Hafnia,
Klebsiella,
Morganella,
Proteus
Providencia
Salmonella
Serratia
Shigella

Yersinia

e



Le nom « entérobactérie » fait référence a la localisation de cette famille de microorganismes
dans le tube digestif et principalement le colon de I’lhomme et des animaux (Scheftel, 2008).
La famille des entérobactéries se définit par un ensemble de caractéres généraux communs.
Ce sont des bacilles a Gram négatif, non sporulés, le plus souvent mobiles grace a une
ciliature péritriche mais immobiles dans le cas des bactéries des genres Klebsiella, Shigella et
Yersinia pestis.

Elles fermentent le D-glucose avec ou sans production de gaz et réduisent les nitrates en
nitrites. Elles n’ont pas d’oxydases et possédent une catalase (Joly B. et Reynaud A, 2007).
Elles sont aérobies-anaérobies facultatives et elles se cultivent sur les milieux ordinaires. La
température optimale de croissance est 37°C mais la culture est possible entre 20°C et 40°C.
Les entérobactéries fréqguemment rencontrées en bactériologie clinique, alimentaire, des eaux,
sont succinctement présentées en considérant leur habitat naturel ou leur habitat lié aux
activités anthropiques leurs caracteres particuliers, leurs pouvoirs pathogenes ou leur intérét
(Delarras, 2007). Seuls les genres et les espéces qui ont un intérét médical reconnu seront
envisagés par la suite. Une centaine d’espéces d’Enterobacteriaceae sont individualisées,

mais 23 d’entre elles représentent 99% des souches isolées en clinique (Avril et al., 2000).

1.1. Klebsiella pneumoniae
Les Klebsiella sont des bactéries immobiles, en diplobacilles, généralement capsulées
(Delarras, 2007) et fermentent de nombreux sucres avec production de gaz, mais elles ne sont
pas protéolytiques. Sur milieu gélosé, les colonies sont caractéristiques: elles sont
volumineuses, bombées, brillantes et trés visqueuses a cause de la capsule (Fauchére, 2002).

Le genre Klebsiella comporte actuellement cing espéces K. pneumoniae comportant 3 sous
especes: K. pneumoniae sub sp. Pneumoniae, K. pneumoniae sub sp. ozanae et K.pneumoniae
sub sp. Rhinoscleromatis ; Klebsiella oxytoca; Klebsiella ornithinolytica; Klebsiella
terrigena et Klebsiella planticola.

L’espéce type est Klebsiella pneumoniae, germe trés répandu dans la nature (sol et eau),
saprophyte des voies respiratoires supérieures et il est 1’agent des surinfections respiratoires
(Lamnaouer, 2002). Klebsiella pneumoniae est un pathogene a fort potentiel épidémique
fréquemment impliqué dans des infections séveres. De nombreuses épidémies nosocomiales
causées par cette bactérie ont été décrites, notamment chez des patients hospitalisés dans des
unités de soins intensifs adultes ou pédiatriques (Carrér et Nordmann, 2009; Boukadida et
al., 2002).




1.2. Enterobacter cloacae

Les Enterobacter sont des bacilles & Gram négatif généralement mobiles, fermentent ou non
le lactose et ils ont une B-galactosidase (Fauchére, 2002).

Différentes especes constituent ce genre. Certains n’ont jamais été associés a des infections
humaines. Les espéces les plus souvent isolés incluent Enterobacter cloacae et Enterobacter
aerogenes, suivie par Enterobacter sakazakii. Les especes du genre Enterobacter, en
particulier Enterobacter cloacae et Enterobacter aerogenes, sont des pathogenes responsables
d'infections nosocomiales diverses, y compris la bactériémie, les infections des voies
respiratoires et urinaires, lI'endocardite, les infections intra abdominales et ophtalmiques,
I'arthrite septique et les ostéomyeélites (Fraser et al, 2010). Enterobacter sakazakii est 1’agent
d’infections rares mais séveres touchant particuliérement les trés jeunes enfants, les personnes
ageées et les sujets immunodéprimés. Cette espece se différencie des autres Enterobacter par

son pigment jaune (Leclercqg M., 2006).

1.3. Escherichia coli

Isolée pour la premiére fois par Escherich en 1885, Escherichia coli est I'espéce bactérienne
qui a été la plus éetudiée par les fondamentalistes pour des travaux de physiologie et de
génétique (Awvril et al, 2000). Elle représente 1’espece type de genre Escherichia. Appelée
communément « colibacille » cette espece possede des caracteres biochimiques particuliers
permettant de la différencier des espéces voisines.

La production d’indole a partir de tryptophane, I’absence d’utilisation du citrate comme
source de carbone et 1’absence de production d’acétoine (réaction de Voges- Proskauer
négative) (Joly B. et Reynaud A, 2007). Escherichia coli se retrouve en abondance dans la
flore commensale humaine, en particulier dans le tube digestif de ’homme qu’elle colonise
deés les premiéres heures de la naissance. Elle constitue I’espéce dominante de la flore aérobie

anaéro-tolérante (Ahoyo et al., 2007;Bonacorsi et al, 2001).

1.4. Serratia marcescens
Toutes les Serratia possedent une gélatinase et une DNAse sauf (S. fonticola) (Denis et al,
2007). D’une maniére générale, les espéces de ce genre sont isolées des plantes (Iégumes,
champignons, mousses), du tube digestif des rongeurs (40% des petits mammiféres sauvages
sont porteurs de Serratia spp.), des insectes, de I’eau et du sol (Euzéby, 2003).
Le genre Serratia comprend maintenant dix espéces (Sekhsokh et al., 2007). La principale

espece pathogene du genre est Serratia marcescens qui provoque habituellement des

-



infections nosocomiales. Toutefois, des souches de S. plymuthica, S. liquefaciens, S. rubidaea
et S. odorifera ont cause des infections (Basilio et Ania, 2009).

Chapitre 3 : Les p-lactamines

Géneralités

Le mot antibiotique a été proposé en 1941, par Waksman, (découvreur de la streptomycine),
pour désigner toute substance produite par un micro-organisme et qui a le pouvoir d’inhiber la
croissance d’autres micro-organismes et méme de les détruire, cette notion s’étend aux
substances semi-synthétiques ou méme synthétiques, ayant la méme la fonction. (Guillemot
et al., 2001) (Patrice Courvalin,2001).

1. Définition
Les B-lactamines représentent la principale famille d’antibiotiques la plus développée et la
plus utilisée dans le monde. Cette large utilisation est due a leur large spéctre d’action, leur
efficacité, leur faible toxicité et leur faible cout pour certaines molécules bactéricides.
(Livermore, 1995a). Elles sont utilisées dans de nombreuses pathologies infectieuses dues
aux entérobactéries (Zogheib et Dupont, 2005). Ce nom est du au fait que tous les membres

de cette classe portent une fonction lactame en position  (figure 1).

cycle béta lactame

fonction lactame ' cycle thiazolidine

COOH

Figure 1.Cycle B-lactame (Bonnet R, 2006).

La famille des B-lactamines est caractérisée par une structure qui présente un cycle constant
B-lactame associé a des cycles et des chaines latérales variables qui expliquent les propriétés

pharmacocinétiques et le spectre d'activite des différents produits. En fonction du cycle

-



adjacent, plusieurs familles se distinguent, ce qui explique la diversité des molécules :
pénicillines (cycle péname), céphalosporines (cycle cépheme), carbapénémes (cycle péneme)
et les inhibiteurs des béta-lactamases (cycle clavame). Les B-lactamines sont des antibiotiques
inhibant la synthése de la paroi bactérienne (Cavallo et al. 2004).

1.1. Les pénicillines (Ferres and Nunn, 1983)

= La benzylpénicilline (pénicilline G)
La benzylpénicilline a été la premiere pénicilline utilisée. Elle posséde un spectre
antibactérien qui couvre les cocci a Gram positif, cocci a Gram négatif ex : Neisseria
meningitidis et les bacilles a Gram positif ex : Listeria monocytogenes.

= Les isoxazolyl-pénicillines (pénicilline du groupe M)
Possedent des modifications structurales qui permettent une augmentation de la stabilité a
I’hydrolyse par les pénicillinases mais qui entrainent souvent une diminution de I’activité
antibactérienne.

= Les amino-pénicillines (pénicilline du groupe A)
Possedent une activité sur les bacilles a Gram négatif ex : Escherichia coli
L’ampicilline et I’amoxicilline appartiennent a ce groupe.
L’amoxicilline ne difféere de 1’ampicilline que par un groupement hydroxyle qui lui confére
une meilleure biodisponibilité par voie orale que ’ampicilline. La pivampicilline fait partie
d’un groupe d’ester de I’ampicilline qui libére I’ampicilline suite a 1’action des estérases
digestives extra- et intracellulaires. Ces prodrogues ont été développées pour améliorer la
biodisponibilité de I’ampicilline par voie orale.

= Les uréido-pénicillines et les carboxy-pénicillines
Possedent un spectre élargi a certains bacilles & Gram-négatif, ainsi que sur certaines souches
productrices de céphalosporinases. Les amino-pénicillines présentent un spectre limité aux
bacilles a Gram négatif.

1.2. Les céphalosporines (Allain P, 2008)
Ces B-lactamines sont toutes a large spectre et leur intérét réside surtout dans leur activité sur
les bacilles a Gram négatif.
Les céphalosporines sont traditionnellement divisées en quatre générations sur la base de leur
spectre antibactérien, et surtout de leur comportement vis-a-vis des céphalosporinases.

= Les cephalosporines de premiere génération (C1G)
Possedent un spectre qui couvre les cocci a Gram positif ainsi certaines bactéries a Gram

négatif ex: Klebsiella pneumoniae/oxytoca mais elles sont résistantes a Enterobacter

.



aerogenes/cloacae. Ce sont les moins stables vis-a-vis de ’hydrolyse par les B-lactamases,
Ex : Céfalotine, Céfazoline.

= Les céphalosporines de deuxiéme génération (C2G)
Possédent une bonne activité contre les bactéries a Gram neégatif. Elles sont stables a
I’hydrolyse par les B-lactamases d’origine plasmidique (non BLSE), mais pas a I’hydrolyse
par les céphalosporinases d’origine chromosomique AmpC. Ex : céfoxitine, céfamandole,
cefotétane, céfuroxime.

» Les céphalosporines de troisieme genération (C3G)
Possedent une couverture plus large contre les bactéries a Gram négatif. De plus, leur
stabilit¢ en présence de [-lactamase d’origine chromosomique AmpC est nettement
supérieure a celles des céphalosporines de premiere et deuxieme générations. Ex : céfotaxime,
céfopérazone, ceftazidime, ceftriaxone, céfixime.

» Les céphalosporines de quatrieme génération (C4G)
Ces molécules sont particulierement efficaces vis-a-vis des bacilles a Gram négatif possedent
une stabilité accrue contre certains types de p-lactamases et ont la propriété de résister a
I’hydrolyse des céphalosporinases hyperproduites grace a une double caractéristique. Elles
possedent une trés faible affinité pour ces céphalosporinases ainsi qu’une bonne affinité pour
les protéines liant les pénicillines (PLP). Ainsi, elles agissent avant que les enzymes
bactériennes n’aient eu le temps de les dégrader (Bryskier, 1984).
Méme si les céphalosporines de quatrieme génération sont plus stables a I’hydrolyse par les 3-
lactamases a spectre étendu, elles demeurent néanmoins hydrolysées par les plus efficaces
d’entre elles. Ex. Céfépime, Cefpirome.

1.3. Les carbapénémes
Sont des B-lactamines possédant un trés large spectre anti-bactérien doublé d’une grande
stabilité envers la quasi-totalité des B-lactamases. Pour cette raison, ils font partie des
antibiotiques utilisés en premiere ligne au cours du traitement probabiliste des infections
pathogenes. Le plus ancien carbapénéme est : L’imipenéme, substance dérivée d’un composé
produit par la bactérie Streptomyces cattleya.

Le méropéneme, apparu environ dix ans plus tard, est largement utilisé en Europe et en

Amérique du Nord. Le début des années 2000 a vu I’apparition de nouvelles carbapénémes :

L’értapéneme et le doripéneme.

.



1.4. Les Monobactames (Jean-Louis Pourriat, 2005)
Cette classe de B-lactamines ne contient qu’un seul agent antibiotique : L’aztréoname,
son spectre couvre uniquement les bacilles a Gram négatif, y compris Pseudomonas

aeruginosa.

1.5. Les inhibiteurs de p-lactamases (acide clavulanique, tazobactame, sulbactame)
Les inhibiteurs des PB-lactamases ont été développés afin de neutraliser la production
bactérienne de B-lactamases.
Les inhibiteurs des B-lactamases possedent une activité antibiotique généralement faible. Ce
sont des substrats-suicide qui se lient de manicre irréversible a la B-lactamase, empéchant
I’action de celle-Cci sur les B-lactamines. Ceci explique pourquoi les inhibiteurs des B-
lactamases, en particulier 1’acide clavulanique et le tazobactame, ne sont généralement pas
utilisés seuls, mais en association avec un antibiotique comme 1’amoxicilline, la ticarcilline ou
la pipéracilline. Le sulbactame posséde, en plus de son effet inhibiteur irréversible sur les -
lactamases, une activité antibiotique intrinseque sur quelques espéces bactériennes comme
Acinetobacter baumannii. Malgré leur intérét en pratigue médicale, les inhibiteurs des -
lactamases ne permettent pas d’inactiver I’ensemble des P-lactamases produites par les
bactéries.
Chapitre 4 : La Résistance bactérienne (Yvon Michel-Briand, 2009)
La résistance bactérienne se définit comme la capacité de continuer a croitre ou a survivre en
présence de l'antibiotique. Les conditions d’activité d’un antibiotique sont de posséder une
cible spécifique, de demeurer sous forme active, d’accéder a la cible et d’interagir
efficacement avec elle en la désactivant. 1l existe de nombreux mécanismes aboutissant a
I’expression de la résistance et suivant son caractere inné ou acquis : la résistance naturelle et
la résistance acquise.
La résistance naturelle est programmeée sur le génome et constante a l'intérieur du taxon ; elle
constitue un critére d'identification stable d’une espece. Les résistances acquises sont quant a
elles consécutives a des modifications de I'équipement génétique.

1. Resistance naturelle
La résistance naturelle ou intrinséque a un antibiotique est essentiellement due a la présence
de genes chromosomiques ; elle est donc commune a toutes les bactéries d’'une méme espece.
Elle peut étre due a des particularités structurales s’opposant a 1’action de I’antibiotique sur sa
cible comme la présence d’une membrane externe chez les bactéries a Gram négatif les

rendant naturellement résistantes aux antibiotiques de poids moléculaire eélevé comme les




glycopeptides. Elle peut étre aussi due a des particularités métaboliques spécifiques : le
bacille de la tuberculose par exemple n’est sensible qu’a un nombre restreint d’antibiotiques
en raison de son métabolisme original. La résistance naturelle peut enfin étre médiée par
I’expression constitutive ou induite d’une enzyme d’inactivation ou par la mise en ceuvre d’un
processus d’échappement vis a vis de I’antibiotique.
Dans tous les cas, la résistance naturelle fait partie des caractéres normaux de 1’espéce ; elle
détermine le niveau de sensibilité « basal » des bactéries et définit le phénotype sauvage
d’une espéce. C’est la résistance de classe. Elle est constitutive et touche toute une famille
d’antibiotiques.

2. Resistance acquise (Yvon Michel-Briand, 2012)
Ce terme est utilisé pour désigner le résultat d’un processus permettant a des bactéries d’une
espece originellement sensible de devenir résistante a un ou plusieurs antibiotiques.
L’acquisition de ces résistances est déterminée par des modifications génétiques consécutives
a des mutations ponctuelles ou a 1’acquisition « de novo » de geénes de résistance exogenes.
La capacité de multiplication trés rapide des bactéries favorise la sélection d’événements
génétiques favorables et la possibilité d’échange d’information méme entre espéces lointaines
leur conférant un trés grand pouvoir d’adaptation aux contraintes du milieu. L’évolution des
mécanismes de résistance aux antibiotiques, et notamment aux [-lactamines illustre

parfaitement ce phénoméne.(Weiler and Corti, 2014).

3. Supports génétiques de la résistance (EARS-Net, 2011).

L’intérét suscité par les enjeux liés a la résistance aux antibiotiques a mené de plus en plus de
chercheurs a travailler sur le sujet, aboutissant a la découverte de nombreux mécanismes
d’adaptation bactérienne. Parmi les modalités d’acquisition de la résistance aux antibiotiques,
le transfert horizontal de genes est un élément-clé. Ce type de transfert a probablement lieu
dans tous les écosystéemes terrestres colonisés par les bactéries(Gallardo et al., 2003). Ainsi
ces transferts ont été mis en évidence dans de nombreux écosystemes, tels les sols, les
rivieres, les environnements marins, mais aussi les tubes digestifs d’insectes ou de
mammifere. Différents éléments génétiques sont impliqués dans ce transfert de génes
(Coutinho et al., 2014).




3.1.Le chromosome (Steven et al, 2013)

3.1.1. Resistance naturelle

Le chromosome bactérien est porteur des informations génétiques nécessaires a 1’existence
méme de la bactérie et contient aussi les génes responsables de sa résistance naturelle
intrinseque (liée a sa structure ou a son métabolisme). Les genes de résistance codant pour des
enzymes d’inactivation ou des systémes d’échappement s’expriment de fagcon constitutive
lorsqu’ils sont portés par le chromosome conférant les caracteres de résistance naturelle de la
bactérie. (Aboumarzouk, 2014).

3.1.2. Resistance acquise

La résistance chromosomique acquise résulte d’une mutation. La fréquence de ces mutations
est faible et variable (10 & 10™%) mais la mutation est stable et transmissible & la descendance.
La résistance apparait dans ce cas au hasard et n’est donc pas influencée par I’antibiotique qui
ne fait que la révéler. La mutation du géne peut entrainer 1’apparition d’une protéine
particuliére ou d’une variabilité structurelle responsable de la résistance ; elle peut aussi
entrainer la disparition ou la modification d’une protéine structurale ou enzymatique normale.
En absence d’antibiotiques dans le milieu exercant une pression de sélection, la plupart des

mutants naturels vont disparaitre (Saravanan and Raveendaran, 2013).

3.2. Les éléments génétiques mobiles

La résistance aux antibiotiques acquise par les bactéries est principalement due a la présence
de trois types d'éléments extra-chromosomiques portant des genes de résistance : les
plasmides, les transposons et des cassettes de résistances inserées sur un intégrons (Bennett,
2008) ;(Martinez, 2009) ;(Walsh, 2006).

3.2.1. Les plasmides (Snyder et al, 2013)
Les plasmides bactériens revétent une importance toute particuliere dans 1’¢tude des
phénomeénes de résistance car ils constituent a la fois un vecteur de premier plan pour la

dissémination des résistances et un immense réservoir génétique. (Arlet G, 2006).

3.2.2. Séquences d'insertion et transposons (Prescott et al, 2003)

Les séquences d'insertion, aussi appelées élements IS, sont de courtes séquences d'/ADN (0,2 a
6 kpb) qui portent uniquement le géne codant pour la protéine responsable de la transposition,
la transposase, et les sites reconnus par cette enzyme. Ces sites sont des séquences inversées

répétées situées a chaque extrémité de la sequence d'insertion. Généralement d'une taille de 15




a 25 pb, elles varient de maniere a ce que chaque type d'IS ait des séquences inversées
répétées caractéristiques.

Contrairement a d'autres mécanismes qui réorganisent I'ADN, la transposition de ces éléments
génétiques ne requiert pas de régions d'homologie étendues pour que la recombinaison puisse
s'effectuer. Ces éléments transposables jouent un role tres important dans I'évolution des
bactéries puisqu'ils sont a l'origine de multiples réarrangements de leur génome. Les
transposons (2-20 kpb) sont composés de sequences d’ADN qui fonctionnent comme des sites
de recombinaison et de genes codants pour des protéines qui participent a la réaction de
recombinaison. Les sites de recombinaison sont situés aux deux extrémités du transposon et
organisés en séquences inversées répétées. La taille de ces répétitions inversées terminales
varie entre 25 et quelques centaines de paires de bases. Les sites de recombinaison ne sont
pas des répétitions exactes et portent les séquences de reconnaissance des transposases.

3.2.3. Lesintégrons

Les intégrons, plus récemment décrits vers la fin des années 80, jouent un r6le majeur dans
I’acquisition et I’expression de geénes de résistance aux antibiotiques, notamment chez les
bactéries a coloration de Gram négative. Aujourd’hui, alors que I’implication des intégrons
dans I’adaptation bactérienne au-dela de la résistance aux antibiotiques est avérée, le role
d’une partie de ces intégrons, parfois nommés intégrons de résistance (IR), est majeur dans la
dissémination de la résistance aux antibiotiques et notamment chez des souches d’intérét

clinique (Naas et al., 2001) ;(Cambray et al., 2010).

4. Mécanismes de la resistance (Yvon Michel-Briand, 2012)

Le phénomeéne de résistance bactérienne aux antibiotiques est apparu rapidement apres leur
introduction en thérapeutique avec comme conséquence une diminution d’activité voire une
inefficacité totale des molécules habituellement actives. Aujourd’hui le risque d’échec
thérapeutique, la variété des résistances, la vitesse de leur évolution ainsi que leur capacité de
dissémination sont des parametres majeurs a prendre en compte dans la lutte contre ce
phénomeéne. Trois mécanismes essentiels président aux «stratégies de la résistance
bactérienne ». Tous permettent a la bactérie de se soustraire a 1’action de 1’antibiotique
présent dans le milieu et peuvent s’observer séparément ou de maniére concomitante. Ce sont
les stratégies de « désarmement, de blindage ou d’échappement », terminologie imagée
parfois retrouvé dans la littérature. Les deux premiers mécanismes tendent a diminuer

Pefficacité de la molécule en minimisant sa concentration aux abords directs de la bactérie ou




dans I’espace péri plasmique. Cet objectif est rempli aussi bien par la destruction de la
molécule que par la modification de structures particulieres (porines) aboutissant & minimiser
la pénétration de I’antibiotique ou méme a le rejeter (pompes d’efflux actif). (Ares et al.,
2014).

4.1.Désarmement

Le désarmement consiste en la destruction de la molécule ou en son inactivation supprimant
ainsi I’interaction avec sa cible. C’est ’expression d’enzymes spécifiques d’un antibiotique
ou d’une famille d’antibiotiques qui permet leur destruction ou leur modification. Ce mode de
résistance est trés répandu dans le monde bactérien et touche essentiellement deux familles
d’antibiotiques majeures qui sont les lactamines (lactamases) et les aminosides.

4.2.Blindage

Le blindage permet de soustraire la cible de I’antibiotique a son action sans détruire la
molécule mais en diminuant sa concentration aux abords direct de la cible. Deux mécanismes
principaux permettent d’atteindre ce but.

4.2.1. Ladiminution de perméabilité

L’imperméabilisation est un phénomeéne observé chez les bactéries a coloration de Gram
négative. La structure méme de leur paroi et plus particulierement la présence d’éléments
dédiés a la pénétration de molécules exogenes est a ’origine de ce type de résistance. La
perméabilité membranaire intervient dans le contréle de la concentration de différentes classes
d’antibiotiques comme les B-lactamines ou les quinolones via I’expression des porines ou des
transporteurs-pompes (Nikaido, H., 1996) ; (Hancock, 1997).

Les structures en cause sont les porines (Omp ou Opr) qui sont des canaux agqueux ou
hydrophiles constitués de trois molécules de protéines qui laissent diffuser diverses molécules
de faible masse moléculaire comme des substrats ou encore des antibiotiques (Figure 3). Le
dysfonctionnement ou la perte de I'une d'entre elles peut entrainer une augmentation de CMI
d'un facteur 4 & 8 de divers antibiotiques comme R-lactamines, acide nalidixique (NA),
triméthoprime (TMP), fosfomycine, tétracycline (TE). La régulation rapide de 1’expression de
la porine d’E. aerogenes a été montrée chez un patient traité par I’imipénéme. La prise de cet
antibiotique s’accompagne de la disparition de la porine associee a la résistance de la souche
aux [B-lactamines, alors que 1’arrét du traitement entraine sa réapparition chez la bactérie,
redevenue sensible (Bornet et al., 2000). Dans plusieurs bactéries, la disparition des porines
fait intervenir I’opéron mar, qui, via le petit ARN anti sens micF, déstabilise I’ARNm de la
porine et ce, conjointement a 1’expression des pompes d’efflux (Alekshun and Levy,

1999) ;(Delihas and Forst, 2001). Le systeme d’osmorégulation a deux composants ompR-
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envZ, qui régle I’expression de OmpC-OmpF chez E. coli, pourrait également jouer un réle

dans des isolats résistants (figure 2).
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Figure 2. Enveloppe d’Escherichia coli (Alpha Amadou DIALLO, 2013)

P: protéines; PG: peptidoglycane; PLP: protéine de liaison aux pénicillines.

4.2.2. Efflux actif (Quale et al., 2006)
Les systemes d’efflux actifs sont constitués de protéines transmembranaires capables de
transporter activement du milieu intracellulaire vers le milieu extérieur une variété de
substrats suivant le type de pompe impliquée. On note que si la membrane externe des
bactéries a coloration de Gram négative s’oppose a la pénétration de grosses molécules ou de
molécules hydrophobes nocives, elle constitue également un obstacle pour les systéemes

d’efflux de ces bactéries.




4.3. Camouflage
Le mécanisme de la résistance par « camouflage » se manifeste par une diminution de
I’affinité¢ entre la cible et son antibiotique consécutive a la modification de ladite cible
(Lambert, 2005) ;(Martinez and Baquero, 2000). Ce mode de résistance touche plusieurs
classes d’antibiotiques et notamment les - lactamines, les quinolones et les macrolides
respectivement par modification des protéines liant les pénicillines ou PLPs, des gyrases ou
des ribosomes bactériens.

4.4. L’induction de résistance (Yvon Michel-Briand, 2009)
La résistance est dite « résistance inductible » lorsque la présence de 1I’antibiotique est
nécessaire a 1’expression de cette résistance. Bien qu’inductible, la résistance peut étre
considérée comme naturelle si son expression est constante ; il est & noter que certaines
résistances acquises peuvent également nécessiter une induction pour s’exprimer.
5.  Le cas des p-lactamines
Les différents mécanismes de résistance aux B-lactamines peuvent s’exprimer seuls ou de
facon concomitante agissant alors de facon synergique. Il peut s’agir d’une diminution
d’affinité de la cible, d’'une diminution de la perméabilit¢ de la membrane, de I’expression
d’une pompe d’efflux actif ou de la production d’enzyme de type - lactamase.

5.1. Modification des protéines de liaison a la pénicilline (PLP)
Ces PLP modifiées présentent une affinité plus faible pour les B-lactamines. Elles sont
relativement résistantes a I’inactivation par les pénicillines et sont capables de remplir les
fonctions des PLP lorsque ces derniéres sont inactivées. Ce mécanisme de résistance est
majeur pour les bactéries pathogénes telles que Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae et les entérocoques (Zapun et al., 2008) .
5.2.Systémes d’efflux actif

Les systemes d’efflux éliminent activement les B-lactamines dans le milieu extérieur en
utilisant la force proton-motrice. Ainsi, ils diminuent la concentration d’antibiotique au
contact de sa cible et donc son efficacité. Ce type de mécanisme de résistance a été mis en

évidence chez Pseudomonanas aeruginosa (Poole, 1994) ;(Li et al., 1994).




Chapitre 5 : Les p-lactamases
1. Historiques sur les f-lactamases

Pénicilinase 1

Céphalosporinase
inductible (BGN)

Paseplasmidigue l
(TEM)

Case Hyperproduite l

BLSE 1
Case
- Mutants TEM (TR
- Nouvelles BLSE:CTXM 2000
- Case Plasmidique l

Carbapenemase
Large Spectre

2. Production de pB-lactamases

C’est le mécanisme qui nous intéresse le plus dans notre étude. Les B-lactamases sont des
enzymes bactériennes qui hydrolysent la fonction amine du cycle B-lactamine et qui rendent
I’antibiotique inactif avant qu’il n’atteigne sa cible : les « protéines de liaison a la pénicilline»
(PLP). La parenté structurale que les B-lactamases partagent avec les PLP leur permet de lier,
acétyler et hydrolyser donc inactiver les -lactamines (Massova and Mobashery, 1998).

Les B-lactamases sont exportées dans le milieu extracellulaire (bactéries a coloration de Gram
positive telles que Staphylococcus aureus) ou péri- plasmiques (bactéries a coloration de
Gram négative). Plus de 500 B-lactamases ont été répertoriées (Babic et al., 2006). La
destruction des B-lactamines par les B-lactamases est le mécanisme de résistance majeur des
bactéries a coloration de Gram négative. Afin d’augmenter son taux d’hydrolyse, une cellule
peut exprimer le géne de la B-lactamase sous le contrdle d’un promoteur fort, ce qui entraine
une augmentation de la synthése de ’enzyme (Spencer et al., 1987). La dissémination de ces
caractéres de résistance représente un risque accru pour la population. Les génes de résistance
sont souvent localisés sur des éléments genétiques mobiles, e.g. des plasmides et des
transposons, et le transfert de ce matériel chez les bactéries n’est pas limité a une espéce en

particulier (Bauernfeind and Horl, 1987).
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La production de B-lactamases est le principal mécanisme de résistance aux [ -lactamines
chez les bacilles @ Gram négatif. Ces enzymes, qui sont apparentées aux proteines liant la
pénicilline (PLP), hydrolysent le cycle P -lactame des [ -lactamines et inactivent ces
derniéres.
Les P -lactamases, dont le support génétique peut étre chromosomique ou plasmidique, sont
produites a 1’état de précurseur dans le cytoplasme et deviennent matures en perdant leur
peptide signal lors de leur transfert a travers la membrane cytoplasmique. Comme elles ne
peuvent pas franchir la membrane externe chez les bactéries a Gram négatif, elles restent
concentrées dans 1’espace péri- plasmique ou elles inactivent les B-lactamines avant que ces
derniéres n’atteignent leur cible.
2.1. Classification des p -lactamases
Au vu du nombre élevé de P —lactamases et de la diversité de ces enzymes, plusieurs
classifications ont été proposées. Deux d’entre elles sont actuellement utilisées : la
classification structurale proposée par Ambler et la classification fonctionnelle de Bush quant
aux autres classifications, elles ne sont pas couramment utilisées (Ghafourian et al., 2014).
2.1.1. Laclassification de Ambler
En 1980, Ambler a proposé une classification basée sur la structure primaire des [ -
lactamases, selon cette classification, il existe quatre catégories définies selon leur spectre
enzymatique (Ambler et al., 1991).
Les classes A, C et D sont composées d’enzymes a sérine active et se différencient les unes
des autres par les séquences des éléments conservés du site actif. Les enzymes de classes B
(ou métallo-enzymes, métallo-B-lactamases) se caractérisent par 1’absence de site sérine
active et la présence d’un ou deux atomes de zinc au niveau du site actif.
1- la classe A : (pénicillinases de type sérine protéases, inhibées par 1’acide clavulanique et le
tazobactam), comme les principales CTX-M BLSE, les nouvelles carbapénémases KPC
2- la classe B : (métalloenzymes, dont le site actif contient au moins un ion zinc, résistantes a
I’acide clavulanique mais inhibées par ’EDTA), comme certaines carbapénémases ;
3- la classe C: (céphalosporinases insensibles a 1’acide clavulanique mais inhibées par la
cloxacilline), comme les céphalosporinases de type AmpC
4- la classe D : (oxacillinases hydrolysant la cloxacilline et peu inhibées par I’acide
clavulanique), constituant une famille extrémement composite en termes de spectre
d’hydrolyse
Bien qu’elle ne refléte pas bien la réelle diversité génétique et phénotypique des B-lactamases,

cette classification a ’avantage d’étre simple et stable dans le temps.




2.1.2. La classification fonctionnelle de Bush et Jacoby
La classification fonctionnelle des B -lactamases a été élaborée en 1989 et réactualisée a deux
reprises, en 1995 et 2010 (Bush et al., 1995) ; (Bush and Jacoby, 2010) Cette classification
permet de classer les enzymes en 15groupes sur la base de leur profil de substrat et de leur
sensibilité a 1’action inhibitrice du clavulanate, du tazobactam et de ’EDTA.
Les groupes 1 et 1e regroupent les enzymes de la classe C de Ambler, (ou céphalosporinases
codées par les genes ampC), qui ne sont pas inhibées par I’acide clavulanique. Les enzymes
qui appartiennent au groupe le dérivent le plus souvent des céphalosporinases
chromosomiques par mutations ponctuelles et possedent un profil de substrat étendu aux
céphalosporines de 3eme génération.
Les groupes 2a, 2b, 2be, 2br, 2ber, 2c, 2e et 2f rassemblent les enzymes a sérine active de la
classe A de Ambler et témoignent de la diversité phénotypique retrouvée au sein de cette
classe :
* le groupe 2a comprend les pénicillinases a spectre étroit qui sont inhibées par I’acide
clavulanique et qui sont principalement décrites chez les bactéries a Gram positif.
* le groupe 2b est constitué¢ des P-lactamases a large spectre qui sont inhibées par I’acide
clavulanique.
* le groupe 2be regroupe les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) qui sont inhibées par
I’acide clavulanique.
* le groupe 2br comprend les B-lactamases a large spectre qui résistent a 1’action des
inhibiteurs comme 1’acide clavulanique et le tazobactame. Ces enzymes peuvent dériver des
pénicillinases de type TEM (elles sont alors nommées TRI, TEM résistantes aux inhibiteurs)
ou de type SHV.
* le groupe 2ber est constitué¢ de variantes BLSE de type TEM, encore appelés CMT
(Complexe Mutant TEM) car ils sont peu sensibles a 1’action de 1’acide clavulanique.
* le groupe 2c¢ est composé des carbénicillinases, enzymes qui hydrolysent efficacement la
carbénicilline et la ticarcilline et qui sont inhibées par I’acide clavulanique et le tazobactame.
* le groupe 2e regroupe les céphalosporinases qui sont inhibées par 1’acide clavulanique.
* le groupe 2f comprend les carbapénémases qui sont inhibées par 1’acide clavulanique les
enzymes des groupes 2d, 2de et 2df correspondent aux [-lactamases de la classe D de Ambler
qui hydrolysent efficacement les pénicillines M (oxacilline, cloxacilline) et qui sont
communément appelées oxacillinases (ou OXA).

* Le groupe 2d comprend les B-lactamases hydrolysant la cloxacilline (oxacillinases).
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* Le groupe 2de est constitué de BLSE de type OXA dont le profil de substrats est étendu aux
céphalosporines de 3¢éme génération, a 1’aztréoname et parfois aux céphalosporines de 4éme
génération.
* Le groupe 2df regroupe les oxacillinases ayant une activité sur les carbapénémes.
Les enzymes des groupes 3a et 3b correspondent aux métallo-p-lactamases (classe B de
Ambler), enzymes qui hydrolysent les carbapénémes, qui résistent a I’action de I’acide
clavulanique et du tazobactame mais qui sont inhibées par ’EDTA.
Contrairement aux enzymes du groupe 3b, les B-lactamases du groupe 3a ont un profil de
substrat large qui ne se limite pas aux carbapénémes, mais inclut toutes les B-lactamines, a
I’exception des monobactames.
La classification proposée par Bush et Jacoby rend donc compte de la diversité fonctionnelle
des B-lactamases, y compris au sein d’une méme famille d’enzyme. Ainsi, la survenue de
mutations ponctuelles sur le géne bla TEM a conduit a la formation de nombreuses variantes
protéiques qui sont classés dans quatre groupes fonctionnels différents (2b, 2be, 2br et
2ber).(Jacoby, 2009) ,(Gupta et al., 2012).

2.1.3. Classification de Richmond-Sykes
Basée sur les propriétés fonctionnelles de 1’enzyme définies par son substrat préférentiel
(Ingram et al., 1973). Grace aux banques de données qui donnent acces aux sequences
protéiques déduites des séquences nucléotidiques, il est désormais possible de relier ces trois
classifications. Les comparaisons de ces séquences peptidiques ont également montré
I'existence de motifs ou éléments (séquences courtes en acides aminé) souvent conserves ou
partiellement dégénérés, communes ou propres a chaque classe de B-lactamases A, C et D

(Vanhove et al., 1995) (Matagne et al., 1998).

3. Réaction enzymatique
Les B-lactamases a sérine active (classes A, C et D) sont comme les PLPs, membres de la
famille des penicilloyl sérine transférases qui catalysent le clivage de la liaison amide du
cycle B-lactame par I’intermédiaire de leur sérine active. Le mécanisme d’inactivation des [3-
lactamines est décrit comme suit :
La réaction d’hydrolyse de la liaison amide du cycle B-lactame suit trois étapes :

» Reconnaissance du substrat : L’enzyme (E) reconnait une -lactamine (S) pour former

un complexe non covalent (E-S) dit de Michaélis-Menten.
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» Acylation de I’enzyme : attaque nucléophile d’ouverture du cycle B-lactame par le
groupement hydroxyle de la sérine active. La sérine active se fixe sur le carbonyle du
cycle B-lactame, pour former un complexe acyl-enzyme covalent (E-S”).

» Deés- acylation : hydrolyse rapide de I’acyl-enzyme, formation de composés acides tels
que le pénicilloique ou le céphalosporoique qui sont inactifs (P) et restitution de
I’enzyme (E) (Bush and Sykes, 1986); (Joris et al., 1986)

Pour les enzymes de classe B qui dégradent plus particulierement I’imipenéme, elles utilisent
les ions Zn2+ au lieu du radical hydroxyle de la sérine active. Il y a donc formation d’un
complexe non covalent, sans intermédiaire acyl-enzyme.

4. Structure protéique des B-lactamases a sérine active

Les enzymes de classe A, C et D possédent une sérine (S) dans leur site actif. En position 64
pour la classe C et 70 pour les classes A et D, et est toujours suivie, trois acides aminés plus
loin par une lysine (K). L’analyse des séquences des B-lactamases met en évidence autour du
site actif des résidus conservés de nature identique ou de fonction semblable entres les
enzymes des classes A, C et D et les PLPs (motifs KTG, SDN, YAN ou YGN)

Les B-lactamases et les PLPs ont une structure tridimensionnelle trés proche, dite en ruban.
Elles sont formees par la juxtaposition d’un domaine en hélice a et d’un domaine comportant
des hélices a et des feuillets B, a la jonction desquels se trouve le site actif) (Chandramohan

and Revell, 2012); (Anderson et al., 2003).

5. Les B-lactamases a Spéctre Elargi (BLSE)
Ces enzymes possedent un spéctre de substrat large qui comprend les pénicillines, les
céphalosporines de lere, 2¢éme et de 3¢me génération ainsi que I’aztréoname, mais qui
épargne les céphamycines et les carbapénemes. La trés grande majorité des BLSE sont des
enzymes de la classe A de Ambler qui sont inhibées par I’acide clavulanique et le

tazobactame.

Cette propriété se manifeste par une synergie entre les céphalosporines de 3eme et 4éme
géneération ou I’aztréoname et 1’acide clavulanique. C’est sur ce phénomeéne de synergie que
repose les différentes techniques de détection des BLSE de classe A, le plus courant étant la
recherche d’une « image de synergie » entre un disque de céphalosporine de 3éme génération
(ou céphalosporine de 4éme génération, ou aztréoname) et un disque contenant de I’acide

clavulanique. Cette « image de synergie » (figure 3) correspond a 1’élargissement de la zone
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d’inhibition entre ces disques et peut prendre 1’aspect d’un « bouchon de champagne » (ou

«entonnoir », d’une ellipse ou d’une « image fantome »

Figure 3. Images de synergie (Laurence Drieux, 2012).

A. image en « bouchon de champagne » entre un disque imprégné d’amoxicilline-clavulanate
(AMC) et un disque imprégne de céfépime (FEP). B. image en « ellipse » entre un disque
imprégné d’amoxicilline-clavulanate (AMC) et un disque imprégné de céfotaxime (CTX).

5.1. Détection des BLSE par les Techniques microbiologiques
Les méthodes utilisent les inhibiteurs des p-lactamases tel 1’acide clavulanique, en
combinaison avec les oximino- B-lactamines tels ceftazidime ou cefotaxime.
Le principe de ces méthodes est que le clavulanate inhibe les BLSE et ainsi réduit le niveau
de la résistance aux céphalosporines (Bradford, 2001).
La plupart des tests de détection de BLSE sont basés sur la méthode de diffusion de Kirby-
Bauer. Ainsi plusieurs méthodes ont été décrites parmi lesquelles, le test de double synergie,
la méthode de confirmation du Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), le test a trois

dimensions, les tests commerciaux.

5.1.1. Test de double synergie (Jarlier et al., 1988)

Entre un disque de céphalosporine de 3éme génération ou aztréoname un inhibiteur de
B-lactamase tel I’acide clavulanique est I’un des premiers tests a étre décrit. C’est le test le
plus utilisé et le plus recommandé. Ce test possede plusieurs variantes et est basé sur la mise
en évidence d’une restauration de ’activité des céphalosporines de 3éme génération ou de
I’aztréoname en présence d’un inhibiteur enzymatique. Le test synergie peut étre insensible
pour plusieurs raisons : la distance entre les disques, I’inaptitude des inhibiteurs a inhiber
toutes les B-lactamases (céphamycinases qui ne sont pas inhibées par exemple) et 1’inaptitude
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du test de détecter la présence de BLSE (montrer I’image de synergie chez les souches
productrices des céphalosporines chromosomiques).
Malgré ces défaillances, c’est une méthode assez utilisée en routine car elle ne nécessite pas

beaucoup de matériel et est de réalisation facile.

5.1.2. Interprétation de la faible diminution de la sensibilité
Cette interprétation se fait selon des souches vis-a-vis des céphalosporines de 3éme
génération et de I’aztréoname, ce n’est pas une méthode assez fiable car la diminution de la
sensibilité peut impliquer un mécanisme de résistance autre que la production de BLSE
(Thomson and Sanders, 1992).

5.1.3. Test de trois dimensions (Thomson and Sanders, 1992)
Permet non seulement d’avoir les infomrations sur le profil des -lactamases, mais aussi sur
la sensibilité de la souche vis-a-vis des antibiotiques utilisés. Cette méthode a une sensibilité

¢levée mais n’est pas de réalisation facile.

5.1.4. L’utilisation du disque de cefpodoxine (30 ug)
C’est une méthode qui permet de détecter les BLSE chez E.coli et K.pneumoniae. Ce disque

n’est pas beaucoup utilisé par les laboratoires de microbiologie clinique (Thomson, 1995).

5.1.5. L’utilisation des disques de ceftazidim de Sug
Elle est proposé par (Jacoby and Han, 1996) pour la détéction des BLSE chez E.coli et
K.pneumoniae. Les BLSE sont suspéctées lorsque le diamétre d’ihibition est inférieur a 18
mm. Ces auteurs proposent d’ajouter 20ug de sulbactame sur un disque d’oxymino-
céphalosporine.
L’augmentation du diamétre d’inhibition de Smm comparée au disque sans inhibiteur est

signe de la production d’'une BLSE.

5.1.6. [Iutilisation de la méthode des disques (CLSI 2010)
Elle est proposée par Le CLSI pour rechercher la production de la BLSE par Klebsiella
pneumoniae , Escherichia coli et Proteus mirabilis.
Le test de confimation par les disques utilisant les disques BBL Sensi-Disk (BD Bioscience,
Sparks, Md).Ce test utilise la méthode de diffusion avec les disques de cefoatxime et de

ceftazidime seuls et contenant de 1’acide clavulanique. La BLSE est détécé lorsque le
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diamétre d’inhibition de la combinaison céphalosporine/acide clavulanique est supérieure
d’au moins 5mm a celui de la céphalosporine seule.
5.1.7. Les bandelttes E-test

Pour la détéction des BLSE (AB Biodisk, Solna,Sweden). Ces bandlettes renfernemnt sur un
bout un gradient de ceftazidime ou de ceftoaxime et sur I’autre bout de la ceftazidime ou
cefotoaxime avec 1’acide clavulanique. Le test est positif lorsqu’on observe une réduction
d’au moins 3 fois de CMI de la ceftazidime en présence de 1’acide clavulanique. Ce test assez
sensible (87-100%) et spécifique (95-100%) (Cormican et al., 1996) ; (Brown et al., 2000).
Ce test est de réalisation facile mais il arrive que 1’acide clavulanique diffuse du coté ou la
ceftazidime est seule, rendant difficile la lecture (Vercauteren et al., 1997). Ce test coute

cher et n’est pas a la portée des laboratoires des pays en developpement.

5.1.8. Le test de Vitek
Pour BLSE (bioMerieux, Vitek ,Hazelton, Missouri) la carte Vitek pour BLSE utilise la
ceftazidime ou le cefotaxime seul (0,5pg/ml) et en combinaison avec 1’acide clavulanique
(4ug/ml). La réduction de la croissance dans les puits contenant 1’acide clavulanique
comparée a ceux contenant les céphalosporines seuls indique la présence de BLSE. La
sensibilité et la spécificité de ce test sont supérieures a 90% (Sanders et al., 1996).
D’autres systémes automatisés tels Dade Behring Microscan (Sacramento,Calif) et le
systéme microbiologique automatis€é BD phoenix de Becton Dickinson Biosciences
(Sparks, Md) sont aussi capables de détécter les BLSE.
Sur ces tests commerciaux (Linscott and Brown, 2005) ont montré que leur sensibilité variait
de 96% (BBL sensi —Disk) a 100% (Micro scan) et leur spécificité de 94% (E-test) a 100%
(BBL sensi-Disk).
La plupart de ces tests visent a detécter la production des BLSE par E.coli, Proteus mirabilis
et Klebsiella pneumoniae (Pitout et al., 2003).
A ces techniques basées sur ’antibiogramme, il existe d’autres utilisant les méthodes
moléculaires.

5.2.Techniques moléculaires
L’utilisation de techniques de biologie moléculaire telles que «la polymérase Chain
réaction » (PCR) multiplex ou la spectrométrie de masse, devrait permettre d’améliorer la
sensibilité de détection des microorganismes par rapport aux techniques de culture, de
diminuer le délai de rendu des résultats a quelques heures et de raccourcir ainsi la durée de

traitement par des antibiotiques a large spectre (Bauer and Reinhart, 2010).
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Un avantage important de ces techniques est aussi la détection plus rapide des
microorganismes multi résistants qui sont de plus en plus fréqguemment responsables
d’infections chez les patients septiques (Pletz et al., 2011) ainsi, le diagnostic de sepsis reste

difficile avec les moyens actuellement disponibles.
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5.3.Classification phylogénétique des BLSE

En fonction de leur séquence en acides aminés, ces enzymes ont été classées dans 11 familles
(figure 4).

Figure 4. Classification phylogénétique des BLSE D’aprés (Arlet G, 2006).
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Dans la suite de I’étude bibliographique, nous allons nous focaliser sur les trois grandes
familles de BLSE de type TEM, SHV et CTX-M illustrées en couleur dans la figure 4 de la
classification phylogénétique des BLSE.

5.4.Diversité des types de BLSE

5.4.1. Les BLSE de type TEM et SHV
Les BLSE de type TEM et SHV dérivent des pénicillinases TEM-1, TEM-2 ou SHV-1 par des
mutations qui modifient la configuration du site actif de 1’enzyme et entrainent un
élargissement du spectre de substrat aux céphalosporines de 3eme génération et a
I’aztréoname.
Les principales mutations responsables du phénotype BLSE, chez les B-lactamases de type
TEM, surviennent aux positions 238 (Gly-ser), 240 (Glu-Lys), 104(Glu-Lys) et 164 (Arg-Ser
ou Arg-His) (Bradford, 2001).
A I’heure actuelle, les variantes BLSE de type TEM les plus fréquemment retrouvées au sein
de cette famille sont TEM-24, TEM-52 et TEM-4 (Coque et al., 2008). (Figure 5)
Au sein de la famille des B-lactamases de type SHV, les mutations les plus fréqguemment
impliquées dans le phénotype BLSE surviennent aux positions 238 (Gly-ser) et 240 (Glu-
Lys). Les variantes BLSE de type SHV les plus fréquentes a 1’heure actuelle, sont SHV-12 et
SHV-5 (Coque et al., 2008). (Figure 6).

> BLSE type TEM
Les BLSE de type TEM dérivaient de TEM-1, qui a été détecté pour la premiére fois sur un
souche de E. coli isolée chez un patient a Athenes en Gréce en 1965 et de TEM-2. Elles
comptent actuellement plus de 150 dérivés dont plus de 100 avec un phénotype BLSE. A
noter que certains dérivés de TEM (environ 30) ne sont pas des BLSE mais présentent une
diminution de sensibilité aux IBL, ce sont les TRI (pour TEM Résistantes aux Inhibiteurs)
(Bradford, 2001). TEM-1, TEM-2 et TEM-13 qui ont une capacité d’hydrolyse limitée aux
dérivés de pénicilline, ne sont pas considérés ainsi comme des BLSEs (Livermore, 1995).
Bien que fréquemment retrouvées chez E. coli et K. pneumoniae, les BLSE de type TEM ont
aussi eté rapportées parmi les autres membres de la famille des Entérobactéries ainsi que
P.aeruginosa (Bradford, 2001) ;(Paterson and Bonomo, 2005) (figure 5).
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 (Canton et al., 2008).




» BLSE de type SHV

Tout comme les enzymes de type TEM, la majorité des enzymes SHV identifiées
actuellement sont des BLSEs et dérivent toutes de SHV-1 et de SHV-2. La majorité des
dérivés de SHV-1, plus de 60 dérivés, ont un phénotype BLSE, avec SHV-5 et SHV-12 étant
les mutants les plus fréquents en Europe (Cantén et al., 2008).

La résistance induite par SHV-1 est limitée aux pénicillines. Par contre, SHV-2, qui a été
décrite pour la premiére fois en 1983 chez Klebsiella ozaenae en Allemagne, est capable
d’hydrolyser le cefotaxime (Gupta, 2007). Les BLSE de type SHV ont été détectées parmi de
nombreuses Entérobactéries (notamment K. pneumoniae) mais aussi chez P. aeruginosa et
Acinetobacter spp. (Bradford, 2001) ; (Paterson and Bonomo, 2005) (figure 6).
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5.4.2. Les BLSE de type CTX-M
La premic¢re description d’enzyme de type CTX-M date de 1986 au Japon. L’enzyme avait
alors été baptisee TOHO-1, avant d’étre rebaptisée CTX-M-44 quelques années plus tard

(Matsumoto et al., 1988) ;(Bonnet, 2004)

Depuis le début des années 2000, I’épidémiologie mondiale des Entérobactéries productrices
de BLSE (EBLSE) a complétement changé, avec 1’émergence des enzymes de type CTX-M
sur les 5 continents. Ces enzymes ont supplanté les enzymes qui étaient dominantes depuis
I’apparition des BLSE en 1984, c¢’est-a-dire les BLSE dérivées par mutation des pénicillinases
TEM-1, TEM-2 et SHV-1.(Hernandez et al., 2014).

Ces enzymes représentent actuellement les BLSE les plus fréquentes au sein des
Entérobactéries au niveau mondial aprés une diffusion rapide depuis le milieu des années 90
(Livermore et al., 2007). Au niveau de leur spectre d’activité, elles hydrolysent
préférentiellement le céfotaxime parmi les C3G, d’ou leur nom de céfotaximases (Bonnet,
2004).

En effet, les bactéries productrices de CTX-M sont résistantes au céfotaxime (CMI > 64
pg/mL) et plus ou moins sensibles a la ceftazidime (CMI de 2 a 8 pg/mL), tandis que les CMI
de I’aztréoname sont variables (D’ Andrea et al., 2013).

La proportion de souches sensibles aux céphalosporines de 3éme génération dans cette espece
a progressivement diminué au cours de la derniére décennie, comme le montrent les données
nationales recueillies depuis 2002 dans le cadre du réseau européen de surveillance de la
résistance aux antibiotiques 98,1% en 2002 vs 91,2% en 2010 (EARS-Net, 2011).

5.4.2.1. Spectre d’activité et classification des BLSE de type CTX-M

Les enzymes de type CTX-M sont des BLSE « naturelles » qui hydrolysent préférentiellement
le cefotaxime (Bonnet, 2004) , par rapport a la ceftazidime. Ce spectre d’activité est li¢ au fait
que le site catalytique n’est pas accessible a la volumineuse molécule de ceftazidime,
contrairement aux pénicillines, céphalosporines de 1ére et de 2éme génération et au
cefotaxime. Sur le plan phénotypique, les souches peuvent alors apparaitre sensibles a la
ceftazidime. Un certain nombre de variantes CTX-M sont capables d’hydrolyser la
ceftazidime a un plus haut niveau (ex : CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-27). (Réjiba et al.,
2011). (figure 7).

.
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5.4.2.2.Distribution géographique des BLSE de type CTX-M

La plupart des antibiotiques actuellement en service sont produits a partir de processus
naturels par des bactéries du sol comme les streptomyceétes. La présence de bactéries
résistantes et des génes de résistance dans I'environnement est un phénomeéne antique qui est
la conséquence de I’origine des antibiotiques. Depuis leurs origines, les génes ont été capturés
grace a des éléments génétiques mobiles comme des séquences d’insertion (ex. ISEcpl,
ISCR1) ou gace a des phages, et transférés sur des plasmides conjugatifs qui ont ensuite
diffusé parmi les entérobactéries pathogenes pour I'nomme (Canton et al., 2008) ; (Wang et
al., 2013).

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) (Figure 8). Dans le début des années 90, une diffusion massive des souches productrices
de CTX-M (Serratia enterica, Proteus mirabilis, E. coli, Shigella sonnei, Morganella
morganii, Citrobacter freundii, Serratia marcescens, E. aerogenes) a été décrite en Argentine
et dans les pays voisins, impliquant pour la plupart les CTX-M du groupe 2 (Sennati et al.,
2012).

.
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Figure 8.Répartition mondiale des différentes BLSE de type CTX-M.
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5.4.2.3.Support génétique et origine des BLSE de type CTX-M
Bien qu’ils puissent étre localisés sur le chromosome, les génes bla ctx-m sont le plus souvent
portés par des plasmides conjugatifs de taille variable, sur lesquels ces genes sont
fréquemment associés a d’autres génes de résistance aux antibiotiques (Coque et al., 2008).
Les BLSE de type CTX-M proviennent de génes chromosomiques retrouvés chez les
bactéries du genre Kluyvera, (entérobactéries de 1’environnement). Les enzymes de type
CTX-M ont pour précurseurs des enzymes isolées de Kluyvera ascorbata pour les enzymes
des groupes 1 et 2 (Humeniuk et al., 2002) ;(Rodriguez et al., 2004).
Ces précurseurs sont genétiqguement tres proches des enzymes CTX-M (ex, 98% d’homologie
de séquence entre KLUG-1 et CTX-M-8 (Poirel et al., 2002) ; (Zhuo et al., 2013).
De multiples mécanismes génétiques sont probablement impliqués dans la capture et la
dissémination des génes bla ctx-m, la séquence d’insertion ISEcpl et les intégrons complexes
de classe 1 ayant joué un role majeur dans ces événements.(Eckert et al., 2004) ;(Poirel et
al., 2003) ;(Poirel et al., 2005).

5.5.Epidémiologie des BLSE
Aux Etats-Unis, la prévalence des Entérobactéries productrices des BLSE varie de 0 a 25%
avec une moyenne nationale de 3% (Center for Dieasease Control and Prevention national
nosocomial Infections surveillance.
Au Canada, la prévalence de production de BLSE est faible de 1’ordre de 0,25% pour E.coli et
0,8% pour Klebsiella sp (Mulvey et al., 2004).
En Europe la prévalence des BLSE chez les entérobactéries varie d’un pays a un autre, une
étude récente portant sur E. coli, K.pneumoniae et Enterobacter spp a montré que la
prévalence de BLSE est de 4,7% en Europe du Nord contre 13,5% au Sud de 1I’Europe
(Bouchillon et al., 2004) ; (Fouquet et al., 2012).
Au japon le pourcentage de résistance aux B-lactamines par production de BLSE chez E.coli
et K.pneumoniae est assez faible. les travaux de (Yagi et al., 2000) ont montré que ce
pourcentage est supérieur a 1% pour E.coli et 0.3% pour K.pneumoniae. dans d’autres
régions de I’Asie, la proportion de E.coli et K.pneumoniae productrices de BLSE varie de
4,8% en Corée (Pai et al., 1999) a 8,5% au Taiwan (Yan et al., 2000) et supérieur a12% a
Hong Kong (Ho et al., 2000).
Depuis 2006 peu etudes ont été rapportées sur la production des BLSE chez les
Entérobactéries en Afrique et principalement en Algérie (Labid et al, 2014).
L'incidence de la K.pneumoniae productrices de BLSE (BLSE KP) se situe entre 73% et

100% dans les pays suivants: Gréce, Hongrie, Lettonie, Roumanie, Bulgarie, et Macedonie,
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par rapport a E. coli productrices de BLSE (BLSE CE), l'incidence varie entre 85% et 100%
dans plus de la moitié des pays déclarants, y compris I'Allemagne, la France, la Belgique, le
Danemark, la Norvége, la Finlande, I'lrlande, I'Espagne, le Royaume-Uni, Italie, le Portugal,
la Gréce et I’ Autriche (EARS-Net, 2011) (Ghafourian et al., 2014).

6. Les carbapénémases
Les enzymes qui possedent une activité hydrolytique vis-a-vis des carbapénémes appelées
carbapénémases regroupent des enzymes qui appartiennent a trois des quatre classes de
Ambler (A, B et D). Comme les souches qui produisent ces enzymes sont fréquemment
résistantes a d’autres classes d’antibiotiques, elles constituent une menace sanitaire par risque
d’impasse thérapeutique. (Vaux et al., 2011).
L’émergence des carbapénémases chez les entérobactéries au cours de ces dernieres années a
conduit les autorités sanitaires de certains pays a mettre en place des programmes visant a

maitriser leur diffusion (Carmeli et al., 2010).
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Chapitre 6 : Infections causées par les BLSE

1. Définition des syndromes septiques
Les syndromes septiques ne constituent pas une pathologie a part entiére mais une somme de
symptémes cliniques non spécifiques. En 1991, lors de la conférence de consensus de (Bone
et al., 1992) ont fourni les éléments d’une classification des Syndromes septiques.
Quatre stades ont été décrits : le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS), le
sepsis, le sepsis sévere et le choc septique par ordre de sevérité. (tableaul).
Le SIRS decrit tout processus Inflammatoire Systémique indépendamment de sa cause ; le
sepsis correspond au SIRS associe a un processus infectieux ; le sepsis sévere au sepsis
auquel s’ajoute une dysfonction d’organe, une hypo perfusion ou une hypotension ; et enfin
le choc septique a un état d’hypotension induit par le sepsis, persistant malgré un remplissage
vasculaire adéquat.
De telles définitions ont constitué une premiére étape dans la volonté de mieux caractériser les
patients septiques, le but étant d’une part d’améliorer la pratique clinique courante en
améliorant le diagnostic, et d’autre part de standardiser le recrutement de ces patients dans les
études cliniques (Bone et al., 1992). Cependant, les définitions proposées se sont avérées
insatisfaisantes (trop généralistes, reflétant mal la complexité de la physiopathologie septique)
pour étre appliquées a une population de patients septiques tres hétérogéne (Vincent, 1997;
Marshall, 2000).
En 2001, lors d’une nouvelle Conférence, les définitions précédemment citées ont été
complétées par I’ajout d’autres criteres diagnostiques, par analogie avec le « systeme Tumor,
Nodes, Metastasis » (TNM) utilisé en cancérologie. Le concept d’un score prenant en compte
a la fois les caractéristiques de 1’hdte et de I’agent infectieux a été propose sous le terme de
score PIRO (Prédisposition — Infection — Réponse de I’hote — Dysfonction d’organe) (Levy et
al., 2003).
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Tableau 1.Définition des syndromes septiques selon la réunion d’experts de I’ACCP/SCCM

(Bone et al., 1992).

Critéeres de définition

Infection

Invasion par des microorganismes d'un tissu

normalement stérile

Réponse systémique inflammatoire (SIRS)

Au moins deux des criteres suivants:
-température >38°C ou <36 C
-fréquence cardiaque >90 bat /min
-fréquence respiratoire >20/min ou
PaCO,<32mm Hg

-leucocytes >12000mm? ou<4000mm?

Sepsis

SIRS associé a une infection

Sepsis severe

Sepsis associé a:

-hypotension (PA systolique <90mmHG ou
chute de plus de 40 mm Hg par rapport a la
PA systolique habituelle)

Ou une hypo perfusion d'organe tel que:

Pa O,/FiO, < 280

acidose lactique

oligurie < 0.5ml/Kg

altération des fonctions supérieures

Choc septique

Sepsis sévere associé a une hypotension
persistante (>1heure) malgré un remplissage
vasculaire adéquat ou nécessitant

administration de médicaments vaso- actifs

FiO, : fraction d’oxygéne dans 1’air expire ; PA : pression artérielle ; PaCO; : pression

partielle artérielle en CO,.
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2. Epidémiologie des syndromes septiques
2.1. Incidence
Du point de vue épidémiologique, l'incidence du sepsis est en forte augmentation depuis ces
deux dernieres décennies (Angus et al., 2001), ainsi dans une étude récente , la fréquence du
sepsis pédiatrique est plus de 42 000 cas par an dans les Etats -Unis aussi (Wheeler and
Bernard, 1999) ; (Zerr et al., 2014). En France, le taux d’incidence du sepsis sévere a été
évalue a prés de 95 cas pour 100 000 habitants (Dombrovskiy et al., 2007).
Selon I' organisation mondiale de la santé (OMS) le sepsis est la quatriéme cause de déces
chez les enfants, moins de quatre ans (Bryce et al., 2005), il est associé a un taux de
mortalité & I'ndpital de 30 % a 40 % (Caille et al., 2004).
la septicémie bactérienne chez le nouveau-né et le jeune enfant est la huitieme cause de

mortalité chez les nourrissons américains (Lukacs and Schrag, 2012).

2.2.Mortalité et morbidité

La mortalité induite par les syndromes septiques est tres élevée, les taux de mortalité varient
de 20 % pour la septicémie, (Martin et al., 2003a) 40 % pour un sepsis sévere , (Padkin et
al., 2003) a 60% pour un choc septique (Annane et al., 2003) chez les patients de I'unité de
soins intensifs (Brun-Buisson, 2000).

Peu d’études ont évalué la mortalité a plus long terme : dans une cohorte de 16 019 patients
ayant développé un sepsis sévere aux Etats-Unis, la mortalité a un an s’élevait a 51,4 % eta 5
ans a 74,2 %. Un autre élément pour évaluer I’effet a plus long terme est la morbidité induite
par les syndromes septiques, parametre qui est lui aussi difficile a mesurer, tout d’abord, une
étude menée entre 1993 et 2003 a révélé que la séveérité des épisodes septiques a augmenté au
cours du temps : la proportion des patients ayant une seule dysfonction d’organe a diminué
(72,4 % En 1993 contre 58,2 % en 2003) alors que celle des patients ayant 2,3 et au moins 4
dysfonctions d’organes a été multipliée respectivement par 1,3 ; 1,9 et 2,7 (Dombrovskiy et
al., 2007) ; aprés 1’épisode séptique, la qualité de vie des patients mesurée a différents
niveaux (émotionnel, cognitif, physique, social) semble se dégrader (Winters et al., 2010).
Cependant, les outils pour permettre une telle évaluation ne sont pas actuellement bien
définis et nécessiteraient d’étre standardises (Angus et al., 2001).

Au final, les syndromes septiques séveres ne seraient donc pas seulement des pathologies

aigues, mais pourraient avoir des conséquences a plus long terme (figure 9).
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Figure 9. Taux de mortalité des états septiques en fonction du stade de sévérité aux Etats-
Unis (Wenzel, 2002).

2.3. Facteurs de risque

De nombreux facteurs de risque de sepsis ont été rapportés dans la littérature. Ceux-ci
dépendent de facteurs liés a 1I’hdte lui-méme et a son degré d’immunodépression. Toute
situation favorisant une immunosuppression est un facteur de risque de sepsis. Des facteurs
exogeénes au patient tels que I’emploi croissant de thérapies immunosuppressives, de
chimiothérapies, de procédés invasifs (cathéter intra vasculaire) lors de la prise en charge des
patients, I’augmentation des infections causées par des microorganisSmes résistants aux

antibiotiques.

2.3.1. Age
Le principal facteur de risque semble étre I’age. En effet, I’incidence de la septicémie se situe

autour d’environ 0.5/1000, mais est nettement plus élevée pour les nouveaux-nés (env.
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5/1000) est s’approche de ’incidence observée a I’age adulte seulement apres 1’age de 5 ans
(figure.10). La diminution de I’incidence de la septicémie pendant les premicres années
reflete le renforcement progressif de la compétence immunitaire. En raison de la fonction
encore immature des cellules B et T pendant la petite enfance, cette tranche d’age est
particulierement dépendante de la protection par D'immunité innée. Cette immunité
congénitale est formée de cellules (natural Killer et cellules dendritiques, granulocytes,
macrophages) et de facteurs humoraux qui, aprés avoir reconnus un pathogene, sont en
mesure de déclencher une réponse immune immeédiate, en activant aussi le systeme
immunitaire adaptatif (cellules B et T). (Luregn J, et al, 2012).

il semblerait aussi que les personnes agées sont aussi sujettes a la septicémie et ceci revient a

une altération physiologique de leur systtme immunitaire (Bernard et al., 1997).

o
o
o
—
N
2
=
‘O
(&)
-
o
Q
w
.
Q
©
Q
(&)
=
()
=
(&)
=

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrererererr
rrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrerrrrrrerreer

Groupe d’age

Figure 10. Incidence de la septicémie bactérienne d’aprés 1’age (Watson et al., 2003).
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2.3.2. Sexe

Tout d’abord, il a été observé une proportion d’hommes plus importante que de femmes dans
plusieurs cohortes de patients septiques (Figure 11) .

Martin et al., 2003 ont montré que les hommes présentaient un risque de sepsis augmente de
30 % par rapport aux femmes. (Berkowitz and Martin, 2007).

En fonction des études, cette différence liée au sexe est parfois retrouvée au niveau de la
mortalité. Aprés ajustement sur des facteurs cliniques confondants, Adrie et al., 2007 ont
montré que les femmes présentaient un risque de mortalité a 1’hopital réduit par rapport aux
hommes.

De méme, Angus et al., 2001 ont mesuré un risque de mortalité plus important chez les
hommes que chez les femmes 29,3 % contre 27,9 % chez les femmes.

L’explication Physiopathologique de ces différences potentielles liées au sexe n’est
actuellement pas clairement connue. Les hormones sexuelles pourraient agir sur les cellules
immunitaires ayant des récepteurs pour ces hormones ; des différences ont été mesurées entre
hommes et femmes au niveau de la balance pro- ou anti-inflammatoire en réponse a une
stimulation avec du lipopolysaccharide (LPS), mais les résultats restent divergents (Esper et
al., 2006 ; Bajceti¢ et al., 2014).
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Figure 11. Incidence du sepsis entre 1979 et 2000 aux Etats-Unis en fonction du sexe des
patients (Martin et al., 2003).
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2.3.3. Etiologie

Les sites d’infection les plus fréquemment répertoriés sont les poumons puis 1’abdomen et le
tractus urinaire (Vincent et al., 2006; Luzzaro et al., 2011). Depuis les années 1990, il
semble que les infections d’origine pulmonaire aient une fréquence en augmentation, les
infections urinaires en diminution et les infections d’origine abdominale une fréquence
relativement stable (Annane et al., 2003). Cela a été confirmé dans une étude récente chez
des patients en réanimation avec 64 % des infections localisées au niveau pulmonaire, 20 %
au niveau abdominal, 20 % au niveau de la circulation sanguine et 14 % au niveau du tractus
génito-urinaire (Vincent et al., 2009; Osterbur et al., 2014).

Les bactéries les plus fréeguemment répertoriées en service de réanimation sont Escherichia
coli et Pseudomonas spp pour les bactéries a Gram négatif, et Staphylococcus aureus pour les
bactéries a Gram positif (Finfer et al., 2004 ;Vincent et al., 2006 ;Vincent et al., 2009)

Bien qu’il y ait des variations a 1’échelle locale, une évolution est observée concernant la
prédominance générale des agents pathogénes responsables des états septiques. Alors que
dans les années 1980, les bactéries Gram négatif étaient les plus fréquemment responsables
des syndromes septiques, les bactéries Gram positif devenaient les plus communes dans les
années 1990 ( Finfer et al., 2004;Vincent et al., 2006) , étant par exemple responsables de
52,1 % des sepsis aux Etats-Unis en 1’an 2000 (Figure 12).
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Figure 12. Nombre de cas de sepsis aux Etats-Unis en fonction des microorganismes
responsables entre 1979 et 2001 (Finfer et al., 2004).
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2.4.Diagnostic des syndromes septiques

Idéalement, le diagnostic du sepsis devrait étre réalisé le plus tot possible apres admission du
patient pour ne pas retarder sa prise en charge thérapeutique. Cependant le diagnostic du
sepsis reste difficile : il repose sur la présence de certains signes cliniques non spécifiques.
(Osterbur et al., 2014).

Tout d’abord, différentes causes non infectieuses peuvent induire un SIRS telles que des
dommages tissulaires (ex : post-traumatisme, post-chirurgie, post-infarctus myocardique), des
désordres meétaboliques (ex : probléme thyroidien), certaines thérapeutiques (ex : syndrome
malin des neuroleptiques) ou des atteintes malignes (ex : syndrome de lyse tumorale,
lymphome) (Liewelyn et al., 2001).

Concernant le diagnostic d’infection, il peut étre cliniquement évident (ex; purpura
fulminants, choc toxique staphylococcique) ou basé sur I’imagerie (Peleg and Hooper,
2010). Dans le cas contraire, il repose essenticllement sur I’isolement du pathogéne en cause
a partir de prélevements biologiques ou opératoires. Cependant la localisation du site de
I’infection est parfois difficile, et I’interprétation des résultats microbiologiques peut étre
délicate (ex: distinction entre colonisation et infection). Il est estimé que prés de 30 % des
cultures bactériologiques sont négatives (Annane et al., 2005) (Murdoch, 2009), ce qui peut
s’expliquer notamment par la prise d’antibiotiques antérieure aux prélevements, ou
I’élimination rapide des bactéries hors du compartiment circulant (Llewelyn et al., 2001).

Les données biologiques via I’utilisation de bio-marqueurs, pourraient constituer une
alternative intéressante. De nombreuses recherches sont en cours dans ce but. Plusieurs
cytokines comme le TNF, I’'IL-6 ou I’'IL-1 ont été évaluées dans cette indication mais des
résultats contradictoires ont été obtenus dans différentes études, et la sensibilité ou la
spécificit¢ de ces molécules n’étaient pas satisfaisantes pour le diagnostic infectieux
(Carrigan et al., 2004).

Une autre molécule qui a souvent été étudiée pour sa valeur diagnostique des infections est la
protéine C réactive (CRP). C’est une protéine de la phase aigue de I'inflammation qui est
produite majoritairement par le foie en réponse a 1’IL-6. Sa concentration augmente dans les 4
a 6 heures apres I’infection mais s’éleve relativement lentement avec un pic entre 36 et 50
heures. (Pdvoa, 2008).

Cependant I’augmentation de la CRP n’est pas spécifique d’une infection, par exemple une

élévation de la CRP peut perdurer plusieurs jours chez des patients ayant subi une chirurgie.
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PARTIE 2 : MATERIEL ET METHODES




1. Préambule et objectifs
Aprés ce bref rappel de littérature sur les types de bactéeries responsables des infections
septicémiques, il s'agit maintenant d'analyser les caractéristiques des patients inclus dans
notre étude; pour cela notre travail a consisté a collecter des prélévements issus de 1’hopital
pédiatrique Sainte-Thérése et ont été soumis aux diverses analyses au niveau du laboratoire
de microbiologie de I’hdpital Dorban de Annaba.
Les souches sont représentées par des échantillons de sang pour hémoculture d’enfants
hospitalisés dont 1’age est compris entre 2 mois et 14 ans et dont les motifs d’hospitalisation
étaient plus ou moins graves et dont nous pouvons citer: leucémie, lymphome, détresse
respiratoire, bronchite chronigue obstructive, anémie, leishmaniose, cystite, pyélonéphrite.
Sur une période allant du ler Avril 2010 a la fin juillet 2011, 42 prélévements ont fait I’objet
d’une coloration de Gram, d’une identification biochimique par galerie API 20 E biomérieux,
et un antibiogramme sur Mueller-Hinton par la méthode de diffusion en milieu solide.
L’interprétation des résultats a été faite en adoptant les diamétres de référence établis dans le
communiqué de la standardisation de 1’antibiogramme en médecine humaine a I’échelle
nationale selon les recommandations de L’OMS (OMS, 2010).
La détection des BLSE a été testée par le test de synergie de double disque (DDST).
Les techniques de biologie moléculaire ont été menées en partenariat avec [’unité de
recherche sur les maladies infectieuses et tropicales émergentes UMR CNRS-6236 (faculté de

Médecine et de pharmacie, AIX Marseille- Université).
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2. Catégorie des patients (Michel VAUBOURDOLLE, 2007)
La sélection des prélévements se fait selon I’age des patients. Pour cette raison les techniques
de prélevements différents d’un patient a un autre. Cela nous a permis de classer les patients
en 3 catégories :
-Nouveau- né < 03mois
-Nourrisson : 3 mois-24 mois
-Enfant : 24 mois -14 ans

3. Techniques de preléevement (Michel VAUBOURDOLLE, 2007)

= Nouveau né et nourrisson : ponction veineuse par une veine épicranienne, jugulaire ou

ombilicale.

= Chez I’enfant, Ponction veineuse, au pli du coude.
La ponction veineuse est la seule méthode valable pour prélever le sang en vue d’une
hémoculture; les autres sites de prelévements, notamment les recueils de sang & travers un
dispositif intra vasculaire (cathéters), augmentent de facon significative la fréquence des
contaminants
Les prélévements doivent étre répétés afin de majorer les chances d’isolement de 1’agent
causal.
Classiquement, nous admettons 2 & 3 hémocultures, c’est a dire 4 a 6 flacons (2 a 3 paires
Aérobies et anaérobies sur une période de 24 h. Si on ne peut pas temporiser le traitement, on
effectuera avant d’administrer les antibiotiques, 3 hémocultures espacées de 30 mn a 1 h, en
choisissant le moment ou le patient est en hyper ou hypothermie (> 38°C), < 36°C ou en état
de frissons.
Chez le jeune enfant, nous avons effectué les prélevements veineux, car les ponctions
capillaires favorisent les contaminations et ne raménent qu’un échantillon trés réduit de sang.
Pour ce qui est du volume de sang a prélever, il doit étre de 2 a 5 ml chez I’enfant et de 1 ml
chez le nouveau-né et le nourrisson.
Remarque: le prélévement d’hémoculture chez ’enfant est difficile a maitriser. Une
approche rationnelle consiste a adapter le volume de sang mis en culture en fonction du poids

de I’enfant. Le tableau 2 montre le volume indiqué en fonction de 1’age de I’enfant.
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Tableau 2.Volume de sang a mettre en culture chez I’enfant (BARRAUK et al, 2004).

Poids de I’enfant (kg) Volume de sang (ml) par | Nombre de flacons
flacon prélevés
<1 0,5-2 1
1,1-2 1,5-45 1
2,1-12,7 3-6 1
12,8-36,3 5 2flacons
(aérobie+anaeérobie)
>36,3 10 2 flacons
(aérobie+anaérobie)

Remarque : Bien respecter les différentes étapes, pour éviter une contamination du
prélevement de sang: porte de la chambre fermée, lavage ou désinfection des mains du
préleveur, port de gants stériles, désinfection de 1’opercule des flacons d’hémoculture et du
point de ponction avec de 1’alcool a 70°, ne plus palper la veine aprés la désinfection du point
de ponction (SNYDER JW et al, 2001).

4. Acheminement au laboratoire (BARRAUK et al, 2004).
Les flacons d’hémoculture sont correctement étiquetés avec nom, prénom du malade, service
d’hospitalisation, date, heure du prélevement et température du patient au moment du
prélévement.
IIs sont rapidement acheminés au laboratoire d’analyse, enveloppés dans du coton afin de les
maintenir a une température proche de celle de I’organisme.
Ils sont immédiatement placés a 1’étuve a 37°C. Une fiche de renseignements cliniques doit

impérativement accompagner les flacons vers le laboratoire.

4.1. Suivi des flacons d’hémoculture (SNYDER JW et al, 2001)

Au laboratoire, les flacons sont examinés chaque jour a partir de la 6 éme heure d’incubation,
a la recherche d’un signe de culture jusqu’au 10éme jour d’incubation.

La surveillance des flacons est visuelle, basée sur la recherche d’un trouble, d’un voile en
surface, d’une hémolyse, d’un coagulum, de dépots blanchatres floconneux au fond du flacon

ou de particules adhérentes sur sa paroi interne.
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Les flacons d’hémoculture ne sont jamais ouverts ; 1’isolement et I’identification des agents
infectieux sont réalisés a partir d’un échantillon prélevé par ponction a la seringue, de chaque

flacon.

5. Méthodes d’analyses

5.1.Ensemencement par la méthode de rateau

-Mettre une goutte de sang dans un milieu spécifique aux entérobactéries et ensemencer par
la méthode d’ensemencement de rateau

Ces milieux sont :

La gélose Mac conkey (qui est un milieu sélectif pour I'isolement des entérobactéries. En
effet, il contient des agents sélectifs qui freinent le développement des bactéries a Gram
positif: cristal violet et sels biliaires. L'orientation de I'identification est basée sur l'utilisation
du lactose, repérable grace a I’indicateur de pH (rouge neutre).

La Geélose au sang cuit (GSC) qui est un milieu riche car il contient des facteurs de croissance
variés par la présence d’un mélange de peptone et qui est constitué¢ de la Gélose Mueller-
Hinton additionnée a 10 % de sang frais de cheval dé-fibrine.

-Mettre dans une étuve a 37°C pour les bactéries aéro-anaérobies facultatives.

-Mettre dans une jarre & CO; pour les bactéries anaérobies strictes.

5.2.Recherche des entérobacteéries
Apres I’isolement des germes nous passons a I’identification qui fait appelle a la coloration

de Gram et les tests biochimiques.

5.2.1. Coloration de Gram

Cet examen consiste a déposer une goutte de la suspension bactrienne sur une lame puis faire
toute une série de coloration en 1’occurrence :

1-Apres fixation du frottis a la chaleur, couvrir la lame avec le violet de gentiane pendant 90
secondes puis rincage a I’eau

2- Traiter par la solution de lugol pendant 60 secondes puis ringage a ’eau.

3-Soumette le frottis a une étape de decoloration en le traitant avec un solvant comme
I’éthanol a 95%. A ce stade, les cellules Gram-négatives seront incolores tandis que, les
cellules Gram-positives seront violettes.

4-Couvrir la lame avec la fuchsine pendant 60 secondes puis ringage a I’eau.
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5-Sécher le frottis au papier buvard puis I’examiner a I’objectif a immersion (grossissement
x100).

Ce dernier a pour but de noter; la présence ou I’absence d’une flore bactérienne
monomorphe ou polymorphe, 1’affinité tinctoriale des éléments bactériens (Gram+ ou Gram-).

Par conséquent cet examen nous donne une orientation sur la bactérie.

5.2.2. ldentification biochimique
L’identification de ces bactéries est réalisée a partir d’'une galerie biochimique API 20E

(Biomerieux, Marcy I’etoile, France).

5.2.2.1.1dentification par galerie biochimique API 20E

C’est une version miniaturisée des tests biochimiques classiques déstinés a 1’identification
des entérobactéries. Ce test regroupe 23 tests biochimiques. Des substrats déshydratés sont
contenus dans des micro- tubes. Ces substrats sont mis en solution grace & une suspension de
la bactérie a identifier. A la suite d’une période d’incubation de 24 H a 37°C, permettant a la
bactérie de bien réagir avec le substrat, les diverses réactions sont notées afin de déterminer le
code d’identification de 7 chiffres appelé « profil numérique » grace a un logiciel spécial
(tableaux 3, 4, 5, 6).(figurel3).

Remarque: Le test d’oxydase est effectué¢ avant I’API 20E pour nous permettre d’avoir une

totalité des résultats des caractéres biochimiques effectués.

= Test d’oxydase (Guillaume, 2004)
Ce test permet de mettre en évidence une enzyme : la phényléne diamine oxydase des
bactéries a partir de leur culture en milieu gélosé ainsi que la recherche de la mobilite.
Il est réalisé en ajoutant un disque d’oxydase a une suspension bactérienne épaisse en eau
physiologique qui se traduit par une coloration violette en 2 minutes environ pour une

réaction positive.
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Figure 13. Photo de la galerie API 20 E avec sa fiche d’identification pour se référer au

logiciel.




5.2.3. ldentification par spectrométrie de masse ( MALDI=Matrix- Assisted Laser
Desorption/ lonisation (Seng et al., 2009)

La spectrométrie de masse est un spectrométre de masse, couplant une source d’ionisation
laser assistée par une matrice (MALDI=Matrix- Assisted Laser Desorption/ lonisation) et un
analyseur a temps de vol (TOF=Time Of —Flight mass spectrométrie).

La principale fonction de la spectrométrie de masse MALDI TOF (Microflex, bruker
Daltonics, Bermen, Germany), en microbiologie clinique, est I’identification des micro-
organismes par 1’analyse de leurs protéines totales. La spectrométrie de masse combinée a une
désorption-ionisation laser assistée par une matrice, d’une bactérie isolée, permet de réaliser
cette identification en quelques minutes et avec une haute précision (Seng et al., 2009).

Le protocole appliqué pour identifier les souches bactériennes, collectées est le suivant :

Nettoyage de la plaque-cible (plague métallique) :

-Rincer la cible avec de I’eau chaude en frottant avec du papier de précision pour ne pas la
rayer.

-Rincer avec de 1’éthanol & 70% en frottant avec du papier de précision.

-Répéter les deux premiéres étapes.

- Placer la cible dans un petit réservoir en inox et la recouvrir d’éthanol a 70%.

-Laisser agir pendant 15 minutes puis éliminer 1’éthanol.

-Déposer sur la cible 500ul de TFA 80%, frotter avec du papier de précision.

-Rincer la cible avec de I’eau HPLC et laisser sécher 15minutes a ’air libre.

- Préparation de la matrice :

La matrice permet de minimiser la dégradation de 1’échantillon provoqué par 1I’absorption de
I’énergie des faisceaux laser incident

Dans cette étude, nous avons utilisé, sous une hotte chimique, un protocole de préparation de
la matrice ;

- Mettre dans un tube a Eppendorf, 2g de HCCA

-Ajouter 500 pl d’acétonitrile

-Ajouter 250 pl de TFA a 10%

- Ajouter 250 pl d’eau HPLC

- Soniquer pendant 10 minutes dans un Bain a ultrasons

- Centrifuger 5minutes a 13000 rpm

-



-Transférer le surnageant dans un tube a Eppendorf propre
Ainsi la matrice est préte a étre utilisée.

- Preéparation des échantillons pour I’analyse spectrométrique
Sous un PSM, prélever les bactéries a identifier, a partir d’'une culture bactérienne de 24
heures, pour les déposer sous forme d’un fin frottis d’environ 5mm?, sur les spots de la plaque
métallique servant de cible aux tris du laser. Pour chaque souche, on fait 4 spots pour réduire
le risque d’erreurs.
- Déposer 2 ul de matrice sur chaque spot.
- Laisser sécher sous la hotte pendant 15minutes pour remettre sa co- cristallisation avec
1I’échantillon bactérien
- Insertion de la cible et lancement du MALDI TOF
- La cible est ensuite introduite dans 1’appareillage (Microflex) et exposée sous —Vvide, aux tris
du laser.
Remplir la fiche du logiciel MALDI Biotyper Automation Control.
Lancer le spectrométre de masse : Microflex.

- Interprétation des résultats de ’analyse spectrométrique :
Le MALDI -TOF identifie les micro-organismes en utilisant le logiciel MALDI Biotyper 2.0.
La spectrométrie de masse permet de mesurer une unique empreinte moléculaire d’un
organisme, plus précisément, le logiciel Biotyper MALDI mesure les protéines tres
abondantes qui se trouvent dans tous les micro-organismes. Les motifs caractéristiques de ces
protéines tres abondantes sont utilisés pour identifier d’une maniére fiable et précise un
micro-organisme particulier, en faisant correspondre le modéle respectif & une base de
données étendue, ouverte, pour déterminer I’identit¢é du micro-organisme jusqu’au niveau
d’espéce.
Le résultat d’identification est donné par le logiciel MALDI Biotyper. L’identification est

correcte lorsque la valeur du score identifiée par le MALDI TOF est > 1.9.
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Figure 14.Schéma général de I'identification bactérienne par MALDI-TOF/MS.

5.3. Technique de I’antibiogramme par la méthode de diffusion en milieu solide

La sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques a été déterminée par la méthode de
diffusion en milieu solide sur le milieu de Mueller-Hinton (MH) selon les recommandations
du Comité Francgais de 1’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM,
2010).

Milieu : Gélose Mueller-Hinton (MH), coulée en boites de petri sur une épaisseur de 4 mm.

- Les géloses sont séchées avant I’emploi. Aucune goutte d’eau ne doit étre apparente a la

surface de la gélose.

5.3.1. Préparation de I’inoculum
La méthode nécessite 1’obtention d’un inoculum dont la turbidité est identique a I’étalon 0,5

de la gamme de McFarland. Une densité optique égale de (0,2 a 650 nm).
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-Mettre en suspension une a plusieurs colonies dans une solution contenant 5ml d’eau
physiologique stérile a 0.95% de fagon a obtenir un trouble identique a celui de I’étalon 0,5 de
la gamme McFarland.

-L’inoculum doit étre employé de fagon optimale dans un délai de 15 minutes sans jamais
dépasser une heure.

-Plonger 1’écouvillon en coton dans la suspension bactérienne et jeter 1’excés en tournant
I’écouvillon a I’intérieur du tube.

-Etaler sur toute la surface en ensemengant dans trois directions soit a I’aide d’un systéme
rotatif ou en tournant la boite a chaque fois a 60° sans oublier de faire pivoter 1’écouvillon
sur- lui-méme.

-Répéter I’opération deux fois. Finir ’ensemencement en passant I’écouvillon sur la
périphérie de la gélose.

Vérifier que les diamétres d’inhibition des souches de controle de qualité sont dans les limites
requises, un inoculum lourd engendre des diamétres plus petits.

11 ne faut pas mettre plus de 8 disques d’antibiotiques sur une boite de 90 mm de diamétre.
Les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm, centre a centre.

- Presser chaque disque d’antibiotique a 1’aide d’une pince pour s’assurer de son application.
-Une fois appliqué le disque ne doit pas étre déplacé.

- Le dépdt des disques doit étre réalisé dans les 15 minutes qui suivent I’inoculation.

-Les disques doivent étre en contact ferme avec la surface de la gélose.

-La disposition des disques devra étre telle que les zones d’inhibition des souches sensibles ne
se superposent pas; ce qui entraine une gene dans la mesure des diametres.

(On peut appliquer les disques d’antibiotiques a 1’aide d’un applicateur automatique)

-Incubation : Pendant 24 heures a 37°C.

5.3.2. Lecture des boites apreés incubation

-Un inoculum correct et un ensemencement en stries satisfaisant conduisent & une culture
confluente.

-L’obtention de colonies isolées traduit une légereté de I’inoculum et nécessite une reprise du
test.

-Mesurer avec précision les diametres des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse
métallique, a I’extérieur de la boite fermée puis comparer ces résultats aux valeurs critiques

(tableau 3).




Les disques d’antibiotiques (biomérieux, Marcy I’ctoile, France), suivants ont été testés :
piperacilline (75ug), ticarcilline (75upg), amoxicilline/ acide clavulanic (20/10ug),
piperacilline/tazobactam (75/10ug), cefazoline (30ug), cefoxitine (30ug), cefuroxime
(30ug), cefotaxime (30ug), ceftazidime (30ug), ceftriaxone (30upg), céfepime (30uQ),
Aztreoname (30pg), imipeneme (10ug), amikacine (30pg), gentamicine (15ug) acide
nalidixique (30ug), ofloxacine (5ug), pefloxacine (5ug), ciprofloxacine (5ug), tetracycline
(30ug), colistine (50ug), nitrofurantoine (300ug), trimethoprime / sulfamethoxazole (1,25 /
23,75ug) and fosfomycine (50uQ).

La souche de référence E.coli ATTC 25922 (souche sensible a tous les antibiotiques) a été

utilisée comme souches de contrdle (délivrée de I’institut Pasteur d’ Alger).
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Tableau 3.Diamétre critique des différents antibiotiques utilisés (CA-SFM 2010).

Diametre critique (mm)

Antibiotique Sensible Résistant
Ticarcilline >24 <22
Piperacilline >20 <16
Amoxicilline / acide clavulanique >21 <16
Cefazoline >18 <14
Cefuroxime >22 <22
Cefotaxime >26 <23
Ceftazidime >26 <21
Ceftriaxone >26 <23
Cefepime >24 <21
Aztreoname >27 <21
Cefoxitine >18 <14
Piperacilline/tazobactame >21 <17
Imipineme >24 <17
Gentmicine > 18 <16
Amikacine >17 <15
Acide- Nalidixique > 20 <15
Pefloxacine >22 <16
Ofloxacine >25 <22
Ciprofloxacine >25 <22
Tetracycline >19 <17
Colistine >15 <15
Nitrofurantoine >15 <15
Trimethoprime/sulfamethoxazoe >16 <10
Fosfomycine > 14 <14




5.4. Détermination de la CMI en milieu solide (CASFM, 2010)

5.4.1. Principe

La méthode de dilution successive en milieu solide est la méthode de référence pour
déterminer la sensibilité bactérienne aux antibiotiques. Elle consiste a mettre un inoculum

bactrien standardisé au contact de concentrations croissantes d’antibiotiques.

5.4.2. Technique
- Préparation des solutions d’antibiotiques
Pour chacun d’antibiotique, préparer une solution mére a 5120 mg/l puis réaliser des

dilutions séries de progression géométrique de raison %2

Préparation des boites

- Distribuer 2 ml de chaque dilution d’antibiotique dans une série de boite de Petri ainsi
que 2 ml d’eau distillée stérile dans une boite de Petri t¢émoin

- Ajouter 18 ml de milieu Mueller Hinton glosé maintenu en surfusion

- Bien mélanger et laisser solidifier

- Sécher les boites 30 mn a I’étuve a 37°C.

- Préparation de ’inoculum
Préparer des suspensions de 102 UFC/ml pour chacune des souches a tester.

- Ensemencement

- Diluer la suspension d’inoculum au 1/10

- Ensemencer par spot 1 & 2 pl de la suspension bactérienne, soit un inoculum de 10*

UFC/spot.

- Incubation: Incuber 18 a 24 H & 37°C.

- Lecture
S’assurer de la croissance des souches au niveau de la boite témoin; la concentration
minimale inhibitrice est définie comme étant la plus faible concentration ou il n’y a pas de
croissance visible. La présence d’une ou de deux colonies ou d’un fin film n’est pas prise en

considération.
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5.5. La détection phénotypique des BLSE

5.5.1. Test de Synergie

Les isolats présentant un diamétre d’inhibition < 18 mm avec la céfoxitine ou 22 mm avec la
ceftazidime, ont été identifiéss comme potentiels producteurs de BLSE, selon les
recommandations du comité d’antibiogramme de la société francaise de microbiologie.

Le dépistage des souches sécrétant des BLSE chez les souches d'Entérobactéries a été réalise
par le test de synergie disque double (DDST) décrit par (Jarlier et al., 1988) a l'aide d'un
disque central d’amoxicilline + acide clavulanique, séparé de 20 mm de cefotaxime,
ceftazidime, 1’aztréoname. La présence de BLSE a été notée par la présence de l'aspect de

bouchon de champagne (Figure 15).

Figure 15. Test de synergie positif (aspect en bouchon de champagne).

5.5.2. Test a la cloxacilline (De Champs et al., 2002) , (Naas, 2003)

5.5.2.1.Principe

Pour certaines souches de bacille a Gram négatif, il est parfois difficile de distinguer sur
I’antibiogramme habituel les hyperproductions de céphalosporinases des p-lactamases a
spectre élargi (BLSE). En cas d’hyperproduction, les diamétres autour des disques de C3G
trés diminués peuvent masquer les images de synergies évocatrices de BLSE entre des

disques de C3G et d’acide clavulanique. La cloxacilline (Orbénine®), ajoutée au milieu pour
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I’antibiogramme (Mueller-Hinton), inhibe in vitro les céphalosporinases de la classe C
d’Ambler chromosomiques ou plasmidiques et reste inefficace sur les pénicillinases des

bacilles a Gram négatif

5.5.2.2. Technique

Realiser un antibiogramme par diffusion sur gélose Mueller Hinton contenant de la
cloxacilline a une concentration finale de 250 pg/ml; dans ce cas il faut dissoudre 0,25 g de
Cloxacilline dans 25 ml d’eau distillée pour préparer une concentration de 10000 pg/ml puis
procéder a une dilution a 2500 pg/ml; Pour une boite ronde (90 mm), mettre 2 ml de cette
concentration et 18 ml de Mueller-Hinton.

5.5.2.3. Lecture
L’interprétation des résultats peut se traduire, en comparant les boites de Pétri contenant une
gélose Mueller -Hinton simple et celles contenant les géloses supplémentées de la

cloxacilline. Un résultat positif est noté lorsque une augmentation des diametres d'inhibition,

d'au moins 8 mm autour des disques de céfotaxime CTX et céftazidime CAZ, est observé
(Figure 16).

Figure 16. Méthode a la cloxacilline (image de synergie positive).




Figure 17. Photo montrant une image de synergie.

5.5.3. Test du double disque (test espagnol)

La détection de la béta-lactamase a spectre élargi (ou étendu) peut étre confirmée par le test
du double disque. Ce test consiste a rechercher une augmentation de la zone d'inhibition d'un
disque de C3G, précédé par I'application d'un disque contenant l'association amoxicilline —
acide clavulanique (AMC), comparé a un autre disque portant la méme céphalosporine et
placé cbdte a cote sur la gélose Mueller-Hinton (Rahal et al, 2010). Une suspension
bactérienne d'une opacité égale a 0,5 MC Farland a été préparée partir d'une culture de 18 h,
une gelose Mueller-Hinton est ensuite ensemencee selon la technique de l'antibiogramme.
Deux disques 1’'un contenant I’AMC, D’autre une céphalosporine de troisieme génération
(CTX). La diffusion était faite a la température ambiante du laboratoire pendant une heure,
puis le disque 'AMC est remplacé par un disque contenant la méme céphalosporine de

troisieme génération, les boites de Petri sont incubées 18 heures a 35 °C.

5.6. Recherche moléculaire des BLSE
Au cours de notre travail, nous avons recherché 1’identification des bétalactamases de classe

A pour cela nous avons recherché les genes ; blarem |, blaspyy, blactx-m par PCR standard.
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5.6.1. Polymérase Chaine Réaction (PCR standard)

Le principe de la Polymérase Chain Réaction (PCR) conciste a amplifier spécifiquement une
séquence cible. Les réactions d’amplification des génes codant pour les f-lactamases sont
réalisées avec des couples d’amorces spécifiques dans un Thermocycleur de type Bio Rad.
nous avons désigné les amorces suivant les génes étudiés grace au logiciel primer 3
(Tableau 4). Aprés obtention des amplicons, ces derniers sont ensuite purifiés et séquences.
Les séquences sont comparées a celles déposées dans une banque de données

(http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

5.6.1.1. Extraction de ’ADN

L’extraction de ’ADN génomique a été réalisée a I’aide du kit Qiagen : mini kit (Qiagen,
Hilden, Allemagne) selon les conditions spécifiées par les fournisseurs :

-Pipeter 20 pl de protéase QIAGEN (ou la protéinase K) est le mettre dans un tube a
Eppendorf de 1.5 ml.

-Ajouter 200 pl d’échantillon (suspension bactérienne) dans le tube Eppendorf de 1.5ml.
-Ajouter 200ul de Buffer AL (tampon) a 1’échantillon. Mixer (vortex) pendant 15s afin
d’assurer une lyse efficace. Il est essentiel que ’échantillon et le Buffer AL soient bien
mélangés pour obtenir une solution homogeéne.

-Incuber ce mélange pendant 30 min a 70°C.

-Centrifuger 1min a 13000 rpm le tube Eppendorf de 1.5ml pour récupérer les gouttelettes a
I’intérieur du couvercle.

-Ajouter 200 pl d’éthanol (96-100%) a 1’échantillon et mélanger a nouveau en vortexant
pendant 15s. le mélange dans 1I’Eppendorf est centrifugé pendant 1min & 1300 rpm.
-Transvaser soigneusement le mélange du tube Eppendorf dans la colonne QIA amp Mini [la
colonne contient un tube avec filtre qui est placé dans un tube collecteur (fourni) de 2 ml]
sans en mouiller le bord. Fermer le capuchon et centrifuger a 13000 rpm pendant 1min.

Jeter le contenant du tube collecteur.

-Ouvrir la colonne QIA amp Mini et ajouter 500 pl de Buffer (tampon) AW1 sans mouiller le
bord.

Fermer le capuchon et centrifuger a 1300 rpm pendant 1min.

-Apreés la centrifugation jeter le contenu dans un tube collecteur (fourni) contenant le filtrat.
-Ajouter 500 ul du Buffer (tampon) AW2 dans la colonne QIA amp Mini, fermer le capuchon

et centrifuger a vitesse maximale (20000 x g ; 14000 rpm) pendant 3 min.
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Placer la colonne QIA amp Mini filtre dans un nouveau tube Eppendorf de 2ml (non fourni) et
jeter I’ancien tube collecteur (fourni) contenant 1’effluent.

Centrifuger et accélérer pendant 1 min.

Cette étape permet d’éliminer le risque de tampon AW?2 report possible.

Placer la colonne QIA amp Mini spin dans un nouveau tube Eppendorf de 1.5ml (non fourni)
et jeter le tube contenant le filtrat .Ouvrir avec précaution la colonne QlAamp Mini rotation et
ajouter 200 ul de tampon AE ou d’eau distillée. Incuber a température ambiante (15-25°C)
pendant 1min, puis centrifuger a 13000 rpm pendant 1min et récupérer le contenu de
I’Eppendorf qui est de ’ADN extrait. Puis jeter la colonne QIA amp Mini Spin. L’incubation
de la colonne QIA amp Mini chargée de tampon AE ou d’eau pendant Smin a température

ambiante avant centrifugation augmente généralement le rendement d’ADN.

5.6.1.2. Protocole d’une PCR standard

Le protocole utilisé pour effectuer une PCR standard est le suivant :

Dans une plaque pour thermocycleur (Labnet International Multigene Gradient Optimax
Thermal Cycler) Bio Rad on dépose 25ul du mélange réactionnel (décrit dans le tableau 4)

dans chaque puits, cette derniére est introduite par la suite dans le themocycleur

Le dépistage des génes bla TEM- 1,bla TEM 136, bla SHV 11 b|as|-|v 12, bla SHV 23,b|as|-|v 32,et bla CTX-

mis & été réalisée sur les souches K.pneumoniae, E. cloacae, E.coli et S. marcescens en
utilisant des amorces spécifiques (tableau5), et pour chaque réaction de PCR , nous avons

utilis€ un ADN d’une souche produisant le géne a tester comme témoin positif.

Tableau 4.Composition des mélanges réactionnels pour la PCR standard.

Quantitect Probe PCR Master Mix 125ul
Amorce Forward 0,5ul
Amorce Reverse 0,5ul

H20 UP 6,5ul
ADN a amplifier 5ul
Volume total 25ul

Les réactions de PCR ont éte réalisées dans un themocycleur ABI 2700 (Applied Biosystems).
Une réaction de PCR classique comprend une étape de dénaturation initiale de I’ADN double

brin pendant 15 min a 95°C. Cette étape est suivie de 35 cycles d’amplification de I’ADN

.



d’intérét avec 60 secondes a 94°C (dénaturation) 50 secondes a 50-60°C (Appariement des
amorces, température variable selon le Tm des amorces) et une min 30 secondes a 72°C
(élongation, temps variable selon la taille du fragment a amplifier). Une étape finale de 7 min

a 72°C permet de terminer la synthese des brins inachevés

.



Tableau 5. Amorces utilisées pour PCR standard.

Cible Nom de la Séquence cible Amplicon taille (bp) Reférence
séquence
CTX-M CTX Szabo R TGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC 334
(Edelstein etal., 2003)
CTX Szabo F TCACKCGGRTCGCCNGGRAT
TEM TEM Szabo R ATGAGTATTCAACATTTCCGTG 862
(Kruger et al, 2004)
TEM Szabo F TTACCAATGCTTAATCAGTGAG
SHV SHV Szabo R ATTTGTCGCTTCTTTACTCGC 998 (Yagi etal., 2000)

SHV Szabo F

TTTATGGCGTTACCTTTGACC



http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Edelstein%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14638473
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Yagi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10689165

5.6.2. Electrophorése sur gel d’agarose
Pour vérifier la présence d’une bonne amplification du gene cible, les produits PCR sont
déposés sur un gel d’agarose a 1% dans une cuve a ¢€lectrophorese contenant du tampon TBE

(Tris, Brate, EDTA) a 0,5%. La migration se fait pendant 30 minutes sous un voltage del35 V

5.6.2.1.Protocole de préparation du gel d’agarose

-Dans une bouteille ou flacon en verre stérile, mélanger 6g de poudre d’agarose avec 400 ml
du tampon TBE (Tris, Brate, EDTA) 0.5X.

-Faire fondre le mélange au four & micro-ondes jusqu'a I’obtention d’un mélange parfaitement
transparent.

-Laisser refroidir.

-Ajouter le BET (3fois 31,5ul pour 50 ml) et mélanger bien.

-Couler le gel dans le support du gel apres avoir mis les peignes.

-Laisser refroidir jusqu'a solidification de gel a température ambiante.

5.6.2.2.Electrophorese des produits d’amplification

-Retirer les peignes aprées polymérase du gel.

-Placer le gel dans la cuve d’électrophorese.

-Remplir la cuve d’électrophorése avec le tampon TBE 0.5X (le gel doit étre totalement
émergé).

-Déposer 4pl de DNA marqueur de poids moléculaire [(100base-Paire-Lidder (gibco-BRL,
15628-019)] dans le premier puits.

-Mélanger 4ul du produit amplifié (ADN) avec une goutte du Bleu de Juice.

-Déposer le produit amplifié avec un témoin négatif et un témoin positif.

-Fermer le couvercle de la cuve. Brancher la cuve au générateur.

-Mettre 1’alimentation sous tention a 135 V et régler la durée de migration (environ 30 min).
-Une fois la migration finie, placer le gel dans le systeme d’imagerie a UV pour la

visualisation des bandes.

5.6.2.3. Révélation des bandes d’ADN aux rayons UV
Le gel d’agarose est ensuite exposé sous rayons ultra-violet pour visualiser les bandes
d’ADN. La présence de la bande correspond au fragment amplifi¢ a été comparé avec le

marqueur de poids moléculaire et celui du témoin positif.
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5.6.3. Séquencage

Le sequencage a été réalisé selon la méthode de Sanger modifiée (Sanger et al., 1992), en
utilisant le kit big dye terminator v3.1 Matrix Standard kit (Aplied Biosystems, Foster, city,
CA,USA) et le séquenceur ABI 3730 (Applied Biosystems), selon les recommandations du
constructeur.

5.6.3.1.Purification

-Aprés électrophorése, vérifier sur le systéme a d’imagerie a UV, la présence des bandes
ADN

-Ajouter au produit PCR 100 pl d’eau ultra pure, puis on transfére le tout dans une plaque a
filtre pour la premiére purification. Ensuite, déposer cette plaque a filtre sur une pompe sous
vide pendant 20 min (filtration sous vide). Enfin ajouter 50 ul d’eau ultra pure et agiter
pendant 20 min a 1’aide d’un agitateur.

Le produit est prét pour la PCR Big Dye.

5.6.3.2.PCR Big Dye

Cette PCR consiste a amplifier le Forward et le Reverse séparément pour les séquencer par la
suite. Le protocole utilisé pour effectuer une PCR Big Dye est le suivant :

Dans une plaque de thermocycleur Bio Rad on dépose 20l du mélange réactionnel dans

chaque puits (décrit dans le tableau 6).

Tableau 6.Composition du mélange réactionnel pour la PCR Big-dye.

Composants pour Amorce  Composants pour Amorce Quantité PCR Big Dye

Forward Reverse
Buffer Buffer 3 ul
Mix Big Dye Mix Big Dye 2 ul
Amorce F Amorce R 1l
ADN a amplifier ADN a amplifier 4 ul
H,O UP H,O UP 10 pl
Volume total Volume total 20 pl

Pour chaque amorce, on fait 2 mélanges réactionnels séparés, un pour le Forward et [’autre
q ) g p , unp

pour le Reverse, exécuté selon le programme porté dans le tableau 7.




Tableau 7. Programme de I’amplification de la PCR Big Dye.

Température 96°C 96°C 50°C 60°C 4°C

Temps 2min 10 sec 5 sec 1min 5sec 0

5.6.3.3.Purification par gel séphadex

Dans une plaque a filtre spécifique a la purification par sephadex (G50 de la marque sigma) ;
- Mettre la poudre de Séphadex dans les puits de la plaque a filtre auxquels il faut ajouter

300 pl d’eau UP et laisser reposer 2 a 3 heures.

Mettre une plaque en dessus de la plaque a filtre pour récupérer 1’eau aprés centrifugation
(’eau sera jetée par la suite).

-Centrifugation a 12000 rpm pendant 10 min a 10°C.

-Mettre par la suite, les produits PCR Big Dye dans la plaque a filtre plus une deuxieme
plaque en dessous (plaque pour le séquencage) pour récupérer le produit a centrifuger.
-Centrifugation a1200 rpm pendant 10 min a10°C.

-Récupérer les produits PCR purifiés et centrifugées destinés au sequencage.

5.6.3.4. Méthode du séquencage

Remplir les fiches pour le séquencage sur le logiciel.

Mettre la plaque pour le séquencage sur le support et la déposer dans le séquenceur Automate
ABI3730.

-Lancer le séquencage.

5.6.3.4.1. Analyse des séquences

Les séquences brutes obtenues par le séquencage ont été analysées et corrigées par le logiciel
Codon Code Aligner.

Les séquences analysées et corrigées sont comparées via internet a 1’aide du logiciel Blast
(http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/), pour comparaison avec les séquences homologues contenues
dans la banque informatique internationale dénommée « GenBank » en utilisant deux
méthodes soit le BLASTN qui utilise les séquences nucléotidiques et qui compare les bases
azotées de I’ADN ou le BLASTP qui utlise les séquences protéiques et qui compare les acides

aminés de la protéine traduite. Les résultats sont exprimés en pourcentage de similarité de la

.



souche a identifier avec les espéces les plus proches (figure 18) (Altschul et al., 1997).
Ensuite déterminer leur affiliation phylogénétique.

9ctxm

emb|FR828676.1] Escherichia coli plasmid pCTX913 tnpA gene, blaCTX-M-15 gene
and delta tnpA gene (partial), isolate 913
Length=2656

Score = 575 bits (311), Expect = 6e-161
Identities = 311/311 (100%), Gaps = 0/311 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 5 GCCGCGGCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGAGTT 64

(AR AT AR A
Shjct 1159 GCCGCGGCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGAGTT 1218

Query 65 GAGATCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGGG 124

(AR AT AR A
Sbjct 1219 GAGATCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGGG 1278

Query 125 ACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATG 184

(AR AT AR A
Sbjct 1279 ACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATG 1338

Query 185 AATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTG 244

(AR AT AR A
Shjct 1339 AATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTG 1398

Query 245 GGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGC 304

(AR AR AR
Shjct 1399 GGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGC 1458

Query 305 GATCCGCGTGA 315

I
Shjct 1459 GATCCGCGTGA 1469

Figure 18. Exemple d’un gene CTX-M corrigé et comparé a une séquence homologue de «

Gene bank » qui présente une similitude a 100%.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/350921956?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=9X35UDHM015

PARTIE 3 : RESULTATS ET DISCUSSION




Notre étude a été portée sur des malades recus au niveau du service de réanimation de la
clinique pédiatrique Sainte Thérése d'Annaba couvrant les wilayas (Annaba, Guelma, Tarf,
Skikda, Souk Ahras, et Tébessa).

Durant notre travail de Mars 2010 a juillet 2011, un total de 500 hospitalisations ont été
enregistrées au niveau de ce service. Au cours de cette péeriode, 42 épisodes septicémiques ont
¢été diagnostiqués sur une population d’age, comprise entre 2 mois et 14 ans ou la tranche
d’age la plus exposée est de 48 mois, on peut donc dire que ce sont essentiellement des

enfants qui sont concernés
1. ldentification et origine des souches

Les 42 souches de ont été isolées a partir d’un seul type de prélévement en 1’occurrence
I’hémoculture et I’identification des ces derniéres a été faite par APl 20E systéeme
(Biomerieux, Marcy 1’etoile, France) et confirmée par spectrométrie de masse (MALDI-TOF

MS) (Seng et al., 2009) dont on a noté de trés bons scores de 2,19 et 2,34.
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Tableau 8.Traduction des profils numériques de Klebsiella pneumoniae en caractéres

biochmiques.
5215773 5205773 5215573 5205573
ONPG + + + +
ADH - - - -
LDC + + + +
ODC - - - -
CIT + + + -
H2S - - - -
UREE + - + -
TDA - - - -
IND - - - -
VP + + + +
GEL - - - -
GLU + + + +
MAN + + + +
INO + + - -
SOR + + + +
RHA + + + +
SAC + + + +
MEL + + + +
AMY + + + +
ARA + + + +
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Tableau 9.Traduction des profils numériques d’Enterobacter cloacae en caractéres

biochimiques.
3304773 3305773 3205573 3304573 3305573

ONPG + + + + +
ADH + + + + +
LDC - - - - -
oDC + + - + +
CIT + + + + +
H2S - - - - -
UREE - - - - -
TDA - - - - -
IND - - - - -
VP - + + - +
GEL - - - - -
GLU + + + + +
MAN + + + + +
INO + + - - -
SOR + + + + +
RHA + + + + +
SAC + + + + +
MEL + + + + +
AMY + + + + +
ARA + + + + +
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Tableau 10.Traduction des profils numériques de Serratia marcescens en caractéres

biochimiques.
5307761 5307721 5307761 5307721
ONPG + + + +
ADH - - - -
LDC + + + +
oDC + + + +
CIT + + + +
H2S - - - -
UREE - - - -
TDA - - - -
IND - - - -
VP + + + +
GEL + + + +
GLU + + + +
MAN + + + +
INO + + + +
SOR + + + +
RHA - - - -
SAC + + + +
MEL + - - -
AMY + + + +

ARA
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Tableau 11.Traduction des profils numériques d’Escherichia coli en caracteres biochimiques

5144552 5344552 5344552
ONPG + + +
ADH - - -
LDC + + +
oDC + + +
CIT - + +
H2S - - -
UREE - - -
TDA - - -
IND + + +
VP - - -
GEL - - -
GLU + + +
MAN + + +
INO - - -
SOR + + +
RHA + + +
SAC - - -
MEL + + +
AMY - - -
ARA + + +
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1.1.Répartition des souches selon I’age
1.1.1. Cas de Klebsiella pneumoniae, d’Enterobacter cloacae, Escherichia coli et

Serratia marcescens
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Figure 19.Répartition des souches selon 1’age chez Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli et Serratia marcescens.

1.2. Répartition des souches selon le sexe
1.2.1. Casde Klebsiella pneumoniae
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Figure 20. Répartition des souches selon le sexe chez Klebsiella pneumoniae.
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La figure montre que le sexe prédominant est le sexe masculin avec un pourcentage de 79%

cependant le sexe feminin est de 21%.

1.2.2. Cas d’Enterobacter cloacae, Escherichia coli et Serratia marcescens
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Figure 21. Répartition des souches selon le sexe chez Enterobacter cloacae, Escherichia coli

et Serratia marcescens.

La figure 19 montre que le sexe prédominant est le sexe masculin avec un pourcentage de

72% cependant le sexe féminin est de 28%
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1.3. Répartition des souches selon la mortalité
1.3.1. Casde Klebsiella pneumoniae
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Figure 22. Répartition de souches selon la mortalité chez Klebsiella pneumoniae.
La figure montre un taux de mortalité de 42 % et une guérison de 58% .

1.3.2. Cas d’Enterobacter cloacae, Escherichia coli et Serratia marcescens

70%

60%

50%

40%

30%

Titre de I'axe

20%

10%

0%
Guérison Mortalité

Figure 23. Répartition de souches selon la mortalité chez Enterobacter cloacae, Escherichia

coli, et Serratia marcescens.

La figure montre un taux de mortalité de 39% et une guérison de 61%.




1.4. Répartition des souches selon les pathologies causales
1.4.1. Cas de Klebsiella pneumoniae

H Leucémie
4% 4% B Lymphome
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ND
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Figure 24.Répartition de souches selon les motifs d’hospitalisation chez Klebsiella

pneumoniae.

A partir de la figure nous constatons divers types d’hospitalisations dont la leucémie et le
lymphome qui dominent avec un pourcentage de 17% qui sont les pathologies les plus lourdes
suivi de détresse respiratoire et de LAA avec 13% pour la cystite, bronchite et les causes non
déterminées ont note 8% , en dernier on trouve la méningite et le facteur rhumatoide qui

représente 4%.
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1.4.2. Cas de d’Enterobacter cloacae, Escherichia coli et Serratia marcescens
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Figure 25.Répartition de souches selon les motifs d’hospitalisation chez Enterobacter

cloacae, Escherichia coli, et Serratia marcescens

A partir de la figure nous notons diverses cause d’hospitalisations dont la leishmaniose kala
Azar est la plus fréquente avec un taux de 22% suivi de Cystite 17%, on note que LAA,
I’anémie et la détresse respiratoire ont un taux de 6% en dernier en faible pourcentage nous

avons la pyélonéphrite, I’anémie associée a une pneumonie et la leucémie avec 5%.
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2. Sensibilité des souches aux antibiotiques

2.1.Cas de Klebsiella pneumoniae
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Figure 26. Profil de résistance aux antibiotiques des souches Klebsiella pneumoniae

productrices de BLSE isolées d’hémoculture.

L’étude de la résistance des souches de Klebsiella pneumoniae révele des taux de résistance
tres élevés pour les céphalosporines : la ticarcilline (95,83%), suivi de la céfazoline, la
pipéracilline et I’amoxicilline/acide clavulanique (87,5%), enfin, le céfotaxime, la

ceftazidime, la ceftriaxone, le céfépime et I’ Aztréoname (83,33%).

Pour les aminosides, le taux le plus important a é€té observé pour la gentamicine, (83,33%),
suivi de 1’Amikacine (79,16%). En ce qui concerne les quinolones, les taux de résistance
¢taient les suivants: (41,66%) pour 1’acide nalidixique et la pefloxacine et (37,5%) pour
L’ofloxacine et la ciprofloxacine. Nous notons également un taux de résistance important
pour le triméthoprime/sulfaméthoxazole avec (62,5%) et moyen pour la fosfomycine
(41,66%).

En revanche une bonne activité du cefoxitine et de la colistine a été remarquée avec
respectivement (91,66%) et (70,66%) de souches sensibles. Aucune résistance n’a été

observée pour I’imipénéme avec (100%) de souches sensibles.
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2.2.Cas d’Enterobacter cloacae
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Figure 27. Profil de résistance aux antibiotiques des souches d’Enterobacter cloacae,

productrices de BLSE isolées d’hémoculture

Les souches identifiées d’Enterobacter cloacae présentent une résistance complete vis-a-vis
de la céfazoline, et 1’amoxicilline/acide clavulanique, une résistance de 90% pour le
céfuroxime, ainsi des taux tres élevés pour la Pipéracilline, la Ticarcilline, la Céfoxitine le

Cefotaxime, la Ceftazidime, le Ceftriaxone et I’ Aztréoname (81,81%).
nous remarquons une résistance moyenne vis-a-vis du céfépime (54.54%).

Concernant les aminosides nous constatons que la gentamicine a une résistance de 81.81% et
I’amikacine (36,36%)

Pour les quinolones nous avons une résistance de (63,63%) pour 1’acide- Nalidixique,
(54,54%) pour la Pefloxacine, ainsi un taux de (36,36%) pour 1’Ofloxacine et la

Ciprofloxacine.

En ce qui concerne les autres antibiotiques : la Tétracycline 81.81%, Nitrofurantoine 63.63%,

Triméthoprime /sulfamethoxazole 45.45% et la Fosfomycine 9.09 %.

Fosfomycine
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En revanche une bonne activité a été remarquée pour la colistine avec (63,63%) de souches

sensibles

L’imipenéme reste I’antibiotique le plus actif sur les souches d’Enterobacter cloacae avec

une sensibilité totale de souches.

2.3.Cas d’Escherichia coli
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Figure 28.Profil de résistance aux antibiotiques des souches d Escherichia coli productrices
de BLSE isolées d’hémoculture

L’analyse du profil de la résistance des souches d’Escherichia coli montre des taux de
résistance trés élevés pour la plupart des antibiotiques utilisés ; avec un pourcentage de 100%

pour la Pipéracilline, Ticarcilline et I’ Amoxicilline / acide clavulanique.

Une résistance de 66,66% vis-a-vis de la Céfazoline, le Céfuroxime, la Ceftazidime, le

Ceftriaxone, le Céfépime, et I’ Aztréoname.

Une bonne récupération pour la Pipéracilline/tazobactame et de la Céfoxitine avec 100% de

souches sensibles.

Concernant les aminosides le taux de la Gentamicine (66,66%), et I’ Amikacine (33,34%).
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Concernant les fluroquinolones : 1’Acide- Nalidixique 66.66 Ofloxacine, Pefloxacine,

Ciprofloxacine, Tétracycline 33.34%.

Pour les autres antibiotiques la Colistine, Nitrofurantoine, et la Fosfomycine ont un taux de

0% de souches résistantes.

Pour le Trimethoprime/sulfamethoxazole nous remarquons une bonne récupération des

souches avec 100% de souches sensibles

L’imipénéme reste 1’antibiotique de choix pour toutes les souches d’Escherichia coli isolées.

2.4.Cas de Serratia marcescens
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Figure 29. Profil de résistance aux antibiotiques des souches de Serratia marcescens

productrices de BLSE isolées d’hémoculture

L’analyse du profil de la résistance des souches de Serratia marcescens nous montre des taux

de résistance trés éleveés pour la plus part des antibiotiques utilisés avec un pourcentage de
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100% pour la pipéracilline, la ticarcilline, ’amikacine, la céfazoline, le céfuroxime, le
céfotaxime, la ceftazidime, la ceftriaxone, 1’aztréoname, et la gentamicine.

Un pourcentage élevé pour I’acide nalidixique, et la céfoxitine75%, alors qu’un taux de
résistance moyen a été obtenu pour 1’association de la pipéracilline avec le tazobactame avec
50%, nous remarquons une résistance diminuée vis a-vis de I’amikacine 25%.

L’imipénéme reste 1’antibiotique de choix pour toutes les souches Serratia marcescens
isolées.

3. Phénotype de résistance

3.1.Production de BLSE chez Klebsiella pneumoniae

4% 4%

M BLSE

B PHENOTYPE SAUVAGE
BLSE +CASE

W CASE +PASE

m CASE

Figure 30.Répartition de souches selon le phénotype de BLSE chez Klebsiella pneumoniae

A partir de cette figure nous pouvons voir que le pourcentage de BLSE est le plus dominant
avec un total de 75%, par ailleurs le phénotype sauvage représente 13%, I’isolement, de la
céphalosporinase ainsi que la céphalosporinase associée a une pénicillinase et en dernier la

cephalosporinase associée a une B-lactamase représentent un pourcentage faible de 4%.
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3.2.Production de BLSE chez d’Enterobacter cloacae, Escherichia coli et

Serratia marcescens

6%

M BLSE+ CASE
B BLSE
PASE
B Hyperprduction de CASE

Figure 31.Répartition de souches selon le phénotype de BLSE chez Enterobacter cloacae,

Escherichia coli et Serratia marcescens.

A partir de cette figure nous pouvons constater que le pourcentage de BLSE+CASE est le
plus dominant avec un total de 50% suivi de 33% de phénotype BLSE, par ailleurs la

pénicillinase ainsi que I’hyperproduction de la céphalosporinase représentent successivement
11% et 6%.

4. Profil moléculaire des souches isolées

4.1.Cas de Klebsiella pneumoniae

Apres une électrophorése sur gel d’agarose, les résultats de la PCR standard de détection des
génes codant les B-lactamases présentes dans cette souche (figures 33, 34, 35) montrent que
Pour les 24 souches de Klebsiella pneumoniae étudiées, nous avons trouvé des souches
contenant deux a trois genes de résistance, certaines contenant un seul gene ,et d’autres ne
contiennent aucun gene de résistance et parmi ces résultats on peut citer :

-Huit souches possédent le gene bla ctxm-15 ,quatre souches possédent le gene bla tem 1

-Quatre souches possédent le géne blasyy 12 ,deux souches possédent le géne blasyy 1:Une
souche possede le gene blasyy 32,une souche possede le gene blasyy 133 ,deux souches

possedent le géne blasyy 2g (tableaul?2).
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Nous remarquons dans notre étude qu’il y’a une prédominance du géne CTX-M mais aussi
des génes de résistance qui n’ont jamais €té trouvé en Algérie jusqu'a ce moment de la

rédaction du manuscrit.
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Tableau 12.Caractérisation des isolats cliniques des souches de Klebsiella pneumoniae issus d’hémoculture

code Sexe Age (mois) Motif d'hospitalisation Gérmes Phenotype d'antibiotique Type Type Type

[2] F 3 Bronchite chronique obstructive K. pneumoniae BLSE CTX-M-15 Guérison

[4] M 6 LAA K. pneumoniae BLSE CTX-M-15 SHV-12 Guérison

[6] M 9 Detresse respiratoire K. pneumoniae BLSE SHV-32* Décés

SHV-11* Guérison

[8] M 10 LAA K. pneumoniae BLSE

SHV-133* Décés

[10] F Lymphome K. pneumoniae BLSE

SHV-28 Décés

[12] M 24 Detresse respiratoire K. pneumoniae Phenotype sauvage

Décés

_|
m
<
=

[14] M 36 Leucemie K. pneumoniae CASE+PASE

Décés

[16] M 48 Lymphome K. pneumoniae BLSE

[18] M 60 Meningite K. pneumoniae BLSE Guérison

[20] F 72 Pyelonephrite aigue K. pneumoniae BLSE Guérison

[22] M 156 Detresse respiratoire K. pneumoniae BLSE CTX-M-15 - - Décés

[24] M 33 Leucemie K. pneumoniae BLSE TEM-1 SHV-12 Décés
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4.2.Cas d’Enterobacter cloacae, Escherichia coli, et Serratia marcescens
Apres une électrophorése sur gel d’agarose, les résultats de la PCR standard de détection des
génes codant les B-lactamases présentes dans ces souche (figures 33, 34, 35) montrent que
Pour les 11 souches d’Enterobacter cloacae étudiées, nous avons trouvé des souches
contenant deux a trois genes de résistance, certaines contenant un seul gene, et d’autres ne
contiennent aucun géne de résistance et parmi ces résultats on peut citer :

Deux souches possédent le géne blactx-m-15
Neuf souches possédent le gene blartgm-1
Une souche possedent le gene blatem-136
Cing souches possédent le gene blaspy-12

Apres une électrophorese sur gel d’agarose, les résultats de la PCR standard de détection des

génes codant les B-lactamases présentes dans Pour les 3 souches Escherichia coli montrent
-Une souche possede le géne blatgm-1

Apres une électrophorése sur gel d’agarose, les résultats de la PCR standard de détection des
génes codant les B-lactamases présentes dans les quatres souches de Serratia marcescens

montrent qu’aucune souche ne possede les trois génes bla crx-m-, blatem et blaspy.
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Tableau 13.Caractérisation des isolats cliniques des souches de E. cloacae, E coli et S marcescens issus de prélévement sanguins.

code Sexe  Age (mois) Motif d'hospitalisation Germe Phenotype Type Type Type
d'antibiotique

Leishmaniose kala-azar E. cloacae PASE guérison

[28] M 5 Anemie E. cloacae BLSE+CASE TEM-1 - guérison

[30] F 24 Leishmaniose kala-azar E. cloacae BLSE+CASE CTX-M-15 TEM -136* SHV-12 décés

Detresse respiratoire E. cloacae BLSE+CASE TEM-1 décés

Lymphome E. cloacae BLSE+CASE TEM-1 SHV-12 décés

[36] M 2 Leishmaniose kala-azar E.coli BLSE - - décés

[38] F 168 LLA E.coli BLSE - - guérison

[40] M 8 Detresse respiratoire S. marcescens BLSE - - décés

[42] M 12 Anemie S. marcescens BLSE - - guérison
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Figure 32. Représentation de la migration sur gel d'agarose des produits de PCR du géne
blaCTX-M des 42 souches de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Escherichia

coli, et Serratia marcescens.
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Figure 33.Représentation de la migration sur gel d'agarose des produits de PCR du géne
blaTEM des 42 souches de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Escherichia coli,

et Serratia marcescens.
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Figure 34. Représentation de la migration sur gel d'agarose des produits de PCR du géne
blaSHV des 42 souches de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, et

Serratia marcescens
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Discussion




L’augmentation et la dissémination de la résistance aux antibiotiques chez les bacilles a
Gram-négatif, particulierement les Entérobactéries, représentent un probléme majeur de santé
publique (soussy 2007et al). La situation apparait particulierement préoccupante en milieu
hospitalier. Et principalement en unité de soins intensifs ou la septicémie est la premiere
cause de moralité en pédiatrie (Carcillo, 2005) et elle atteint plus de 50% dans les pays en
voie de développement. (Khan et al., 2012).

Concernant notre étude nous avons identifié 42 souches d’entérobactéries des enfants
septicémiques au sein de hopital pédiatrique Sainte- Thérese ou nous avons trouvé 24
Klebsiella pneumoniae, 11 Enterobacter cloacae, 4 Serratia marcescens, et 3 Escherichia coli
Nos résultats ont été comparés a une étude faite en 2012 & FES au Maroc (Lahlaoui et al.,
2012) qui a révélé un taux de 47% d’Enterobacter cloacae, 26% de K. pneumoniae et 5.6 %

d’E.scherichia coli.

Nous constatons un plus grand taux de K. pneumoniae ce qui concorde avec 1’étude publiée
par I’agence de la santé publique du canada en septembre 2011 qui révéle que les especes du
genre Klebsiella sont d’importants pathogénes communs, a [’origine de pneumonies
nosocomiales (7 a 14 % de tous les cas), de septicémies (4 a 15 %), d’infections urinaires (6 a
17 %), d’infections de plaies (2 a 4 %), d’infections survenant dans les unités de soins

intensifs (USI) (4 a 17 %) et de septicémies néonatales (Abbott, 2006).

= Sexe des patients
Concernant le sexe des patients isolées, nous avons constaté que le sexe masculin est
prédominant pour toutes les souches et principalement K.pneumoniae ou elle atteint 79% de
souches masculines, dans notre cas le sexe semblerait un facteur de risque pour I’infection par
K.pneumoniae en effet sur les 24 isolats K.pneumoniae, 5 proviennent de patients de sexe
féminin et 19 de patients de sexe masculin, 21% contre 79%. Ces résultats concordent avec
ceux de Colodner et al 2004 qui rapportent qu’il y’a augmentation significative chez le sexe
masculin ce méme auteur ajoute aussi, avoir pris des antibiotiques a large spectre constituent
d’autres facteurs de risque pour I’infection par des K.pneumoniae BLSE+. Ces facteurs de

risque sont également rapportés par (Lautenbach et al., 2001; Tumbarello et al.,2006).

= Mortalité des patients

La mortalité globale dans la présente étude est de (45,23%), au total , 19 cas de septicémie
sont decédes , 10 (23,80%) de ces enfants étaient atteints de lymphome et leucémie sont

125


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Khan%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22392263

mort apres un choc septique , 7(16.66% )de ces patients atteint de leucémie lymphoblastique
aigué et détresse respiratoire sont morts apres un sepsis sévere , 2 (4,71%) avec la méningite

et la fievre rhumatismale sont morts 7 jours aprés 1’épisode séptique.

la mortalité liée était de 30.95% pour e Klebsiella pneumoniae, 9.85%, pour Enterobacter
cloacae et 4.76%, pour Serratia marcescens , nous avons constaté que le taux de mortalité
chez les enfants septiques dans la présente eludé était significativement plus élevée par
rapport aux résultats signalés dans d’autres études soit de 1,6% a 4 % et 2 % a 3 %
respectivement (Leclerc et al., 2005), avec 11,7 cas mortels au Koweit (Hammoud et al.,
2012). avec 17 % au Royaume-Uni (Inwald et al., 2009), & Taiwan avec 20 % des 100
enfants mort (Wu et al., 2005) ,et 24 % au Pakistan (Khan et al., 2012).

Le taux de mortalité est trés élevé et ceci est préoccupant surtout quand il s’agit d’enfants en
bas &ge ou nous avons noté 19 cas décédés avec un taux de 45,23% ou la souche de Klebsiella
pneumoniae est la plus dominante avec 48% de mortalité, d’aprés Navon-Venezia S et ses
collaborateurs, qui ont rapporté dans leur étude que les septicémies causées par les souches
K.pneumoniae sont retrouvées associées a une mortalité plus élevée que celle causées par des
souches K.pneumoniae non productrices de BLSE ceci concorde avec notre étude ou le taux
de mortalité est de 42%, ceci revient a plusieurs facteurs notamment la durée
d’hospitalisation, et ceci est confirmé par une étude comparative menée entre 1991 et 2007
en France qui montre que le taux de mortalité est en nette évolution selon la durée de

’hospitalisation.

Nous démontrons également que la septicémie provoquée par ces entérobactéries est associee
a des taux de mortalité trés élevés (Blomberg et al., 2005).

Les patients atteints de sepsis d0 a des souches productrices de BLSE ont un taux de mortalité
nettement supérieur a ceux des souches non-productrices de BLSE. La prescription de
plusieurs types de B-lactamases, en particulier C3G; l'automédication; un long séjour a
I'hdpital; la fin de l'initiation du traitement approprié; chimiothérapie inapproprié; la présence
d'une veine centrale, une ventilation mécanique; et un temps plus long pour I'admission a la
culture de sang ont été les principaux facteurs de risque importants pour I'infection a BLSE et
significativement associée a une issue fatale. 1l n'y avait pas de facteur de risque indépendant

associé a un taux de
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mortalité plus élevé (Tuon et al, 2011;. Hsieh et al, 2010). Le taux d'hospitalisation pour

sepsis a presque doublé dans la derniére décennie (Khan et al., 2012).

En revanche une étude multicentrique internationale de bactériémies dues a des K.p BLSE+
montre que la mortalité était significativement réduite suite a l'utilisation de carbapénémes

durant les cing premiers jours (Rahal, 2000).
= Pathologies causales

Les pathologies causales étaient 26,19% pour leucémie, 14,28% pour lymphome, 11,19%
pour chacune de détresse respiratoire et de cystite, 9,52% pour leishmaniose viscérale, 7,14%
pour pyelonéphrite, 4,76% uniformément pour anémie, bronchite obstructive chronique et

causes non déterminées, 2,38% pour la fiévre rhumatoide et de 3,83% pour méningite.

Ces résultats ont été comparés a une étude faite en 2009/2010 a Tunis( Menif et al., 2009)
qui a révélé un taux de 23,87% pour les maladies de l'appareil respiratoire, 19% pour
maladies infectieuses et respiratoires 13,87% affections dont l'origine se situe a la période
périnatale, 8,96% lésions traumatiques et empoisonnements, 3,13% maladies du sang et du

systeme immunitaire.

Nous remarquons un plus grand taux de leucémie et de lymphome qui a été retrouvé dans

notre étude ceci peut étre du a la recrudescence de ces pathologies ces derniers temps.

Ce qui confirme par une étude réalisée par I'Institut de veille sanitaire (InVS), I'Institut

national du cancer (INCa), les Hopitaux de Lyon le 8/10/2013 (le parisien).
»= Phénotype de résistance

La DDST a été détectée dans 34 souches donc 80,95 % ont été définies comme étant (BLSE);
15 des 34 patients ayant BLSE+ (44,11%) meurent a 1’hopital 20 jours apres I’admission et
les 4 autres patients BLSE- meurent 10 jours aprés 1’admission. Parmi les 42 souches
d'Entérobacteries collectées ; 34 avaient un phénotype BLSE par conséquent 80.95% des
isolats ont été définis comme étant des P-lactamases & spéctre étendu (BLSE) selon la
méthode de synergie de double disque ou I’on note : 100% des souches S. marcescens (n =
4), présentaient une BLSE 81,81% souches E. cloacae (n = 11), 79,16% des souches K.

pneumoniae (n = 19), 66,66% des souches E. coli (n = 3).
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Ainsi 80, 95% des souches étudiées sont productrices de -lactamases a spectre étendu. Cette
valeur est nettement supérieur a celle retrouvée a Tlemcen (Ayad, 2010) (67%), et de celle
obtenue en Tunisie (30.8 %) (Messai et al., 2007) et en Egypte 38.5% a celle rapportée en
France 5.2%, en Allemagne 2.6% et en Hollande 2% (Ho et al., 2000; Bouchillon et al.,
2004).

Nous remarquons dans notre étude que le taux des BLSE est tres élevé ainsi il atteint les
79,16% et ceci concorde ou méme dépasse les études qui ont été faites par Sahly et al 2004
qui rapportent que l'incidence des souches de K.pneumoniae BLSE+ varie de 8% en
Ameérique du nord a 45% en Amérique Latine et 23% en Europe, avec une prévalence
dominante aux USI, avec des taux allant de 9% au sud de I'Allemagne a 40% en France, 49%
au Portugal et 59% en Turquie.

Au CHU de Constantine, en 2002, sur 350 K.pneumoniae hospitaliéres, 67.3% sont des K.
pneumoniae BLSE, en 2004 la fréquence diminue Iégerement pour atteindre 65%. Entre
2005-2006 le taux des K. pneumoniae BLSE +diminue a 56% (AARN) ces chiffres restent

considérables.
Au niveau national, ’AARN indique une incidence de 40.2% de K. pneumoniae BLSE+.

En Afrique, dans une étude multicentrique tunisienne regroupant 3 CHU, ou 1110 souches
pathogénes de K.pneumoniae ont été collectées, 75% présentaient une BLSE (Boutiba-
Ben.Boubaker et al., 2002). De méme dans une étude multicentrique au Caire (Egypte)
regroupant 5 hopitaux, sur 149 isolats de K.pneumoniae 65% étaient résistants au cefotaxime
et 60% a la ceftazidime (ElI Kholy et al., 2002) , ces deux antibiotiques sont les marqueurs
principaux pour la production de BLSE (Villegas et al., 2004; De Silva et al., 2006;
Valvedre et al., 2008).

Dans les hopitaux du sud de I’Europe, la prévalence au niveau des Klebsiella BLSE+ atteint
les 25%, tandis que parmi les consultants externes elle est estimée a 4% (Zingg 2008).

Aux USA une fréquence de 6% est enregistrée parmi les externes (Hesltine, 2000).

En Corée la prévalence de K.pneumoniae BLSE est de 30% (Kim et al., 2007).
Dans certains pays, la prévalence approche 50%, avec des taux particulierement élevés en

Europe de I’Est et en Amérique latine (De Rafales et al., 2003; Paterson et al., 2004).

128



En Italie dans une étude nationale 3,5% d’Entérobactéries communautaires étaient des
BLSE+, avec 2,6% de K.p. (Luzzaro et al., 2006).

Dans une étude prospective de 455 épisodes consécutifs de bactériemies a K.pneumoniae dans
12 hopitaux de 7 pays, 85 épisodes étaient dus & un organisme producteur de BLSE (Paterson
et al., 2004).

D’aprés une étude faite par patrice (Nordman.P, 2013), la production de B-lactamases a
spectre étendu (BLSE) hydrolysant les pénicillines et les céphalosporines mais épargnant les
carbapénemes est principalement le fait de souches porteuses du plasmide CTX-M qui ont
émergé dans les annees 2000. Le réservoir est communautaire, tres important en Asie ou dans
certains pays ; plus de 50 % des souches d’Escherichia coli sont productrices de BLSE. En
Europe, le pourcentage de Klebsiella pneumoniae porteurs de BLSE est passé de moins de 10
% en 2005 a 30-40 % en 2011. Ces souches sont tres souvent multi résistantes. Elles sont
responsables principalement d’infections urinaires et de diarrhées, et le portage fécal est
fréquent. Les souches BLSE peuvent aussi étre responsables d’infections graves. On estime

qu’aux Etats-Unis, elles sont responsables de 1 700 décés/an.

Ces résultats nous informent sur la situation nationale globale en matiére de résistance dans
nos hoépitaux, qui est tres préoccupante. La situation dans les hopitaux nationaux ciblés ne

semble pas maitrisée.

Depuis plus de 20 ans, la résistance des entérobactéries aux C3G ne cesse de se renforcer
notamment par I’acquisition de P-lactamases a spectre élargi (Belmonte et al., 2010) et les
infections causées par les K.pneumoniae BLSE présentent un risque accru d'échec
thérapeutique et sont associées a des hospitalisations prolongées et des surco(ts liés aux soins
(Talon, 1999; Stone-Patricia et al., 2003; Rodriguez et Struelens, 2006).

Cependant nous remarquons que le nombre des souches productrices de BLSE est plus
important chez Enterobacter cloacae avec 81.81% qui correspond aux résultats obtenus par
(Sekhsokh 2008) et par (Edelstein et al.2003), arrive en 2eme place Klebsiella pneumoniae
avec 79.16% Ce taux est supérieur a celui rapporté en France par Belmonte et al,2010 (39%)
et par Doitetal. 2010 (18%).

Nous notons également un taux de production de BLSE de 66.66% pour les souches

d’Escherichia coli ce qui concorde avec plusieurs études réalisées par (Leotard et Negrin,
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2010) et (Holstein et al. 2010) par rapport aux résultats obtenus aux Etats-Unis (9.5 %)
(Saurina et al., 2000), en Italie (8.8 a 10 %) (Pagani et al., 2002) et en France (10.2%)
(Mahamat et al., 2006).

» Résistance aux antibiotiques

L’étude de la sensibilité des entérobactéries aux C3G, montrait des taux de résistances
acquises moyenne a 1’hopital (Ayad, 2010), et les niveaux de résistances obtenus sont plus
élevés que ceux rapportés en Algérie (Amazian et al.,2006), en Tunisie (Boutiba et al.,
2004), en Australie, en France, en Argentine (Navon-Venezia et al., 2003; Masterton et

Turner, 2006) et dans certains pays asiatiques ; Inde , et Chine (Hirakata et al., 2005).

En Europe, la prévalence en France, en ltalie et au Portugal est entre 20 et 30%, en
Scandinavie, en Espagne, aux Pays-Bas et en Allemagne, elle est nettement plus faible avec
une prévalence comprise entre 5 et 10% (EARSS. 2008).

En outre, le probleme lié aux BLSE est surtout la présence fréquente de co résistances rendant
les souches multirésistantes (Leotard et Negrin, 2010), en effet, les BLSE sont généralement
portées par de grands plasmides qui portent aussi des genes de résistance aux classes
d’antibiotiques non B-lactamines, tels que les aminoglycosides, les quinolones et le
triméthoprime/sulfaméthoxazole. Aussi, [’utilisation de ces antibiotiques contribue a la

sélection de souches productrice de BLSE (Paterson et Bonomo, 2005).

Les quinolones montrent une activité moyenne, la sensibilité globale des souches chutant
considérablement dans le cas des souches productrices de BLSE. Pour la majorité des

souches, la résistance acquise est la conséquence d’une mutation, ce qui limite sa diffusion

(Larabi et al., 2003).

Une activité faible est détectée pour le triméthoprime/sulfaméthoxazole, qui reste supérieur a
celui décrit dans la littérature par plusieurs études (Ammari et al., 2001; Kahlmeter, 2003;
Guneysel et al., 2009) dont 1’évolution de la résistance a cette molécule a été marquée par

une décroissance significative.

Cela est vraisemblablement lié a une moindre utilisation de cet antibiotique en pratique
courante (Mahamat et al., 2006).
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En ce qui concerne la colistine, c’est I’une des molécules gardant les taux de sensibilité les

plus élevés.

Les niveaux des resistances bactériennes varient d’un pays a 1’autre et d’une année a ’autre.
Aussi, la connaissance de la situation locale et de son évolution sont nécessaires pour le choix
de I’antibiothérapie de premiére intention (EI Bakkouri et al., 2009). En effet, nos résultats
montrent un taux de résistance considérable a la majorité des antibiotiques testés. Les
entérobactéries résistantes aux C3G occupent une place importante dans les infections
nosocomiales, notamment en milieu de réanimation.

Ces bactéries deviennent de plus en plus résistantes aux antibiotiques et commencent a
franchir les limites de I’hdpital pour émerger dans la communauté.

La dissémination de ces bactéries présente une menace grave qui met en cause la validité de
I’arsenal antibiotique actuellement disponible, d’autant plus qu’aucune classe nouvelle

d’antibiotique n’est attendue dans les prochaines années (Mkaouar, 2008).

Les données de nombreuses etudes ont montré que I’exposition aux céphalosporines a large
spectre est un facteur de risque pour I’émergence de la résistance a ces produits ( Harbarth et
al., 2001; Arlet et Phillipon, 2003). Ceci est particulierement problématique, puisque le
Développement de la résistance aux C3G est associé avec I’augmentation de mortalité, de la
durée d’hospitalisation, et I’augmentation des charges hospitaliéres (Astagenau et Lepoutre,
2002; Eckert et al., 2004; Bonnet, 2004; Bailly et al., 2004; Duck et al., 2004).

Par ailleurs les souches résistantes aux C3G sont multi résistantes. Cette multi résistance fait
que les cliniciens sont amenés, notamment dans les infections graves et plus particuliérement

en réanimation, a utiliser des molécules de plus en plus puissantes, en particulier I'imipénéme.

Les carbapénemes sont les traitements de choix des infections séveres causees par les
entérobactéries productrices de BLSE (Gulmez et al., 2008). La résistance des
entérobactéries a ces molécules reste encore un phénoméne marginal comme en témoignent
les données épidémiologiques obtenues pour un grand nombre de souches, avec des
pourcentages de sensibilité de 99-100 % (Wolff et al., 2008).

Dans notre étude, 0% des souches présentent une résistance a I’imipénéme, le plus inquiétant
serait la production de carbapénémases puisque I’activité des carbapénémes peut étre
compromise par 1’émergence de ces enzymes (Pasteran et al., 2008; Sekhri et al., 2010).
Dans I’édition de janvier 2008 du document CLSI M100 (Clinical and Laboratory Standards
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Institute, 2008), un article a inclu une alerte aux laboratoires pour contrdler et chercher toute
production de carbapénémase chez les entérobactéries avec des CMI de 2 ou 4 pg/ml (Patel et
al.,, 2009). Les methodes phénotypiques, qui peuvent étre combinées entre elles, ont
I’avantage d’étre faciles a réaliser. Elles permettent de mettre en évidence une résistance aux
carbapénémes sans en identifier précisément le mécanisme. La confirmation de la présence de
ces génes ne peut se faire actuellement que par ’utilisation d’outils moléculaires (Cuzon et
al., 2009).

Le traitement des infections causées par les entérobactéries résistantes aux carbapénemes est
difficile en effet, les choix thérapeutiques contre ce type de germes sont limités. Pour éviter
ces épidémies, on doit procéder a des surveillances strictes de la résistance et de la

consommation des antibiotiques a I’hopital (Wu et al., 2010).

» Profil moléculaire
Les souches de notre étude présentent des résistances pour le cefotaxime et nous indique une
dissémination de BLSE type CTX-M-15, ces résultat concordent avec celui de (Touati et al.,

2008) qui rapportent une dissemination prédominante de BLSE CTX-M-15.

Nous avons également décrit dans notre étude un géne de résistance TEM- 136 chez
Enterobacter cloacae récupéré d’une hémoculture positive d'un patient de 24 mois avec une
leishmaniose viscérale, trois SHV- 28 a Klebsiella pneumoniae chez des patients atteints
d'une maladie grave qui ; 10 mois atteints de leucémie , sept mois avec une pyélonéphrite
aigué et 24 mois avec détresse respiratoire , un SHV- 32 Klebsiella pneumoniae chez un
patient de 9 mois avec détresse respiratoire et un SHV- 133 en Klebsiella pneumoniae chez un
patient de 18 mois avec un lymphome .

En outre, notre étude est la premiére a noter la prévalence élevée chez les entérobactéries
producteurs de BLSE chez des enfants septicémiques, y compris TEM-136, SHV-28 et SHV-
32,. Nous montrons que TEM et SHV sont répandues parmi les entérobactéries isolats qui
sont multi résistants. Nous démontrons également que la septicémie provoquée par ces

entérobactéries est associée a des taux de mortalité trés élevés (Blomberg et al., 2005)

Concernant le gene de resistance TEM-136, il a déja été signalé dans Klebsiella
pneumoniae en Italie, (Bagattini et al., 2006) , Mais c'est le premier gene de résistance

TEM- 136 sur le continent africain en particulier dans Annaba - Algérie .
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SHV-28 a été découvert en Tanzanie (Ndugulile et al .86 ) , et a depuis été signalés dans de
nombreuses régions du monde, telles : Italie , Royaume - arabes-unis , le Brésil , Oman , la
Tunisie , la Chine, I'inde , la Thailande et Copenhague (Veras et al., 2011) (Shi et al., 2009),
(Leavitt et al., 2009) , (Poirel et al., 2011), (Perilli et al., 2011), (Nielsen et al., 2011) ,

(Alfaresi et al., 2011) , (Jemima and Verghese, 2009),(Niumsup et al., 2008) (Rayamajhi
et al., 2008), mais n’a jamais été trouvé en Algérie c’est donc la premiére fois qu’on note le

géne de résistance SHV-28 en Algérie en novembre 2011. (Labid et al,2014).

Concernant le type géne de SHV-32, il a été trouvé en Palestine , au Canada et I'Espagne ,
(Hussein et al., 2009), (Melano et al., 2006), (Chaves et al., 2001).

Notre étude est la premiére a rapporter le gene de résistance SHV- 32 BLSE en Algérie. En
outre, notre étude est la premiere a noter la fréquence élevée chez les entérobactéries
productrices de BLSE chez des enfants septicémiques, y compris TEM-136, SHV-28 et
SHV-32,. Nous montrons que TEM et SHV sont répandues parmi les entérobactéries qui sont

multi résistants.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES




L’augmentation et la dissémination de la résistance aux antibiotiques chez les bacilles a
Gram-négatif, particulierement les Entérobactéries, représentent un probléme majeur de santé
publique (soussy 2007et al). La situation apparait particulierement préoccupante en milieu
hospitalier, et principalement en unité de soins intensifs ou la septicémie est la premiere
cause de moralité en pédiatrie (Carcillo, 2005) et elle atteint plus de 50% dans les pays en
voie de développement (Khan et al., 2012).

Les infections nosocomiales causées par ce type de bactéries ont conduit non seulement a une
augmentation de la mortalité, de la morbidité et du colt de traitement, mais aussi continuent a
mettre en danger la vie des patients surtout immunodéprimés. L’utilisation abusive et non
controlée des antibiotiques ainsi que la diffusion épidémique des souches résistantes a
grandement contribué a la large diffusion de la résistance aux antibiotiques par acquisition de
genes de résistance a conditionné cette évolution (Messai et al., 2006).

Le principal mécanisme de résistance aux antibiotiques chez les entérobactéries est la
produciton de B-lactamases (brazil 2011), une augmentation du nombre de BLSE produit par
les entérobactéries a été observé ces deux dernieres décennies et a été rapporté dans le monde
entier (Hassan labadene2009),

Notre étude qui a porté sur des souches d’entérobactéries provenant de prélévements

pédiatriques d’hémoculture nous montre une diversité de souches ou les Klebsiella
pneumoniae sont les plus dominantes avec un taux de 79.16% et qui est significativement
plus élevé que celui de I’étude faite en 2008 a Alger avec une prévalence de 19.9% du taux
de Klebsiella pneumoniae BLSE (Messai et al., 2006), ou I’étude faite en octobre 2011 en
Algérie avec une prévalence de 26.8% (Nedjai et al., 2012), et ceci pourrait étre expliqué en
une prévalence plus élevée de Klebsiella pneumoniae en milieu hospitalier dans les infections
nosocomiales.
Concernant Enterobacter cloacae , Serratia marcescens , et Escherichia coli , la fréquence
de production de BLSE différe d’un pays a un autre,(Bradford, 2001). Et d’aprés les études
faites précédemment on a constaté que ces souches sont beaucoup plus fréquentes dans notre
continent par rapport aux autres continents et ceci pourrait étre expliqué par plusieurs facteurs
principalement 1’automédication et la prescription anarchique des antibiotiques a large
spectre.

Nous avons trouvé que la fréquence globale de production de BLSE chez les
entérobactéries dans cette étude est de 80.95% ce qui est un taux énorme comparant aux

autres études faite en Europe (EARSS) la prévalence de BLSE pour, Serratia marcescens,
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Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, et Escherichia coli était respectivement
100% , 81,81% , 79,16% , et 66,66% .

La mortalité globale dans la présente étude est de (45,23%), au total , 19 cas de
septicémie sont décédés , 10 (23,80%) de ces enfants étaient atteints de le lymphome et
leucémie sont mort aprés un choc septique , 7 (16.66% )de ces patients atteint de leucémie
lymphoblastique aigué et détresse respiratoire sont morts apres un sepsis sévere , 2 (4,71%)
avec la méningite et la fievre rhumatismale sont morts 7 jours 1’épisode séptique.

Nous avons également décrit dans notre étude un géne de résistance TEM- 136 a

Enterobacter cloacae récupéré d’une hémoculture positive d'un patient de 24 mois avec une
leishmaniose viscérale , trois SHV- 28 a Klebsiella pneumoniae chez des patients atteints
d'une maladie grave qui ; 10 mois atteints de leucémie , sept mois avec une pyélonéphrite
aigué et 24 mois avec détresse respiratoire , un SHV- 32 Klebsiella pneumoniae chez un
patient de 9 mois avec détresse respiratoire et un SHV- 133 en Klebsiella pneumoniae chez un
patient de 18 mois avec un lymphome .
En outre, notre étude est la premiére a noter la prévalence élevée chez les entérobactéries
producteurs de BLSE chez des enfants septicémiques, y compris TEM-136, SHV-28 et SHV-
32,. Nous montrons que TEM et SHV sont répandues parmi les entérobactéries isolats qui
sont multi résistants. Nous démontrons également que la septicémie provoquée par ces
entérobactéries est associée a des taux de mortalité treés élevés (Blomberg et al., 2005)

Les patients atteints de sepsis di a des souches productrices de BLSE ont un taux de
mortalité nettement supérieur a ceux des souches non-productrices de BLSE. La prescription
de plusieurs types de B-lactamases, en particulier C3G; l'automédication; un long séjour a
I'ndpital; une prescription par des professionnels de la santé non qualifiés; la fin de l'initiation
du traitement appropri€; chimiothérapie inapproprié; la présence d'une veine centrale, une
ventilation mécanique; et un temps plus long pour I'admission a la culture de sang ont été les
principaux facteurs de risque importants pour l'infection a BLSE et significativement associee
a une issue fatale. 1l n'y avait pas de facteur de risque indépendant associé a un taux de
mortalité plus élevé (Tuon et al, 2011;. Hsieh et al, 2010). Le taux d'hospitalisation pour
sepsis a presque doublé dans la derniére décennie (Khan et al., 2012).

Les carbapénémes sont le médicament de choix pour de nombreuses infections causees par
des bactéries a Gram négatif et demeure pleinement efficace contre les entérobactéries
productrices de BLSE; ils sont souvent réservés pour traiter les infections les plus graves
causés par de nombreux agents pathogenes multirésistantes car ils sont plus en mesure

d'échapper au moins une partie des mécanismes de résistance de P-lactamines qui affectent
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les autres familles p-lactamines. Cependant, l'utilisation continue de ces antibiotiques a le
risque d'effet de développer une résistance (soins Karen Bush critique) et créer une expression
de différents types de BLSE et la sélection des enzymes mutantes complexes avec des
phénotypes résistants aux inhibiteurs de ou des changements de porines a également conduit

au développement de la résistance a I'imipéneme et la céphamycines.
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RESUME




Le but de cette étude est de déterminer le taux de mortalité de septicémie, I'émergence des
entérobactéries multirésitantes , ainsi que leur supports génétiques chez des enfants
septicémiques, pour cela 42 souches d’entérobactéries, ont été collectées de janvier 2010 a

juillet 2011 dans I’hopital Sainte-Thérése de Annaba, Algérie.

L’identification des souches a été effectuée selon la galerie classique APl 20 E et MALDI-
TOF MS. I’antibiogramme a été réalisé par la méthode de diffusion d’antibiotique sur gélose
et les concentrations minimales inhibitrices par la méthode diffusion en milieu solide. Les
mécanismes de resistance aux antibiotiques ont été identifiés par les techniques de biologie
moléculaire (PCR, séquencage).

Parmi ces isolats BLSE, 10 contenaient CTX-M-15, 13 avaient TEM-1, un isolat avait TEM-
136, deux étaient positifs pour SHV-11, 8 ont SHV-12, 3 contenaient SHV-28, un isolat avait
SHYV -32, et un isolat avaient SHV-133. Un total de 45,2% des patients sont décédeés.

La prévalence élevée des entérobactéries productrices de BLSE , avec I'observation de 19
cas mortels, est préoccupante, et la résistance aux antibiotiques chez les bacilles a Gram
négatif reste un probléme de santé majeur dans les services de réanimation., par conséquent,
nous croyons que la surveillance nationale de la résistance aux antibiotiques devrait étre mise

en ceuvre de toute urgence en Algerie.

Mots clés: Sépticémie, Annaba, Enfants, BLSE, Enterobactéries, Sainte-Thérése.
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The aim of this study was to determine the mortality rate of sepsis, the emergence of
Enterobacteriaceae ESBL producers ,and their genetic supports in septicemia children,

42 strains of Enterobacteriaceae were collected from January 2010 to July 2011 in Sainte-
Therese hospital Annaba, Algeria.

The identification of the strains was performed according to the classical gallery AP1 20 E
and MALDI-TOF MS. susceptibility testing was performed by the method of dissemination
of antibiotic agar and minimal inhibitory concentrations by the diffusion method in solid
medium. The antibiotic resistance mechanisms have been identified using the techniques of
molecular biology (PCR, sequencing).

Among these ESBL isolates , 10 contained CTX-M-15, 13 presented TEM-1, one isolate had
TEM-136, two were positive for SHV-11, 8 have SHV-12, 3contained SHV-28, one isolate
had SHV -32, and one isolate had SHV-133. A total of 45.2% patients died.

The high prevalence of Enterobacteriaceae ESBL producers with the observation of 19 fatal
cases, is worrying and antibiotic resistance among Gram negative bacteria remains a major
health problem in intensive care units. Therefore we believe that the national surveillance of
antibiotic resistance should be implemented urgently in Algeria.

Mots clés: Sépticémie, Annaba, Enfant, BLSE, Enterobactéries, Sainte-Thérése.

Keywords: Septicemia, Annaba, chlidren, ESBL, Enterobacteriaceae, Sainte-Thérése.
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The aim of this study was to determine the prevalence of extended spectrum beta-lactamase (ESBL)
producers and to perform molecular typing of ESBL-encoding genes in Enterobacteriaceae from clinical
isolates recovered from blood samples of children in Annaba, Algeria. A total of 42 clinical isolates
were collected from March 2010 to July 2011 from the pediatric hospital of Annaba. The strains were
identified by phenotypic tests and the ESBL-encoding genes was accomplished by PCR amplification
and sequencing. Among these isolates, 10 ESBL isolates had CTX-M-15, 13 had TEM-1, one isolate had
TEM-136, 2 were positive for SHV-11, 8 had SHV-12, 3 had SHV-28, 1 isolate contained SHV-32, and 1
isolate had SHV-133. A total of 45.2% of the patients died. The high prevalence of ESBL producers
among Enterobacteriaceae, along with the observation of 19 fatal cases, is worrisome; therefore, we
believe that national surveillance of antibiotic resistance should be urgently implemented in Algeria.

Key words: Antibiotic resistance, Enterobacteriaceae, Algeria, septicemia.

INTRODUCTION

Antibiotic resistance has become a global health problem
during the past two decades (Rolain et al., 2012). Com-
bination of issues has created conditions that lead to the
dissemination and selection for resistant bacteria, such
as population density, uncontrolled use of antibiotics, lack
of clean water supply, and lack of proper treatment for
sewage and industrial effluents (Bush et al., 2011).

Most of the extended spectrum beta-lactamases
(ESBLs) detected in Enterobacteriaceae were of the TEM
and SHV types until 1989, when a new type of ESBL of

the CTX-M family with a high level of resistance to cefo-
taxime was discovered in Escherichia coli in Germany
(Anastay et al., 2012). This ESBL type had previously
been described in other species of Enterobacteriaceae in
1991 and, specifically, in Salmonella enterica in France,
Argentina, Senegal and Algeria; therefore, antibiotic re-
sistance associated with the acquisition of ESBLs, CTX-
M-15 in particular, is emerging at a spectacular rate
(Edelstein et al., 2003; Weill et al., 2004; Touati et al.,
2008); and is considered one of the most frequently

*Corresponding author. E-mail: jean-marc.rolain@univ-amu.fr. Tel: (33) 4 91 32 43 75. Fax: (33) 4 91 38 77 72.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Bush%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22048738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Weill%20FX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15358420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed?term=Touati%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18192081

948 Afr. J. Microbiol. Res.

occurring ESBLs in the world (Anastay et al., 2012).

The economic and human cost caused by ESBLs is
increasing at an alarming rate. For instance, in 2007,
antibiotic-resistant infections were responsible for 2,500
deaths in Europe with a loss of 2.5 million Euros and
supplementary hospital costs that exceeded 1.5 billion
Euros (Bush et al., 2011). The empirical treatment has a
high incidence, particularly due to the widespread pre-
scription of third generation cephalosporins, (C3Gs),
which result in high levels of ESBL dissemination. The
occurrence of ESBLs is often overlooked due to inade-
gquate detection techniques, which lead to an underesti-
mation of their prevalence at both the local and national
levels (De Kraker et al., 2011).

Since 2006, few reports have been published on the
current situation in Algeria. Little information is available
on pediatric infections caused by extended spectrum (-
lactamases, particularly from children whose infections
lead to sepsis- a major public health crisis (Nedjai et al.,
2012; Oteo et al.,, 2012). Several studies have shown
that sepsis is a major cause of mortality in hospitalized
patients, and about $17 billion is spent annually on its
treatment (Allareddy et al., 2012).

According to the World Health Organization (WHO
year), sepsis is the fourth leading cause of death in
children younger than four years of age (Bryce et al.,
2005). In developing countries, the rate of sepsis in
children in pediatric intensive care units (PICUS) is higher
than 50% (Khan et al., 2012).

Information regarding the molecular epidemiology and
the current knowledge about the prevalence of ESBLs in
Enterobacteriaceae isolated from blood culture samples
from children in Algeria is cited in this paper. This study is
the first in Algeria that addresses pediatric sepsis morta-
lity caused by Gram-negative bacteria.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial isolates

A total of 42 non-replicated Enterobacteriaceae isolates were col-
lected from pediatric blood culture samples with citrate broth at the
Laboratory of Microbiology, the Pediatric Hospital of Annaba
(Algeria) from March 2010 to July 2011. The identification of Entero-
bacteriaceae species was performed using the APl 20 E system
(Biomerieux, Marcy l'etoile, France) and confirmed using matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) (Seng et al., 2009). The number of patients with
sepsis caused by bacterial isolates of different ESBL types and the
clinical outcomes for these patients are shown in Table 1.

Antimicrobial susceptibilities

Antimicrobial susceptibility was determined for the following 25
antimicrobial agents by the disk diffusion method on Mueller-Hinton
agar according to the French Society for Microbiology guidelines
(Soussy et al., 2012): piperacillin (75 pg), ticarcillin (75 pg), amoxi-
cillin/clavulanic acid (20/10 pg), piperacillin/tazobactam (75/10 pg),
cefazolin (30 pg), cefoxitin (30 pg), cefuroxime (30 pg), cefotaxime

(30 pg), ceftazidime (30 pg), ceftriaxone (30 ug), cefepime (30 pg),
Aztreonam (30 pg), imipenem (10 ug), amikacin (30 pg), gentamicin
(15 pg) nalidixic acid, (30 ug), ofloxacin (5 pg), pefloxacin (5 pg),
ciprofloxacin (5 pg), chloramphenicol (30 pg), tetracycline (30 ug),
colistin (50 pg), nitrofurantoin (300 pg), trimethoprim/ sulfametho-
xazole (1.25/23.75 pg) and fosfomycin (50 pg).

Phenotypic detection of ESBL

Isolates showing an inhibition zone size of £ 18 mm with cefoxitin or
22 mm with ceftazidime were identified as potential ESBL produ-
cers, as recommended by the Antibiogram Committee of the French
Microbiology Society (CA-SFM) recommendations and were selec-
ted for the sequencing of the genes encoding CTX-M, TEM and
SHV. Screening of the 42 strains to test for ESBL secretion in
Enterobacteriaceae strains was performed by double disk synergy
test (DDST) as described by Jarlier et al. (1988) using a central
amoxicillin + clavulanic acid disk 20 mm away from cefotaxime,
ceftazidime or Aztreonam disks. The presence of ESBLs was
indicated by a champagne cork aspect.

Detection of resistance genes

Detection of the ESBL genes encoding CTX-M, TEM, and SHV was
performed with total DNA; briefly, a fresh bacterial colony was
suspended in 200 pl of sterile deionized water and stored at -20°C
for PCR assays. A commercial Master Mix was used (Quantitect
Probe PCR Master mix, Qiagen), and the primers used are given in
Table 2. Amplification was carried out on a DNA thermal cycler
(Multigene Labnet International, Inc.) as follows: initial denaturation
at 95°C for 5 min; 35 cycles of 94°C for one min, 55°C for 50 s,
72°C for 1 min; and a final elongation step at 72°C for 7 min
(Edelstein et al., 2003; Kruger et al., 2004; Yagi et al., 2000).

The amplicons were visualized after electrophoresis at 150 V for
30 min on a 1% agarose gel containing ethidium bromide and
visualized with an E-BOX VILBER, printed by a Sony digital graphic
printer UP897, and sequenced using the Big Dye R Terminator
V3.1 Cycle sequencing kit. The sequences were synthesized with
an ABI 3100 automated Sequencer (Applied, Biosystems, Foster
City, CA) and then analyzed with Codon code aligner software;
comparisons with known sequences were made using the BLAST
software provided by the National Center of Biotechnology Infor-
mation (NCBI).

RESULTS

A septicemia was documented in 42 inpatients during the
study period. The patients had a median age of 2 years
and 10 months (range 2 months to 14 years); 32
(76.19%) were male. Various conditions were diagnosed
among patients, 26.19% had leukemia; 14.28% had
lymphoma; 11.90% had respiratory distress and cystitis;
9.52% had leishmaniasis Kala Azar; 7.14% had acute
pyelonephritis; 4.76% had anemia, chronic obstructive-
broncholitis and ND; and 2.38% had meningitis and
rheumatic fever. A total of 45.23% of cases were fatal.
Among the 42 Enterobacteriaceae blood culture strains
collected, 34 had ESBL phenotype; therefore, 80.95% of
the isolates were defined as extended-spectrum B-lacta-
mase (ESBL) producers according to DDST method. The
isolates tested and the rates of ESBLs producers were
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Table 1. Characterization of clinical isolates of Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, and Serratia marcescens from blood samples

Patient profile CTX-M TEM SHV Outcome
code Sex Age (months) Reasons for hospitalization Strain Antibiotic phenotype Type Type Type
[1] M 2 Cystitis K. pneumoniae ESBL - SHV-12 Recovery
[2] F 3 Severe chronic obstructive bronchiolitis K. pneumoniae ESBL CTX-M-15 - - Recovery
[3] M 5 RF K. pneumoniae ESBL CTX-M-15 - SHV-11 Recovery
[4] M 6 ALL K. pneumoniae ESBL CTX-M-15 - SHV-12 Recovery
[5] M 7 Acute pyelonephritis K. pneumoniae ESBL CTX-M-15 TEM-1 SHV-12 Recovery
[6] M 9 Respiratory distress K. pneumoniae ESBL - SHV-32*  Death
[71 M 10 Leukemia K. pneumoniae ESBL CTX-M-15 - SHV-28*  Death
[8] M 10 ALL K. pneumoniae ESBL - SHV-11*  Recovery
[9] M 12 ALL K. pneumoniae ESBL - - Recovery
[10] F 18 Lymphoma K. pneumoniae ESBL - SHV-133* Death
[11] F 24 ND K. pneumoniae CASE CTX-M-15 - - Recovery
[12] M 24 Respiratory distress K. pneumoniae  WILD TYPE - SHV-28 Death
[13] F 30 Leukemia K. pneumoniae ESBL - - Death
[14] M 36 Leukemia K. pneumoniae CASE+PASE TEM-1 - Death
[15] M 48 Lymphoma K. pneumoniae ESBL - - Death
[16] M 48 Lymphoma K. pneumoniae ESBL - - Death
[17] M 48 Chronic obstructive broncholitis K. pneumoniae  WILD TYPE - - Recovery
[18] M 60 Meningitis K. pneumoniae ESBL - - Recovery
[19] M 60 Cystitis K. pneumoniae ESBL TEM-1 SHV-28 Recovery
[20] F 72 Acute pyelonephritis K. pneumoniae ESBL - - Recovery
[21] M 72 Lymphoma K. pneumoniae ESBL+CASE CTX-M-15 - - Recovery
[22] M 156 Respiratory distress K. pneumoniae ESBL CTX-M-15 - - Death
[23] M 168 ND K. pneumoniae WILD TYPE - - Recovery
[24] M 3.3 Leukemia K. pneumoniae ESBL TEM-1 SHV-12 Death
[25] F 3 Cystitis E. cloacae ESBL+CASE CTX-M-15 TEM-1 SHV-12 Recovery
[26] F 5 Leishmaniasis kala-azar E. cloacae PASE - - Recovery
[27] F 5 ALL E. cloacae ESBL TEM-1 - Recovery
[28] M 5 Anemia E. cloacae ESBL+CASE TEM-1 - Recovery
[29] M 8 Pulmonary + Anemia E. cloacae CASE HYPER PRODUCT TEM-1 SHV-12 Recovery
[30] F 24 Leishmaniasis kala-azar E. cloacae ESBL+CASE CTX-M-15 TEM -136* SHV-12 Death
[31] M 24 Acute pyelonephritis E. cloacae ESBL+CASE TEM-1 - Death
[32] M 36 Respiratory distress E. cloacae ESBL+CASE TEM-1 - Death
[33] M 36 Cystitis E. cloacae ESBL+CASE TEM-1 SHV-12 Death
[34] M 48 Lymphoma E. cloacae ESBL+CASE TEM-1 SHV-12 Death
[35] M 108 Leukemia E. cloacae ESBL+CASE - - Death
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Patient profile CTX-M TEM SHV Outcome
code Sex Age (months) Reasons for hospitalization Strain Antibiotic phenotype Type Type Type
[36] M 2 Leishmaniasis kala-azar E.coli ESBL - - Death
[37] M 24 Leishmaniasis kala-azar E.coli PASE TEM-1 - Recovery
[38] F 168 ALL E.coli ESBL - - Recovery
[39] M 8 Cystitis S. marcescens ESBL+CASE - - Recovery
[40] M 8 Respiratory distress S. marcescens ESBL - - Death
[41] M 12 Lymphoma S. marcescens ESBL+CASE - - Death
[42] M 12 Anemia S. marcescens ESBL - - Recovery

Table 2. Primers and probes used in this study.

Target Primer name Primer sequence

Amplicon size (bp) Reference/source

CTX-M CTX Szabo R

TEM

SHV

TGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC

CTX Szabo F TCACKCGGRTCGCCNGGRAT
TEM Szabo R ATGAGTATTCAACATTTCCGTG
TEM Szabo F TTACCAATGCTTAATCAGTGAG
SHV Szabo R ATTTGTCGCTTCTTTACTCGC
SHV Szabo F TTTATGGCGTTACCTTTGACC

Edelstein et al., 2003
Kruger et al., 2004

Yagi etal., 2000

as follow: Serratia marcescens (n=4), 100%;
Enterobacter cloacae (n=11), 81.81%; Klebsiella
pneumonia (n=19), 79.16%; and Esherichia coli
(n=3), 66.66%. The antimicrobial resistance pat-
tern of the isolates is shown in Figure 1. PCR am-
plification using specific primers, and sequencing
showed that one ESBL-producing isolate of E.
cloacaecontained TEM-136,andfive K. pneumoniae
had the following genes: SHV-28 (n=3), SHV-32
(n=1) and SHV-133 (n=1).

Seventeen of 34 (50%) patients with ESBL-pro-
ducing isolates died while in the hospital within 20
days after admission, and 2 of 8 (25%) patients
with non-ESBL-producing isolates died within 10
days after admission. Although the mortality asso-
ciated with non-ESBL-producing isolates is grea-
test during the first days after admission, the
mortality associated with sepsis due to ESBL-

producing isolates peaked more than 20 days
after admission. Patients with septicemia due to
ESBL-producing strains had a significantly higher
fatality rate than those with non-ESBL-producing
isolates (50% versus 25%, P=0.038).

DISCUSSION

Our understanding of the origin and spread of
antibiotic resistance in the microbial community
remains low. Antibiotic resistance genes can be
found in areas with only minimal or hypothetical
antibiotic exposure, such as municipal waste water
treatment plant effluents in the Czech Republic,
aquaculture facilities in northwestern Wisconsin,
USA, and in human communities living in very
remote areas (Peruvian Amazonas) (Rolain et al.,

2012; Dolejska et al., 2011; Seyfried et al., 2010 ;
Bartoloni et al., 2009).

There is a lack of epidemiological data in the
Maghrebian countries, and very few studies are
published concerning ESBLs among the Entero-
bacteriaceae (Bourjilat et al., 2011; Lahlaoui et
al., 2012) (Table 3). Comparing data from Medi-
terranean regions according to the resistance sur-
veillance system of 2009 (EARSS), the incidence
of ESBL-producing K. pneumoniae (ESBL-KP)
lies between 73 and 100% in the following coun-
tries: Greece, Hungary, Latvia, Lithuania, Romania,
Bulgaria, and Macedonia. Regarding ESBL-produ-
cing E. coli (ESBL-EC), the incidence ranges bet-
ween 85 and 100% in more than half of the repor-
ting countries, including Germany, France, Belgium,
Denmark, Norway, Finland, Ireland, Spain, UK, Italy,
Portugal, Greece and Austria. (EARS-Net., 2009).
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Figure 1. Results of antibiotic susceptibility for ESBL-producing Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Escherichia coli and

Serratia marcescens from blood samples.

An analysis of our results showed that the rate of
ESBL-producing K. pneumoniae (79,16%) was signifi-
cantly higher compared to results reported in 2008 in
Algiers with a prevalence of 19.9% for ESBL-producing
K. pneumoniae (Messai et al., 2008), and compared to
results reported in October 2011 in Algeria with a preva-
lence of 26.8% for these strains (Nedjai et al.,, 2012).
TEM-136 has previously been reported in K. pneumoniae
from ltaly; (Bagattini et al., 2006) however, this is the first
report of the TEM-136 genotype in the African continent,
particularly in Annaba, Algeria. SHV-28 was first disco-
vered in Tanzania ( Ndugulile et al., 2005) and has since
been reported in many parts of the world, such as Italy,
United-Arab-Emirates, Brazil and China (Perilli et al.,
2011; Alfaresi et al., 2011; Veras et al., 2011; Shi et al.,
2009). However, this is the first detection of SHV-28 in
Algeria. Also, we report the first isolation of SHV-32 in our
country. This last one has been found in Palestine,
Canada and Spain (Hussein et al., 2009; Melano et al.,
2006; Chaves et al., 2001). Furthermore, our study is the
first report of the high prevalence of ESBL-producers,
including TEM-136, SHV-28 and SHV-32, among Entero-
bacteriaceae from blood cultures ofchildren. We show
that TEM and SHV are widespread among Enterobacte-
riaceae isolates that are multidrug resistant. We also de-
monstrate that sepsis caused by these Enterobacteria-
ceae is associated with very high fatality rates (Blomberg
et al., 2005). Patients with sepsis due to ESBL-producing
organisms had a significantly higher fatality rate than
those with non-ESBL-producing strains. The prescription
of several types of B-lactamases, particularly C3G; self-

medication; a long stay in the hospital; a prescription by
unqualified health professionals; the late initiation of the
appropriate treatment; inappropriate chemotherapy; the
presence of a central venous, mechanical ventilation; and
a longer time for admission to blood culture were the
major significant risk factors for infection with ESBLs and
significantly associated with a fatal outcome. There was
no independent risk factor associated with a higher
mortality rate (Tuon et al., 2011; Hsieh et al, 2010). The
hospitalization rate for sepsis has almost doubled in the
last decade (Khan et al., 2012); the frequency of sepsis
was slightly higher in the present study as compared to
previous studies that showed a lower mortality rate in
children with septicemia caused by ESBL-producing
strains (Kim et al., 2002; Zaoutis et al., 2005). The rise in
the mortality rate is generally considered not to be due to
increased disease severity in patients presenting with
ESBL-producing organisms but rather due to higher rates
of treatment failure because health care settings, espe-
cially in developing countries, do not follow any specific
policy for antibiotic use (Khan et al., 2012).

Sepsis represents a current problem in Annaba Sainte-
Therese’s Hospital. Problems associated with sepsis
include infection with multidrug-resistant Enterobacteria-
ceae (especially ESBLs), which are difficult to treat and
are associated with increased mortality. Additionally, the
emergence of a combination of resistance genes in
Enterobacteriaceae may pose a public health risk, thus
substantially restricting the therapeutic alternatives. We
believe that a change in the empirical approach to
treatment is necessary, mainly with regards to patients
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Table 3. Table summarizing the genes encoding ESBLs in samples from Algeria

. . . ESBL .
Clinical strain Number of strains City Reference
SHV CTX-M
Klebsiella pneumoniae 2 ND CTX-M -15 Bejaia  Touati et al., 2006
Escherichia coli 1 ND CTXM-15 '
Enterobacter cloacae 2 ND CTX-M-15(2) Bejaia  Touati et benalloua 2006
Escherichia coli 3 ND CTX-M-15 (3) Algiers Messai et al., 2006
Escherichia coli 16 ND CTX-M-15 (13) ) )
CTX-M-3(3) Algiers Ramdani-Bouguessa et al., 2006
Klebsiella pneumoniae 39 ND CTX-M-1 (25)
Klebsiella pneumoniae 39 EB g_l-_r;,\';lﬂ -135 Algiers Messai et al., 2008
Enterobacter cloacae 25 SHV-12(4) CC::'|T>>((MM135 ((?L)) Algiers labadene et al., 2008
Escherichia coli 1 ND CTX-M -15
Klebsiella pneumoniae 1 ND
Serratia marcescens 1 ND CTX-M-15  Algiers labadene et al., 2009
Proteus mirabilis 1 ND CTX-M-15
Enterobacter cloacae 2 SHV-12
Klebsiella pneumoniae 3 SHV-11 CTX-M-28 (2)
Enterobacter cloacae 3
E;?:t:::crr:gacbcllllis ; EB Annaba Meradi et al., 2011
Morganella morganii 2 ND ND
Proteus vulgaris 3 ND ND
SHV-11(2) CTX-M-15(8)
SHV-12(3)
Klebsiella pneumoniae 24 SHV-28(3)
SHV-32(1) Annaba This study
SHV-133(1)
Enterobacter cloacae 11 SHV-12(5) CTX-M-15(2)
Escherichia coli 3 ND ND
Serratia marcescens 4 ND ND
with sepsis during hospitalization, which can decrease REFERENCES
the global mortality of patients infected by ESBL-produ- Alfaresi MS, Elkoush AA, Alshehhi HM, Abdulsalam Al (2011).

cing Enterobacteriaceae and that the implementation of a
strict hospital infection control policy, including efforts to
promote a judicious use of antibiotics, are needed. Conti-
nuous monitoring of ESBL-producing Enterobacteriaceae
in the community and in the hospital setting is also
required, as is the early detection of sepsis, which could
be one of the major keys to reducing the high mortality
rate of sepsis in developing countries.
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