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Résumé

Escherichia coli est la bactérie aérobie commensale la plus répandue dans le
microbiome gastro-intestinal, mais est également un agent pathogéne majeur chez
I'nomme, notamment responsable de diarrhées, d'infections urinaires, de bactériémies
et de méningites néonatales. Bien sdr, E. coli ne porte pas de gene de résistance a la
plupart des béta-lactamines, mais la surconsommation d'antibiotiques a largement
contribué a I'émergence de souches résistantes. En France, environ 50 % des souches
sont résistantes a I'amoxicilline et il a été montré que des souches productrices de
béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) hydrolysaient la quasi-totalité des
pénicillines et des céphalosporines. Les enzymes de type CTX-M conférant un haut
niveau de resistance au céfotaxime deviennent majoritaires. Les génes BLSE étant
transférés par des plasmides conjugués, ils sont transférables. L'incidence des
infections invasives a germes producteurs de BLSE a fortement augmenté ces derniers
temps, avec un doublement du risque de déces associé a cette infection. Le taux de
transmission était de 10,2% chez les enfants de la communaute. Et dans certains pays
d'Europe du Sud, d'Afrique et d'Asie, les taux d'infection et de transmission ont
dépassé 50 %. L'antibiothérapie genéralisée moderne, l'antibioprophylaxie, les
hospitalisations récentes et les voyages sont autant de facteurs de risque de
colonisation ou d'infection par ces germes. Les possibilités thérapeutiques sont
limitées et benem est le traitement de référence. Cependant, leur utilisation suscite des
inquiétudes quant a I'émergence de souches résistantes, et des alternatives doivent étre
systématiquement envisagees. Une surveillance épidémiologique rapprochée, des
mesures d'hygiene et une réduction des prescriptions d'antibiotiques sont des facteurs

clés pour réduire la résistance aux antibiotiques.



Abstract

Escherichia coli is the most prevalent commensal aerobic bacterium in the gastrointestinal
microbiome, but is also a major pathogen in humans, notably responsible for diarrhea, urinary
tract infections, bacteraemia and neonatal meningitis. Of course, E. coli does not carry a gene for
resistance to most beta-lactams, but the overconsumption of antibiotics has largely contributed
to the emergence of resistant strains. In France, approximately 50% of strains are resistant to
amoxicillin and it has been shown that strains producing extended-spectrum beta-lactamases
(ESBL) hydrolyse almost all penicillins and cephalosporins. CTX-M type enzymes conferring a
high level of resistance to cefotaxime become the majority. As ESBL genes are transferred by
conjugated plasmids, they are transferable. The incidence of invasive infections caused by
ESBL-producing germs has risen sharply in recent times, with a doubling of the risk of death
associated with this infection. The transmission rate was 10.2% among children in the
community. And in some countries in southern Europe, Africa and Asia, infection and
transmission rates have exceeded 50%. Modern generalized antibiotic therapy, antibiotic
prophylaxis, recent hospitalizations and travel are all risk factors for colonization or infection by
these germs. The therapeutic possibilities are limited and benem is the reference treatment.
However, their use raises concerns about the emergence of resistant strains, and alternatives
should be systematically considered. Close epidemiological surveillance, hygiene measures and

a reduction in antibiotic prescriptions are key factors in reducing antibiotic resistance.
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Introduction

Introduction

Depuis le début des années 60, nous assistons a une augmentation du nombre de
bactéries résistantes aux antibiotiques, surtout en milieu hospitalier, et a I’émergence
de nouvelles résistances. 1l s’agit d’un probléeme de santé publique extrémement
préoccupant, qui affecte de nombreux pays, bien que les souches résistantes soient
souvent différentes d’un pays a I’autre. Cette résistance est une réalité présente et une
menace pour I’avenir par son impact sur la morbidité et la mortalité, par les choix
thérapeutiques de plus en plus difficiles et incertains, sources d’échecs et surcout

thérapeutiques (Beaucaire, G. (2000)).

La bactérie développe ainsi plusieurs stratégies pour résister a I’action des
antibiotiques : La modification de la cible de I’antibiotique, I’irnperméablité de

I’antibiotique ; I’inactivation enzymatique de I'antibiotique ;

Cette dernicre se fait par la sécrétion d’enzymes telles que les bétalactamases a
spectre élargi secrétées par un grand nombre de bactéries et qui inhibent la presque
totalité des béta-lactamines qui constituent la plus vaste famille d’antibiotiques les
plus utilisées (Guillemot, D.et Leclercq,R. (2005)).

Les entérobactéries productrices des bétalactamases forment une vaste famille de
bactéries a Gram négatif, qui sont a I’origine de maladies de gravité trés variable, en

raison de mécanismes pathogéniques distincts. (Vora, S.et Auckenthaler,R. (2009)).

Plusieurs processus métaboliques caractérisent cette famille bactérienne. 1l s’agit
notamment de la capacité de réduire les nitrates en nitrites (en vue de générer de
I’énergie), de fermenter le glucose, de ne pas avoir de cytochromeoxydase, d’étre

aérobies ou anaérobies, mobiles ou immobiles (Hart, T.et Shears,P. (1997)).

Les bétalactamases a spectre élargi (BLSE) sont une grande famille tres
hétérogene d’enzymes bactériennes découverte dans les années 80 en France, et en
Allemagne. Elles sont induites soit par des plasmides, soit par la mutation du génome

naturel chez Klebsiella spp, codant pour une bétalactamase SHV. Les deux
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mécanismes conférent aux bactéries touchées la capacité d’hydrolyser une grande
variété de bétalactamines. Elles sont trés actives contre les pénicillines et
moyennement actives contre les céphalosporines de premiere génération. Les
mutations génétiques a 1’origine des BLSE élargissent le spectre de ces enzymes et
touchent également les céphalosporines de troisieme génération (ceftazidime et
cefotaxime) et les monobactames (aztréonam). Les bactéries produisant une BLSE
n’hydrolysent pas les céphamycines (céfoxitine) ni les carbapénémes (imipéneme) et
elles sont inhibées par I’acide clavulanique, le tazobactam et le sulbactam constituant
les inhibiteurs classiques de bétalactamase (Vora, S.et Auckenthaler,R (2009)) ;(
Philippon, A. (2006)).

Ainsi nous avons mené une étude sur les bactéries intestinales productrices de
béta-lactamases a spectre étendu isolées au laboratoire de Microbiologie de I'Hopital
Saad guermash-Skikda- du 20 avril au 02 juin 2022, avec principaux objectifs :

e Déterminer leur fréquence.

e Serenseigner sur leur répartition selon plusieurs critéres

e Evaluation de leurs effets sur les infections hospitalieres.
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Chapitre | : Antibiotique et Antibiorésistance

I. Geénéralités sur les antibiotiques

1.1. Définition

Un antibiotique est une substance antibactérienne d’origine microbienne ou
synthétisée chimiquement, capable d“inhibé spécifiquement la croissance d’autres
microorganismes par un mécanisme particulier jouant sur les mécanismes vitaux du
germe (Gogny et al., 2001).Pour qu“il soit actif, un antibiotique doit pénétrer dans la
bactérie, sans é&tre détruit ni é&tre modifie, se fixer sur une cible et perturber la
physiologie bactérienne (Ogawara, 1981).Plus généralement, un antibiotique n’ayant
pas d’effets sur les virus et qui differe de I’antiseptique (Veyssiere, 2019).

> Les antibiotiques sont caractérisés par leur :
e Activité antibactérienne (spectre d’activité)
e Toxicité sélective (mode d’action).
e Activité en milieu organique (pharmacocinétique).
e Bonne absorption et diffusion dans I’organisme.

Toutes ces caractéristiques conditionnent les indications de leur utilisation et les

possibilités d’association a des différentes molécules afin d’élargir le spectre d’action

(Yala et al., 2001).

|.2. Brefhistorique de la découverte des antibiotiques :

Le 3 septembre 1928, le docteur Alexander Fleming de retour de vacances
s’apercut que certaines de ses cultures bactériennes dans des boites de Pétri avaient
été contaminées par des colonies de moisissure d’un blanc verdatre. Il s’agissait de
souches d’un champignon microscopique, le Penicillium notatum, Fleming s’apergut
qu’autour des colonies de moisissure, le staphylocoque qu’il cultivait ne s’était pas
développé. 11 émit I’hypothése qu’une substance sécrétée par le champignon était
responsable de ce phénoméne et lui donna le nom de pénicilline. Il venait de
découvrir le premier des antibiotiques. L’industrie pharmaceutique s’en est emparée

des les années 1930-1940 et avec succes, plus d’une centaine de molécules
3



Chapitre | : Antibiotique et Antibiorésistance

antibiotiques ont ainsi été commercialisées. Sauf que, les bactéries ne se sont pas

laissées faire : elles ont su développer des mécanismes de résistance et ¢’était la fin du

remeéde miracle (Bounoua, 2016).

1
Aminoglycosides Béta-lactarmines d= 2éme génération
Phénylpropancidss Streptomycine Ciphalosporines 1962
Chloramphénicol 1946-1950
19486 -
hlacrolidas Streptosramines
i Lipopaptidas
Sulfamidas Ervthromyeoins Svnercides
1936 . Draaptomycins
1832 1962-1999
2003
1270 1980 1990 2000
Oxazolidinons
inolonsa:
Quinoclones Ling=zolides
Arcida nalidixigua 1979-2000
1960-1962
Tétracwelinas Bséta-lactamines de 3éme gsnération
1949 Cséphalosporinas
1976-1985
Béta-lactarninas da 1éme génération
Fluoroguinolonas
Pénicilines 1922-1941.
1978-1980

Figure 1.Chronologie de découverte des antibiotiques (Singh et Barrett, 2006).

I.3.Classification des antibiotiques :
1.3.1.Les conditions d’activité des antibiotiques :

Afin de pouvoir exercer son activité antibactérienne, un antibiotique doit :

» Atteindre sa cible, et donc pénétrer la membrane externe, la paroi, et la
membrane cytoplasmique.

> Persister a des concentrations suffisantes.

» Reconnaitre la cible.

Les bactéries developpent des mécanismes afin d’empécher I'une ou l’autre de ces

étapes, et ainsi permettre I’émergence de résistances aux antibiotiques (Ziai, 2014).

1.3.2.Criteres de classification des antibiotiques

La classification des antibiotiques peut se faire selon :
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L’origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthese

(synthétique ou semi synthétique).

Le mode d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthése des protéines
synthese des acides nucléiques.

Le spectre d’activité : liste des especes sur lesquelles les antibiotiques sont
actifs (spectre étroit ou large).

La nature chimique : trés variable, elle est basée souvent sur une structure de
base (exp : cycle béta-lactame) sur laquelle il y a ensuite hémi synthése
(Benabbou, 2012).

1.3.2.1.Classification des antibiotiques selon I’origine

Selon I’origine de la molécule : naturelle, synthétique ou semi synthétique.

» Origine naturelle : Parmi les 10 000 antibiotiques d'origine naturelle recensés

dans le monde.

20 % proviennent de champignons : Penicillium, Cephalosporium,
Aspergillus,

70 % proviennent dactinomycetes micro filaments dont le genre
Streptomyces est un producteur majeur d'antibiotiques : tétracyclines,
aminoglycosides

10 % proviennent des bactéries (non actinomycetes), en particulier des

genres Bacillus et Pseudomonas (Saadaoui, 2008).

» Origine synthétique : Les antibiotiques synthétiques sont obtenus soit a partir de

dérivés artificiels, soit en recréant des substances primitivement extraites de

microorganismes. Parmi les antibiotiques d’origine synthétiques on distingue :

Sulfamides, métronidazole, isoniazide, acide nalidixique et les fluor quinolones,

pénémes.On distingue aussi des antibiotiques d’origine semi-synthétique, ils sont

obtenus en modifiant en laboratoire une substance produite par un microorganisme
(Saadaoui, 2008).
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1.3.2.2. Classification des antibiotiques selon le mode d’action

Les différents antibiotiques exploités en médecine thérapeutique peuvent étre
classés par famille chimique et par leurs modes d’action. Les cibles décrites jusqu’a
présent sont la paroi, la membrane, I’acide nucléique et les ribosomes des
microorganismes (Moroh, 2013).
1.3.2.2.1. Les antibiotiques qui ciblent la paroi bactérienne

Ces antibiotiques agissent sur des cibles extracellulaires et ne sont actifs que sur
les germes en croissance. Les cellules au repos ne sont pas perturbées par ’action de
ces molécules qui bloguent la synthese de la paroi, provoquant ensuite la dégradation
de la cellule sous ’effet de la pression osmotique interne (Chemelle, 2010).Par
exemple, la pénicilline se fixe sur la protéine de liaison des pénicillines (PLP)
inhibant ainsi la synthése du peptidoglycane indispensable a la paroi bactérienne
(Duval, 2019).Trois modes d’action sont utilisés par les antibiotiques présentes par le
Tableau 1.

Tableau 1.Classification des antibiotiques qui ciblent la paroi bactérienne (El-
Abdani, 2016).

Mode d’action Famille
Inhibiteurs de la transpeptase Pénicilline :- Pénicilline M
- Pénicilline A
- Carboxypénicillines
-Uréidopénicilline
- Aminopénicillines
- Carbapénémes
Céphalosporine : de leres, 26mes et 3émes
générations
Inhibiteurs de la polymérisation du | Glycopeptides
Peptidoglycane
Inhibiteurs de la formation d’acide N- Fosfomycine

Acétylmuramique
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1.3.2.2.2. Les antibiotiques qui ciblent la synthése des protéines

Ces antibiotiques inhibent la synthese des protéines bactériennes par action sur
les ribosomes. Les ribosomes procaryotes ne sont pas constitués des mémes protéines
que les ribosomes eucaryotes, et ont dailleurs des coefficients de sédimentation
différents, pour les procaryotes 50spour la sous-unité lourde et 30s pour la sous-unité
Iégére donc les antibiotique inhibiteur de la synthése des protéines agissent sur ces
deux sous-unité 30s et/ou 50s ce qui entraine l'arrét de la biosynthése des protéines
(Boussaid et Mokadem, 2018).

e De la sous-unité 50s, qui empéchent la fixation d'un nouvel acide aminé sur la
chaine en croissance (phénicolés) ou le transfert de la chaine en croissance du

site A vers le site P (macrolides, lincosamides, streptogramines).

e De la sous-unite 30s, qui empéchent ou perturbent la liaison des aminoacyl-

ARNTt aux ribosomes (tétracyclines, aminoglycosides) (Yala et al., 2001).

Tableau2.Classification des antibiotiques qui ont pour cible les ribosomes (El
Abdani, 2016).

Mode d’action Famille

Inducteurs d’erreurs de décodage Aminosides

Inhibition de I’élongation par le site P | -Macrolides
-Lincosamides
-Synergistines

Inhibition de DPactivit¢ de la Phénicolés

Peptidyltransférase

Inhibition de la fixation de PARN de | Cyclines

Transfert
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1.3.2.2.3.Les antibiotiques qui ciblent la membrane cytoplasmique
La polymyxine B et la colistine sont deux antibiotiques qui agissent sur la
synthése de la membrane cytoplasmique en perturbant sa synthese ils sont actif sur les

bacilles a Gram négatif (Bauskraoui et al., 2017).

1.3.2.2.4.Antibiotiques agissant au niveau de la biosynthese des acides nucléiques

Les rifampicines ; sulfamides ; quinolones et triméthoprime inhibent la synthése ou
le fonctionnement des acides nucléiques de différents facon selon les

familles d'antibiotique.

v Inhibition de la réplication de I'ADN. - Inhibition de la transcription /ARN
polymérase.
v Diminution de la synthese des précurseurs nucléotidiques. (Bauskraoui et al.,

2017).

1.3.2.2.5.Antibiotiques agissant par d’autres mécanismes

Antibiotiques agissent en tant qu’anti-métabolites bactériens en inhibant I’'une des
étapes du meétabolisme intermédiaire des bactéries. C’est le cas des sulfamides,
triméthoprime (qui inhibent la dihydroptéroate synthétase :,DHPS®), et I’isoniazide
(analogues structuraux du NAD) (Chebira, 2009).

gé
—

synthése
acide folique AN 50s

Figure 2.Cibles des principaux antibiotiques (Benlmouden et Hakkou, 2007).
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a. Paroi bactérienne, b. Espace péri plasmique. 1. B-lactamine (PLP), 2.Glycopeptides.3.
Dihydroptéroate synthétase (sulfamides). 4. Fixation & la sous-unité 50 S du ribosome
(macrolides, synergistines, lincosamides, phénicolés).5. Fixation a la sous-unité 30 S du
ribosome (aminosides, tétracyclines).6.Acides nucléiques (quinolones, rifamycines,

nitroimidazolés). 7. Membranes cytoplasmiques (poly myxines).

1.3.2.3. Classification des antibiotiques selon la nature chimique

La classification selon la nature chimique basée souvent sur une structure de
base par exemple la famille des bétalactamines dont la structure de base est le cycle
béta-lactame sur laquelle il y a ensuite hémi synthese. Elle permet de classer les
antibiotiques en familles (bétalactamines, aminosides, tétracyclines.....etc.)
(Benabbou, 2012).

1.3.2.4.Classification des antibiotiques selon le spectre d'activité

Un spectre d’action d’un antibiotique désigne I’ensemble des especes
bactériennes Sensibles a I’antibiotique par effet bactéricide ou bactériostatique
(Talbert et al., 2009) On distingue :

v’ Spectre étroit : n'atteignant que les bactéries a Gram positif ou les bactéries a
Gram négatif (Demor¢ et al., 2012).

v Spectre large : 11 s’agit d’un antibiotique efficace sur un grand nombre de
types de germes. Ainsi, I’antibiotique sera actif sur une grande partie de tous

les cocci et de tous les bacilles. Les antibiotiques a spectre large seront utilisés

lorsque le germe n’est pas identifié et que la pathologie peut étre due a différents typede

germes (Stora, 2013).elle est caractérisée in vitro par :

e La concentration minimale inhibitrice (CMI) : concentration la plus faible d'un
antibiotique capable d'empécher le développement d'un microorganisme. C'est

une valeur indicatrice du pouvoir bactériostatique. (Demoré et al.,2012).
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e La concentration minimale létale ou bactéricide (CMB ou CML)
concentration la plus faible capable d'entrainer la mort d'au moins 99, 9% des
bactéries d'un inoculum .C'est une valeur indicatrice du pouvoir bactéricide.
(Demore et al., 2012).

On détermine ainsi l'activité intrinséque d'un antibiotique selon le rapport CMB/CMI :

(1 CMBJ/CMI <2 Antibiotique bactéricide
[1 CMB/CMI =4 a 16 Antibiotique bactériostatique

"1 CMB/CMI> 16 Bactérie dit "tolérante™ a I'antibiotique (Demoré et al., 2012).

Tableau3.Classification des antibiotiques selon I’effet antibactérien (Bameke et
Tulkens, 2008).

Antibiotiques bactériostatique Antibiotiques bactéricides

1. Les familles d’antibiotique :

I1. 1 Les R-lactamines :

10
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11.1.1 Définition :

Les B-lactamines sont les antibiotiques les plus couramment utilisés dans le
monde pour traiter les infections bactériennes a cause de leur large spectre d’activité
et leur faible toxicité. Ces Antibiotiques sont actifs sur des bactéries en phase de
croissance et agissent en inhibant la synthese de la paroi bactérienne (synthése du
peptidoglycane) par inactivation des principales enzymes impliquées dans cette
construction : Les PLP (Proteines liant les pénicillines) (Awa, 2015).

11.1.2. Classification des R-lactamines :

Elles partagent une structure commune qui comprend de fagcon constante un
cycle p-lactame et, pour la plupart d’entre elles, un second cycle (Figure 03).
Ainsi, en fonction des cycles et des chaines laterales associées, on distingue
(Chaabane et al., 2009).

il
I
u

Noyau péname Noyvau clavam e
N - P énidllines)

N - (inhibtewrs de
beta-lact amases)

\
A\

COOH COOH

Noyau céphéme O
(céphalosporines)
Oxacéphéme
N -
// ~— o
o .
COOH
Cwrbepsnams | Monobactame
A—N
> N
Q -
- SOuH

COOH

Figure 03 : Diversité des antibiotiques de type beta-lactames : principaux cycles et

antibiotiques représentatifs (Tulkens et al., 2002).

4+ Pénames :
La formule générale des pénicillines associe un noyau R-lactame a un cycle
thiazolidine et une chaine latérale en C-6 .Le groupe des pénicillines est constitué

d’un nombre important de molécules dont les principales sont (Zitounilmounachen,
2010)

11
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+ Les céphalosporines :

Constituées d’un noyau B-lactame associé a un noyau dihydrothiazine(Yala
et al., 2001).0On distingue quatre générations de céphalosporines. Elles sont classées
en fonction de leur date d’apparition, qui correspond a chaque fois a I’acquisition de

nouvelles propriétés. voici quelques exemples (Bryskier,1984) :

e Premiere génération : Il existait plus d'une dizaine dites de premiére
génération mais certaines d’entre elles ne sont plus commercialisées. Exp :

Céfalotine, Céfazoline.

e Deuxiéme génération : Elle est caractérisée par une meilleure résistance aux
R-lactamases et un spectre daction plus large, une activité a faible
concentration, une bonne diffusion tissulaire. Exp : céfamandole, céfuroxime,

céfoxitine.

e Troisieme geneération : Exp : Céfotaxime, Ceftazidime, Ceftriaxone

e Quatrieme genération : Elle reste active chez les entérobactéries ayant acquis
une résistance aux C3G par hyperproduction d'une céphalosporinase, et

inactive en cas de B-lactamase a spectre étendu. Exp : céfépime, cefpirome

4 Lescarbapénémes :

Ce sont des B-lactamines qui présentent un tres large spectre d’activité et une
grande stabilité vis-a-vis de la plupart des pB-lactamases. L’imipenéme et le
méropeneme ont été les deux premiers représentants disponibles en clinique. Une
troisieme molécule s’est ajoutée, I’ertapéneme (Zhanel et al., 2005).Parmi les
nouvelles carbapénémes, le doripénemegarde une meilleure activité sur les bacilles a
Gram négatif et particulierement sur les aérobies stricts (Zahar et al., 2010). Les
Carbapénemes sont historiguement considérées comme le traitement de choixdes

infections séveres a bactéries a Gram négatif (Kattan et al.,2008).

+ Monobactames :

Ce sont des B-lactamines monocycliques inactives sur les bactéries a Gram positif et les

12
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anaérobies. Ces derniers sont en revanche, tres actifs sur les entérobactéries et
P.aeruginosa. I’ Aztréonam présente une bonne stabilité vis-a-vis des R-lactamases de
spectre restreint. De plus, les monobactames constituent lesseules 3-lactamines non
hydrolysées par les métallo- R-lactamases( Sykes et al.1981).
Seul I’aztréonam est a I’heure actuelle utilisé en clinique humaine (Chaabaneet al.,
2009).

11.1.3. Mécanisme d’action des p-Lactamines :
L’action des béta-lactamines nécessite quatre étapes (Jehtet al., 2003)
a) Pénétration des B-lactamines a travers la membrane externe et peptidoglycane :
La membrane externe constitue une barriére hydrophobe a cause de sa nature
lipidique. Les B-lactamines, molécules hydrophiles, doivent traverser la membrane
externe a travers les porines pour atteindre lesprotéines de liaison aux

pénicillines(PLP) cibles par voie des porines(Gaudy et Jbuxeraud, 2005).

b) Traversée de I’espace péri plasmique :

Le systeme de double membranes des bactéries a Gram négatif crée un
compartiment appelé espace péri plasmique ou périplasme autour de la membrane
Cytoplasmique. Ce compartiment contient des enzymes, les béta-lactamases, qui

inactivent les béta lactamines (penicillines ou céphalosporines).

c) Fixation et action sur les protéines de la pénicilline :

Aprés pénétration, les B-lactamines se fixent sur différents PLP en particulier les
transpeptidases. Cette fixation bloque la synthése des peptidoglycanes (Pourriat et
Martin, 2005).

d) Lyse bactérienne :

L’arrét de la synthése du peptidoglycane va entrainer un arrét de la croissance
bactérienne qui correspond a I’effet bactériostatique de I’antibiotique (Moulin et
Coquerel, 2002). L’action bactéricide des B-lactamines sur les bactéries sensibles est
liée a une dégradation du peptidoglycane qui conduit a une lyse de la bactérie
(Cavallo et al., 2004).

11.2. Les aminosides :
11.2.1. Définition :
Les aminoglycosides sont des molécules polaires et polycationiques. Leur

structure de base commune comporte un aminocyclitol(cycle a 6 chainons avec des

13
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groupements amines), auquel se lient par des ponts glycosidiques 2 (ou

exceptionnellement 3 dans la néomycine) hexoses (Tulkens et al., 2002).

11.2.2. Classification des aminosides :

I1s sont divisés en trois classes (Poole,2005):

*

Les déoxystreptaminesbisubstituées 4-5 qui comprennent: Néomycine B ou
C,Paromomycine, Lividomycine A ou B, Ribostamycine, Framycétine.

+ Les déoxystreptaminesbisubstituées 4-6 qui comprennent: Kanamycine A, B,

C etdérivés, Amikacine, Tobramycine, Dibékacine, Gentamicine,

Sisomycine,Nétilmicine.

+ Lesautres: Streptomycine, Streptidine, Spectinomycine.

11.2.3. Mécanisme d’action des aminosides:

Les aminosides agissent au niveau du ribosome bactérien et perturbent la

synthese protéique (Eric, 2008).

La pénétration des aminosides a l'intérieur de la bactérie se fait en 3 étapes :

La premiére étape est un passage passif permet la traversée de la membrane
externe (pour les Gram -) via les porines, puis la traversée du peptidoglycane
(Gram + et ). Les aminosides se concentrent alors au niveau de la membrane
cytoplasmigue (Changeur et al., 2009).

La deuxieme étape requiert une énergie métabolique délivrée par un gradient
entre I'intérieur et ’extérieur de la cellule et cette étape peut étre bloquée par
mutation. Elle peut également étre perturbée, si les conditions strictes exigées
par la production d’énergie oxydatif pour le transport des aminosides ne sont
pas respectées. Ceci explique la sensibilité réduite des anaérobies aux
aminosides, et la diminution d’activit¢ des aminosides sur les anaérobies
facultatifs (entérobactérie) en cas d’infection en anaérobiose relative (foyer
profond) (Bryskier, 1999).

La troisiéme et derniere étape est rapide, Les aminosides se fixent sur le
ribosome et provoquent la fixation d'un ARNt incorrect sur I'ARNm, ce qui
perturbe la reconnaissance codon-anticodon et induit la synthése de protéines

erronées.

14
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Un effet supplémentaire induit par I'incorporation de protéines anormales est I'altération de
la membrane cytoplasmique. Cela se traduit par une action bactéricide rapide et puissante
(Marty, 2000).

11.3. Les quinolones :

11.3.1.Définition :

Les quinolones sont des molécules obtenues par synthése chimique, qui dérivent
d’acides carboxyliques hétérocycliques diversement substitués. Toutes les quinolones
actuelles présentent une structure bi cyclique, avec un azote en position 1, un
carboxylate en position 3 et un carbonyle en position 4. Les fluor quinolones, ainsi
appelées car contenant un atome de fluor en position 6, dérivent de la quinoléine
(Thomas, 2001).

11.3.2.Classification des quinolones

De premiere génération (acide nalidixique).

De deuxiéme generation (Ofloxacine, Ciprofloxacine, Lévofloxacine).
[0 De troisieme génération (Trovafloxacine, Gémifloxacine, Moxifloxacine).

[1 De quatrieme génération : des fluoroquinolones (Garénoxacine).(Lafaurie,
2008).

11.3.3. Mécanisme d’action des quinolones :

Le mécanisme d’action de cette classe pharmacologique consiste en une
inhibition de I’ADN gyrase, topo isomérase II bactérienne composée de deux sous-
unités A et deux sous-unités B et de la topoisomérase IV. Ces enzymes sont
essentielles a la réplication et a la transcription de I’ADN bactérien; I’inhibition par
les quinolones du complexe ADN bactérien /enzymes empéche le «surenroulement»
de ’ADN, le relachement de I’ADN «surenroulé» et entraine la séparation de la
double chaine hélicoidale de I’ADN. Les quinolones sont spécifiques a I’ADN
bactérien et exercent une activité bactéricide pendant la phase de multiplication et de

repos des bactéries (Larouche., 2001).

1. L’antibiorésistance :

Un probléme a surgi aprés leur usage géneéralisé. L’utilisation intensive de la
15
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pénicilline comme agent chimio-thérapeutique a conduit a 1’évolution de souches
bactériennes pathogénes qui sont devenues insensibles au médicament. Ainsi, un micro-
organisme est dit résistant lorsque, pour 1'une des raisons évoquées, il est capable de se
développer en présence d’un taux d’antibiotique significativement plus élevé que le taux

habituel (Meyer et al., 2004).

I11. 1. Les types de I’antibiorésistance

Les bactéries deviennent résistantes aux antimicrobiens par différentes manieres,
quelques micro-organismes sont naturellement résistants mais d’autres, ont une

résistance acquise.

I11. 1.1. La résistance naturelle ou intrinseque

La résistance a un antibiotique donné concerne toutes les souches d’une méme
espece ou d’un méme genre bactérien. Les informations qui codent ce comportement
habituel d’une souche font partie du patrimoine génétique de I’espece. La résistance
naturelle est un phénomene connu, constant, transmissible a la descendance au cours

des divisions successives.

I11. 1.2. La résistance acquise

Certaines souches, au sein d’une espéce naturellement sensible a I’ATB,
deviennent résistantes. Ce phénomene de résistance acquise est imprévisible et
évolutif, observé in vivo et in vitro pour la plupart des bactéries et des ATB connus. 1l
rend nécessaire la réalisation de I’antibiogramme pour évaluer in vitro la sensibilité
des souches aux ATB et adapter une thérapeutique en utilisant les substances efficaces
(Gaffaf et Ghrieb, 2017).

I11. 2. Mécanisme de résistance aux Béta-lactamines

Les entérobactéries peuvent résister aux p-lactamines selon différents

mécanismes.

1. 2.1. Imperméabilité

Les entérobactéries sont naturellement résistantes aux molécules hydrophobes et
de masse moléculaire élevée (pénicillines G, V et M). Des résistances acquises dues a
une diminution de perméabilité de la paroi ont été rapportées chez E.coli, Klebsiella,
Proteus et Enterobacter suite a une altération quantitative ou qualitative des porines
(Ramoul, 2013).
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I11. 2.2. Systéme d’efflux

L'exportation active est un mécanisme de réesistance de certaines bactéries aux
antibiotiques grace a des transporteurs membranaires appelés pompes d’efflux
(Cattoir, 2004 ; Yang et al,. 2009)

I11. 2.3. Modification des PLP

Chez les entérobactéries, des souches de Proteus mirabilis résistantes a
I'imipénéme ont été observées suite & une perte d’affinité de la PLP2 et une

diminution de la quantité de la PLP. Ce mécanisme de résistance est tres rare chez les
entérobactéries (Faure, 2009).

111 .2.4. Inactivation enzymatique

Les entérobactéries ont une capacité de produire des béta-lactamases, enzymes

qui inactivent les B-lactamines par ouverture du cycle béta-lactame (Ruppe, 2010).
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Chapitre 1l: Les p —lactamases a spectre étendu (BLSE) et leurs
méthodes de détection

I. Les p —lactamases a spectre etendu (BLSE) :

Les béta-lactamases a spectre élargi ou étendu (BLSE) ont émergé peu de
temps apres I’introduction des céphalosporines de troisiéme génération (C3G). Il
s’agissait dans un premier temps (1985) de pénicillinases connues (TEM/SHV) ayant
modifié leur affinité pour les béta-lactamines dont les C3G par mutation(s). Quelques
années plus tard, cette résistance, en particulier aux C3G, était en relation avec de
nouvelles BLSE telles BES-1, CTX-M-1, PER-1, SFO-1, TLA-1, Toho-1, VEB-1...
L’émergence de nouveaux types ne devait plus s’arréter avec les deux derniéres :
BEL-1, PME-1. Néanmoins, une véritable pandémie mondiale est maintenant
observée avec la diffusion preférentielle des types CTX-M dont CTX-M-15, en
particulier en milieu communautaire chez des souches d’E. coli d’origine urinaire. Les
BLSE se définissent comme des enzymes de la classe A transférables, donc sensibles
aux inhibiteurs enzymatiques (acide clavulanique). En pratique de laboratoire, leur
détection est simple d’autant que les concentrations ¢ et C ont été récemment
abaissées (< 1 mg/L et > 2 ou 4 mg/L) en combinant un test de synergie. Leur
identification précise ne peut étre que moléculaire et donc, réservée a des laboratoires

specialisés (Philippon, 2013)
I.1. Différents types de BLSE

1.1.1. Anciennes BLSE

1.1.1.1. BLSE de type TEM (TEMONEIRA - nom du patient)

De nombreux dérivés de TEM-1/2 (> 150) ont été décrits a ce jour, dont plus de
100 avec un phénotype de BLSE. Bien que fréquemment retrouvées chez E. coli et K.
pneumoniae, les BLSE de type TEM ont aussi €té rapportées parmi les autres
membres de la famille des entérobactéries ainsi que P. aeruginosa. 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) (Hamza EL JADI., 2012)
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1.1.1.2. BLSE de type SHV (Sulfhydrylvariable)

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 .La résistance induite par
SHV-1 est limitée aux pénicillines. Par contre, SHV-2 est capable d’hydrolyser le
cefotaxime .

1.1.2 Nouvelles BLSE

1.1.2.1. BLSE de type CTX-M (Ceéfotaximase—Munich)

Les BLSE de classe A comprennent principalement les enzymes TEM, SHYV,
CTX-M, VEB et GES. Parmi elles, le plus grand nombre de variantes décrites au

cours des dernieres années correspond a la famille CTX-M (Cantén,R., et al, 2006).

1.1.2.2. D’autres BLSE de classe A

Sont peu fréquents et ont été trouvés principalement dans Pseudomonas
aeruginosa et dans un nombre limité de sites geographiques : PER-1 dans des isolats
en Turquie, en Italie et en Italie ; VEB-1 et VEB-2 dans des souches d’Asie du Sud-
Est ; et GES-1, GES-2 et IBC-2 dans des isolats d’Afrique du Sud, de Italie et de
Gréece. PER-1 est également commun chez les espéces d’Acinetobacter
multirésistantes en Corée et en Turquie. Certaines de ces enzymes se retrouvent chez
les entérobactéries comme bien, alors que d’autres BLSE rares (tels que BES-1, IBC-
1, SFO-1 et TLA-1) n’ont été trouves que chez les Enterobacteriaceae (George,A., et
al., 2005).

1.1.2.3. BLSE de type OXA (classe D)

Les enzymes de la classe D d’Ambler (ou oxacillinases, OXA) hydrolysent
fortement la cloxacilline, 1’oxacilline et la meéticilline. Elles se caractérisent
classiqguement par un phénotype de pénicillinase peu sensible aux inhibiteurs.
Certaines enzymes de type OXA, qui dérivent par mutation(s) ponctuelle(s) des
enzymes OXA-10, OXA-13 et OXA-2, ont un spectre d’activité étendu aux C3G et
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CA4G (43) La faible activité des inhibiteurs sur ces enzymes rend leur détection
phénotypique difficile. A I’inverse des BLSE de la classe A qui sont principalement
isolées chez les entérobactéries, les BLSE de type OXA sont majoritairement isolées
chez P. aeruginosa, ce qui confere aux souches de cette espece une résistance de haut

niveau a la ceftazidime .

1.1.2.4. Enzymes AMPC a médiation plasmide (classe C)

Les B-lactamases AmpC sont des céphalosporinases cliniguement importantes
codées sur les chromosomes de nombreuses entérobactéries et de quelques autres
organismes, ou elles assurent la médiation de la résistance a la céphalothine, a la
céfazoline, a la céfoxitine, a la plupart des pénicillines et aux combinaisons inhibiteur
de B-lactamase-p-lactamines. Dans de nombreuses bactéries, les enzymes AmpC sont
inductibles et peuvent étre exprimees a des niveaux élevés par mutation. La
surexpression conféere une résistance aux céphalosporines a large spectre, y compris la
céfotaxime, la ceftazidime et la ceftriaxone et est un probléme en particulier dans les
infections dues a Enterobacter aerogenes et Enterobacter cloacae, ou un isolat
initialement sensible a ces agents peut devenir résistant au traitement. Les plasmides
transmissibles ont acquis des genes pour des enzymes AmpC, qui peuvent par
conséquent maintenant apparaitre dans des bactéries dépourvues ou exprimant mal un
gene chromosomique bla AmpC, comme Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et
Proteus mirabilis (George,A., et al., 2009).

1.1.2.5. Carbapénémases (classes A, B et D)

Les carbapénémases sont un groupe diversifi¢ d’enzymes. Ils sont actuellement
rares mais sont une source de préoccupation considérable car ils sont actifs non
seulement contre les oxyimino-céphalosporines et les céphamycines mais également
contre les carbapénémes. Les carbapénémases de type IMP a médiation plasmidique,
dont 17 variétés sont actuellement connues, se sont établies au Japon dans les années
1990 a la fois dans les organismes entériques a Gram négatif et dans les especes de
Pseudomonas et d’Acinetobacter.

Une deuxieme famille grandissante de carbapénémases, la famille VIM. Quelques

enzymes de classe A, notamment les enzymes KPC a médiation plasmidique, sont
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¢galement des carbapénémases efficaces. Enfin, certaines B-lactamases de type OXA
ont une activité carbapénémase, augmentée dans les isolats cliniques par des
mécanismes de résistance supplémentaires, tels que I’imperméabilité ou I’efflux
(George,A., et al., 2005).

Détection des BLSE

Le laboratoire de microbiologie joue, un rdle primordial dans la détection des
différentes classes de p-lactamases. La collaboration des microbiologistes et des
cliniciens est indiscutable pour assurer le succés thérapeutique avec un traitement
approprie .

+ La production de p-lactamases se detecte facilement au laboratoire. Une
méthode consiste a employer une céphalosporine chromogénique, la
nitrocéfine (Oxoid, Basingstoke, UK), qui passe du jaune au rouge lorsqu’elle
est clivée par une p-lactamases. Une goutte de nitrocéfine, dépose sur une
colonie de producteurs de p-lactamases, vire au rouge, soit rapidement, soit
aprés ~ 30 minutesd’incubation . Une résistance bactérienne aux f-lactamines,
due aux pg-lactamases inductibles, peut se détecter par la méthode des disques
(Neuwirth,C. et al (1995)),c’est les différentes détections a 1’antibiogramme.

+ Bien que la plupart des BLSE et des céphalosporinases hyperproduites
conférent une résistance a une ou plusieurs oxyiminocéphalosporines, ces
enzymes n'entrainent pas toujours une augmentation suffisante des CMI (de
0,5 a > 64 mg/L) pour faire classer les bactéries comme toujours résistantes a
ces antibiotiques. En outre, le comportement de ces enzymes est différent vis-
a-vis des C4G. Il est donc essentiel d'utiliser des tests spécifiques permettant
de les détecter et de les différencier. Actuellement, cette distinction repose

essentiellement sur la mise en évidence des BLSE.

1- Le CLSI propose une méthode de détection des BLSE en deux temps validée a ce
jour pour les espéces E. coli, K. pneumoniae et K. oxytoca. Le premier temps consiste
a sélectionner les souches présentant des CMI > 8 mg/L (diametre critiqgue <17 mm)

pour le cefpodoxime ou > 2 mg/L pour la ceftazidime (diameétre critique < 22 mm), le
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cefotaxime (diametre critique < 27 mm), la ceftriaxone (diamétre critique < 25 mm)

ou l'aztréonam (diamétre critigue < 27mm) en utilisant la méthode de dilution en

milieu liquide (ou la technique des disques). Une diminution du seuil de détection est

actuellement en discussion.

2- La production de BLSE est confirmée dans un deuxiéme temps par une diminution
des CMI du céfotaxime ou de la ceftazidime d'au moins trois dilutions en présence de
clavulanate (4 mg/L). La diminution des CMI par le clavulanate peut étre mise en
évidence par la méthode de dilution en milieu liquide, a l'aide du systéeme E-Test
ESBL ou par la technique des disques combinés.

3- la technique des disques combinés est a la fois simple, performante et économique,

repose sur la comparaison des diameétres d'inhibition obtenus avec des disques

contenant la S-lactamine antibiotique seule (30 pg) ou associée a une pS-lactamine

inhibitrice telle que le clavulanate (10 pg). Une augmentation du diametre > 5 mm en

présence de clavulanate confirme la production de BLSE.

4- Le CA-SFM propose une détection directe des BLSE chez toutes les especes

d'entérobactéries. Elle repose sur la mise en évidence d'une synergie entre des disques
de (C3G)céfotaxime, de ceftazidime, de céfépime ou d'aztréonam et un disque

contenant du clavulanate.

5- Le bouchon de champagne : Un espace de 3 cm est recommandé entre le centre des
disques. Ainsi pratiqué, le test de synergie manque de sensibilité. Des faux négatifs
peuvent survenir si I'enzyme posséde une diminution de sensibilité aux inhibiteurs ou
si la BLSE est associée a I'nyperproduction d'une céphalosporinase de classe C. Une
distance de 2 cm permet d'améliorer la détection.(Tzelepi,E,.et al (2000)).

6- Dans le cas d'une céphalosporinase hyperproduite, le céfépime ou le cefpirome,
peu sensibles aux céphalosporinases, sensibilisent la détection et doivent étre utilisés.
Si un doute persiste, le test de synergie et l'antibiogramme complet peuvent étre
réalisés en présence de cloxacilline (50-300 mg/L) afin d'inhiber I'enzyme de classe C,
particulierement pour les entérobactéries du groupe 3.Des faux négatifs peuvent
également apparaitre si la production de la BLSE est faible, comme souvent I'enzyme
TEM-3 chez P. mirabilis (Tzelepi,E,.et al (2000)).

7- Un espace inter disque de 4 cm est alors plus approprié. Les BLSE de type TEM

étant souvent associées a la production d'une enzyme AACL, une résistance a la
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tobramycine, la nétilmicine et lI'amikacine doit inciter a la réalisation d'un test de

synergie ainsi modifié, particulierement chez les espéces du groupe des Proteae. Ces

ajustements de la distance et l'utilisation de la cloxacilline permettent de faire de la

technique du double disque une des meilleures et peut-étre, la meilleure méthode de

détection, mais elle est fastidieuse en pratique de routine et nécessite une certaine

expérience.

7
L X4

L'utilisation de la technique des disques combinés ou le E-test ESBL (qui est
parfois difficile a Hire) est une alternative a la pratique du test de synergie
ordinaire. Elle permettrait d'améliorer la détection (sensibilité 95-98 %) tout
en conservant une bonne praticabilité et un colt raisonnable. Au moins 2
couples de disques doivent étre utilisés pour obtenir une sensibilité
satisfaisante : céfotaxime et céfotaxime-clavulanate d'une part, et ceftazidime
et ceftazidime-clavulanate d'autre part.

Les automates utilisent diverses stratégies pour différencier les BLSE des
céphalosporinases hyperproduites. Elles reposent sur la comparaison du
phénotype de résistance de la souche étudiée avec des phénotypes de
référence et/ou l'utilisation de tests spécifiques basés sur ladifférence de
sensibilité des céphalosporinases et des BLSE aux B-lactamines inhibitrices.
Trois types de réponse sont proposes : production de BLSE, hyperproduction
de cephalosporinase ou phénotype de résistance indéterminé.Ce dernier cas
de figure est plus fréquemment rencontré en l'absence de testsanalysant la
sensibilité aux S-lactamines inhibitrices. Ces tests doivent alorsétre entrepris a
l'aide de techniques proposées par les fabricants d'automates oua l'aide des
techniques manuelles  décrites cidessus (Bush,K., et al(1995))..
Globalement, les performances des automates semblent comparables et le
pourcentage de phénotypes correctement identifiés est en moyenne > 90 %
(Sanguinetti,M.,et al (2003)). Ces données montrent tout l'intérét de ces
techniques. Cependant, ce pourcentage varie selon le protocole utilisé et
surtout les souches incluses dans I'étude. Cc pourcentage peut étre compris
entre 98 et 100 % des souches étudiées pour les especes telles que E. coli et
K. pneumoniae mais varier entre < 80 et 90 % pour les souches

hyperproductrices de céphalosporinase comme avec les espéces du genre
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Enterobacter(Tzelepi,E,.et.al(2000)),(Sanders,C.C.,et.al(2002)),(Sturenbur
g,E..et al (2004). De plus, ces études n'incluent pas, ou tres rarement des
souches productrices de BLSE de détection difficile suite a un défaut de
production (ex. P. mirabilis producteurs de la BLSE TEM-3) ou a une
diminution de la sensibilité aux p- lactamines inhibitrices (exp. souches
productrices de CMT).

La confirmation de la nature des mécanismes de résistance nécessitera des analyses

moléculaires complémentaires qui sortent de la pratique de I’antibiogramme.

I11. Les bactéries productrices de béta-lactamases a spectre élargi

ou étendu

I11.1.Les entérobactéries

Du fait de leur diversité, leur faible toxicité, leur activité bactéricide et leur large
spectre d’action, les B-lactamines sont parmi les antibiotiques les plus utilises dans le
traitement des infections causées par les Enterobacteriaceae. L’cfficacité des B-
lactamines dépend d’au moins trois facteurs : la quantité d’antibiotique au contact de
la cible, I'affinité de I’antibiotique pour la cible et la production de B-lactamase
inactivant I’antibiotique.

Ces facteurs sont responsables soit d’une résistance naturelle,et donc présents chez
toutes les souches de I’espece, soit d’une résistance acquise par certaines souches,
suite a I’apparition de mutations ou a I’acquisition de matériel génétique tels que des

plasmides, des transposons ou des intégrons. Pour chaque espece, on distingue donc

un phénotype sauvage de résistance aux fB-lactamines ou «phénotype sensible » et des
phénotypes de résistance acquise ou « phénotypes résistants ». La résistance peut
s’exprimer a bas niveau in vitro pour certaines molécules, mais étre responsable
d’échecs thérapeutiques. La connaissance des phénotypes de résistance permet :

» D’établir la liste des p-lactamines pas a étudier mais a utilisés
> De controler la cohérence entre 1I’identification et le phénotype de résistance

> De pallier les imperfections des tests de sensibilité in vitro par I’application de
regles de lecture interprétative

» De guider le choix thérapeutique.
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Les entérobactéries sont naturellement résistantes aux pénicillines des groupe G, V et

M. Les phénotypes de résistance seront donc définis & I’aide des p-lactamines
appartenant aux autre groupes de pénames seules et associées aux inhibiteurs des -
lactamases :

aminopénicillines (amoxicilline) , carboxypenicilline (ticarcilline) , uréidopénicilline
(pipéracilline) ; aux céphalosporines de premiere genération (céfalotine) ,de deuxieme
génération (céfuroxime et pour les céphamycines, la céfoxitine), de troisieme
génération (céfotaxime et ceftazidime), de quatrieme génération (céfépime et
cefpirome) ; aux monobactames (aztréonam) et aux carbapénemes (imipéneme).
(Drugeon,H.(2006)).

I11.1.1. Phénotypes de résistance des entérobactéries
A-Resistance naturelle ou phénotypes « sauvages »

Les entérobactéries produisent naturellement diverses B-lactamases se qui permet

de les classer en quatre groupes phénotypiques de résistance (tableau 3).

Tableau 3 : Phénotypes de résistance «sauvage» des entérobactéries aux pB-

lactamines. La fleche indique les interprétations préconisées.

Antibiotiques Phénotype  du groupe
Aminopénicillines 0 1 5 6

S S/l R R R R R/l » |
Aminopénicillines S s/l S R R R S/
+
CLA
Carboxypénicillines S S R S R S R/I-»1
Carboxypénicillines S S S S S S S
+CLA
Uréidopenicillines S S S—»l S S| S 1s?l
Uréidopenicillines S S S S S S S
+
TAZ
C1G S S/ S R R R R/
C2G S S S R/I/Sb SC R RII>I
Céfoxitine S S S R/I/Sb S S S
C3G S S S S S S S»ldl
C4G S S S S S S Sld/l
Carbapénémes S S S S S S S
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aCLA, clavulanate ; CXG, Céphalosporine, de Xe génération ; TAZ, tazobactam.b
Résultat fonction de 1’espéce de I’isolat.
c Sloul pourS. fonticola.

d Si le test de synergie est positif pour au moins une C3G, une C4G ou I’aztréonam.
a-Groupe 0 : Phénotype « sensible » d'especes dépourvues de génes de - lactamase

Salmonella spp. etP. mirabilis sont dépourvus de B-lactamase a I'état « sauvage » et

sont naturellement sensibles aux aminopénicillines, carboxypénicillines,

uréidopénicillines, a l'aztréonam, aux céphalosporines et aux carbapénemes.

Les diamétres d'inhibition de l'imipénéme sont souvent réduits pour I'espéce P.
mirabilis, comme pour d'autres espéces de la tribu des Proteae. La faible affinité de cette
molécule pour la PLP2 de ces espéces serait responsable de cette diminution. Cette
moindre sensibilit¢é a [l'imipéneme est cependant sans conseéquence clinique,
contrairement a la résistance acquise par mutation de la PLP2 ((Neuwirth,C.,etal(1995)).
b-Groupe 1: Phénotype « sensible » d'especes produisant naturellement
céphalosporinase de classe C

Comme les espéces précédentes, E. coli et Shigellaspp. Sont naturellement sensibles

aux aminopeénicillines, carboxypénicillines, uréidopénicillines, a l'aztréonam, aux

céphalosporines et aux carbapenemes. Cependant, elles produisent a tres bas niveau
une céphalosporinase chromosomique non inductible de type AmpC (groupe
fonctionnel 1) qui peut entrainer, chez certaines souches, une réduction de la
sensibilité aux aminopénicillines, a leurs associations au clavulanate et/ou aux C1G.
La fréquence du phénotype « sauvage » chez E. coli est en moyenne de 50 % en
milieu hospitalier (chanal,C.,et al (2000).

c-Groupe 2 : Phénotype « pénicillinase bas niveau »

une

Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Citrobacterkoseri,Citrobacteramalonaticus et Escherichia

hermanni produisent naturellement et de fagon constitutive (non induite par les R-lactamines,

26



Chapitre 1l: Les p —lactamases a spectre étendu (BLSE) et leurs
méthodes de détection

excepté chez C. amalonaticus) des enzymes chromosomiques de classe A sensibles aux
inhibiteurs : SHV-1 (groupefonctionnel 2b) ou LEN-1 (groupe 2a) pour K. pneumoniae ;
Elles conférent unerésistance patente aux aminopénicillines et aux carboxypénicillines et
souventinapparente aux uréidopénicillines. Ce phénotype de résistance, appelé « pénicillinase de
bas niveau », se caractérise par la persistance d'un diamétre d'inhibition autour des disques
d'aminopénicillines (contrairement au phénotype « pénicillinase haut niveauou pénicillinase
acquise » caractérisé par l'absence de diamétre d'inhibition autour de ces disques). Les
associations pénicillines-inhibiteurs sont actives.

-Régles de lecture interprétative : La résistance aux pénicillines, et tout

particulierement aux uréidopénicillines, peut étre de trés bas niveau . Tous les

résultats « sensibles » doivent étre interprétés « intermédiaires » pour ces molécules

chez les especes appartenant au groupe 2 .

d-Groupe 3 : Phénotype « céphalosporinase de bas niveau »

Les entérobactéries appartenant a ce groupe réunissent des espéces productrices de
céphalosporinases de classe C (AmpC, groupe fonctionnel 1) chromosomiques et
inductibles par les B-lactamines (molécules fortement inductrices : céfoxitine, imipéneme,
clavulanate).

Ces céphalosporinases sont tres répandues chez les entérobactéries isolées en
bactériologie clinique : Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Serratia
marcescens (et les autres espéeces de ce genre), Citrobacter freundii, Morganella
morganii,  Hafniaalvei,  Providencia  stuartii,  Providencia  rettgeri et
Pantoeaagglomerans. Le phénotype « sauvage » de ces especes, souvent appelé «
céphalosporinase de bas niveau », comprend une résistance aux aminopénicillines, a
leurs associations aux B- lactamines inhibitrices et aux C1G. Le comportement vis-a-

vis des C2G et des céephamycines permet de répartir les espéces en 3 sous-groupes :

() les especes sensibles au céfuroxime (C2G) et a la céfoxitine (céphamycine) : H.
alvei, P. rettgeri,P. stuartii et P. agglomerans ; (ii) les especes plus résistantes a la
céfoxitine qu'au céfuroxime : E. cloacae, E. aerogenes et C. freundii ; et les especes

plus résistantes au céfuroxime qu'a la céfoxitine : S. marcescens et M. morganii.
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Les especes Proteus vulgaris et Proteus penneri appartenaient initialement a ce
groupe. Pour des raisons phénotypiques et moléculaires, il est plus cohérent de les
inclure dans un nouveau groupe 5 correspondant au phénotype « céfuroximase ».

e-Groupe 4: Yersinia enterocolitica et Serratia fonticola

Yersinia enterocolitica et Serratiafonticola produisent naturellement une
céphalosporinase inductible de classe C (groupe fonctionnel 1) et une enzyme de
classe A. Chez Y. enterocolitica, cette derniére est une pénicillinase constitutive de
classe A produite a bas niveau (groupe fonctionnel 2b). Chez S. fonticola, I'enzyme de
classe A est une R-lactainase inductible de la classe 2be (SFO-1 et apparentées). Y
enterocolitica est résistante aux aminopénicillines, a leur association avec le
clavulanate, aux carboxypénicillines et aux CIG. La résistance aux unéidopénicillines
n'apparait pas in vitro. Le phénotype de resistance de S. fonticola est similaire.

Cependant, le céfuroxime n'est pas actif et la résistance a l'association

aminopénicilline-R-lactamine inhibitrice, qui devrait normalement étre induite par
I'enzyme Ampc, ne s'exprime pas ou a tres bas niveau in vitro.

f-Groupe 5 : Phénotype « céfuroximase»

P. vulgaris et P. penneri produisent naturellement une céphalosporinase de classe A
inductible par les B- lactamines souvent appelée céfuroximase (groupe fonctionnel2e).
Le phénotype se caractérise par une resistance aux aminopénicillines, aux CIG, aux
C2G(céfuroxime, céfamandole) a I'exception des céphamycines (céfoxitine) et une
sensibilité aux associations pénicillines-p-lactamines inhibitrices.

g-Groupe 6 : Phénotype « B-lactamase a spectre étendu chromosomique » Les
entérobactéries Kluyvera ascorbata, Kluyvera cryocrescens, Kluyvera georgiana,
Rahnella aquatilis, Citrobacter sedlakii et Erwiniapersicina produisent naturellement

des B-lactamases a spectre étendu de classe A (groupe 2be). Ces BLSE, souvent
exprimeées a bas niveau, conferent une diminution de sensibilité ou une résistance aux
aminopénicillines, aux carboxypénicillines, aux C1G et aux C2G, a l'exception des
céphamycines. La résistance aux ureidopénicillines et aux C3G est souvent
inapparente. Aucune régle de lecture interprétative n'a été proposee a ce jour pour ces
especes. L'activité des enzymes produites suggere une interprétation des résultats «
sensibles » en « intermédiaire » pour les pénicillines, de méme pour les C3G si le test

de synergie est positif (voir ci-dessous : Phénotype « B-lactamase a spectre étendu »).
(Drugeon,H.(2006)).
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B-Résistance acquise ou phénotypes résistants
a-Phénotype pénicillinase de haut niveau ou pénicillinase acquise

Le phénotype « pénicillinase de haut niveau » est d'expression variable selon la nature
du promoteur des genes de structure, le nombre de copies des génes et I'espece
bactérienne (Tableau 4). L'expression est souvent faible chez P. mirabilis, P. vulgaris,
M.morganii et Providencia. Le phénotype de résistance se présente donc sous
différentes formes qui évoluent entre deux extrémes :

1 Une activité pénicillinase faible responsable d'une résistance limitée aux
aminopénicillines (le diamétre d'inhibition est généralement absent contrairement a ce
qui est observé dans la résistance naturelle des espéces du groupe 2) et aux
carboxypénicillines. La sensibilité aux uréidopénicillines et C1G apparait peu ou pas
affectée.

71 Une activité penicillinase forte responsable d'une résistance aux aminopénicillines,
a leur association aux inhibiteurs, aux carboxypénicillines, aux uréidopénicillines et
aux C1G (Fig. 1a). Une diminution de la sensibilité est communément observee pour
les associations ticarcilline-clavulanate et pipéracilline-tazobactam. La résistance peut
s'étendre aux C2G, principalement chez Klebsiellaspp, Enterobacterspp. et C. freundii
(Drugeon ,H.(2006)).

-Regles d'interprétation

En raison des enzymes impliquées dans ce phénotype, il est recommandé d'interpréter
les résultats « sensibles » en « intermédiaires » pour toutes les pénicillines si la
production d'une pénicillinase est suspectée .

b-Phénotype pénicillinase résistante aux inhibiteurs
Le Phénotype « pénicillinase résistante aux inhibiteurs » a été initialement décrit chez

E. coli en 1991. Il comporte une résistance aux aminopénicillines, aux
carboxypénicillines et a moindre niveau, aux uréidopénicillines, comme dans le
phénotype  précédent aux associations des aminopénicillines et  des
carboxypénicillines avec les B-lactamines inhibitrices alors que les CIG conservent

généralement leur efficacité.
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c-Phénotype béta-lactamase a spectre étendu

Le Phénotype « béta-lactamase a spectre étendu » (BLSE) (tableau 5) comprend une
résistance aux pénicillines et aux céphalosporines a I’exception des céphamycines .
Cependant, la résistance aux C3G, C4G et I’aztréonam est plus on moins marquée
selon les enzymes et les souches (CMI de <1 a 128 mg/l). En régle générale, cette
résistance est apparente pour au moins une de ces molécules, sauf quand I’expression
est tres faible comme parfois chez P. mirabilis . La plupart des BLSE sont plus
sensibles aux béta-lactamine inhibitrices que les pénicillinases & large spectre TEM-1
et SHV-1. Quelques BLSE, comme les enzymes CMT (Complex mutant TEM),
présentent cependant une sensibilité diminuées aux inhibiteurs.

L’efficacit¢é des associations pénicillines béta- lactamine inhibitrices reste
généralement suffisante pour étre a la base de la détection de ce phénotype qui repose
sur la mise en évidence d’une image de synergie entre les inhibiteurs et les C3G et/ou
les C4G et/ou L’aztréonam.

Les carbapénémes et les céphamycines ne sont généralement pas hydrolysés par les
BLSE.Toutefois, une diminution de la sensibilité a ces molécules a récemment été
rapportée en Europe et au Japon chez E. coli et K. pneumoniae. Ces souches
produisaient des enzymes possédant une faible activité carbapénemase et dérivées par

mutations ponctuelle des BLSE de type GES (cf. carbapénémase de classe A).
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chapitre 111 : Entérobactéries productrices de BLSE (E.coli)

I. Les entérobactéries

I.1. Historique

La naissance de la famille des Enterobacteriaceae remonte a 1937, lorsqu’Otto
Rahn proposa le genre Enterobacter pour regrouper les microorganismes présentant
des propriétés biochimiques et morphologiques communes. Les Entérobactéries sont
tres hétérogénes pour ce qui est de leur pathogénicité. Les espéces qui composent
cette famille sont, en effet, soit parasites, soit commensales (Escherichia coli,
Klebsiella sp), ou encore saprophytes (Serratia sp, Enterobacter sp) (Bakhoum, 2004
; Pierre, 2002 ; Marie, 2003).

.Généralités

La famille des Enterobacteriaceae est la plus grande des familles. Elle contient
des batonnets droits, Gram-négatif, a flagelles péritriches ou immobiles, anaérobies
facultatifs, dont les besoins nutritionnels sont simples, fermentent le glucose,
réduisent les nitrates en nitrites et dépourvues d’oxydase. Tous les membres de cette
famille, souvent appelés Entérobactéries ou bactéries entériques (Prescott et al.,
2013). Cette famille comprend 130 espéces actuellement répertoriees. Les especes les
plus communément isolées en bactériologie clinique appartiennent aux genres
Citrobacter, Enterobacter, Proteus, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella,

Providencia, Salmonella Serratia, Shigella, Yersinia (Khayar, 2011).

I.3.Localisation écologique

Les entérobactéries sont des bactéries ubiquitaires retrouvées partout dans le sol,
I'eau, dans certaines denrées alimentaires (Ruppé, 2010 ; Salah, 2009). Dans la cavité
buccale, au niveau des voies aériennes supérieures et sur les organes génitaux, mais la
plupart des espéces qui composent cette famille sont des hbtes normaux ou
pathogenes du tube digestif de I'nomme et des animaux, pour cela elles sont nommés

entérobactéries (Fauchere et Avril., 2002).
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I. 4. Caractéres bactériologiques

I.4.1Caracteres morphologiques

Les Entérobactéries sont des bacilles ayant en moyenne 2 a 3 um de longueur et
0.6um de largeur. Ces dimensions varient selon 1’age de la culture, I’espéce et la
souche. Elles sont généralement mobiles par ciliature péritriches. Certaines
entérobactéries peuvent produire des exo-polysaccharides a leurs surfaces qui forment
soit une capsule, soit une couche visqueuse fluides appelée « slim » (Costerton,
1981).

1.4.2.Caracteres culturaux

Les entérobactéries se developpent rapidement in vitro sur des milieux ordinaires,
leur température optimale de croissance est de 37°C, mais la culture est possible entre
20° et 40°C. Leur temps de division varie de 20 a 40 minutes. Pour la plupart des
especes, les colonies formées aprés 18-24 heures d'incubation a 35-37 °C sont
bombées, rondes et régulieres, leur surface est lisse et brillante, il s'agit des formes S «
Smooth » (Joly et Reynaud., 2002). Sur gélose, les colonies atteignent 2 millimétres
de large sauf celles des Yersinia qui sont plus petites. Les Proteus ont tendance a
envahir la gélose et a y former un tapis uniforme. Les Klebsiella forment des colonies
souvent trés muqueuses, larges, grasses et luisantes. En milieu liquide, les
entérobactéries occasionnent un trouble uniforme du bouillon (Joly et Reynaud.,
2002).

1.4.3.Caractéres biochimiques

Ce sont des tests qui étudient le métabolisme protéique (présence d'uréase,
production d'indole, dégradation du tryptophane) ou la fermentation des sucres
(glucose, lactose, saccharose etc..), la capacité dutiliser le citrate, la présence

d'enzymes (décarboxylases, désaminases), la production d’hydrogene sulfuré ou la
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formation de gaz. Classiquement, I‘identification se déroule dans des tubes ou en
utilisant des galeries API 20E, (KHAYAR'Y, 2011).

I.4.4.Caractéres antigéniques
Les entérobactéries possedent différents antigénes :

7 Un antigéne commun dénommé ECA (pour Enterobacterial Common

Antigen) ou antigene de Kunin. Il n'existe que chez les entérobactéries.

(1 Les antigénes O ou somatiques, correspondent aux polyosides fixés sur les
lipopolysaccharides (LPS). Ils sont thermostables et résistent a Ialcool.

| L’antigéne R correspond au polysaccharide du core central. La disparition de
I'antigéne O le démasque et rend les souches "rough™ (colonies rugueuses)
autoagglutinables dans I'eau physiologique, plus sensibles aux substances

bactéricides du sérum, facilement phagocytées et moins pathogenes.

' Les antigenes H ou flagellaires n'existent que chez les souches mobiles.
| les antigenes de surface comprenant :

v' Les antigenes K, capsulaires, de nature polysaccharidique. ils masquent
I'agglutination par les anticorps anti O qui peut étre restituée apres chauffage
de la souche car ils sont détruits par ébullition.

v' Les antigenes d'adhérence ou adhésines de nature protéique, portés par des
pili communs (encore appelés fimbriae), (KHAYAR Y, 2011).

II.  Etude de I’espéce Escherichia coli

C’est la bactérie la mieux étudiée et ’organisme expérimental de choix pour
beaucoup de microbiologistes, il est tres utiles a ’analyse de la contamination fécale
des eaux. Certain souches induisent des gastro-entérites ou des infections des voies
urinaires (Prescott et al., 2013). Escherichia coli fait partie de la microflore
commensale intestinale de I'homme et de nombreux animaux a sang chaud. Il

représente prés de 80% de la microflore aérobie (Savoye, 2011). E. coli est une
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bactérie Gram négatif, oxydase négative, en forme de béatonnet de la famille des
Enterobacteriaceae, aérobie anaérobie facultative (Croxen et al., 2013).

I1.1.Classification

La classification d'Escherichia coli selon le Bergey's manual 2012 est illustrée
dans le tableau ci-dessous :

Tableau Ne01 : Classification taxonomique d’Escherichia coli.

Reégne Procaryotae

Domaine Bacteria

Phylum Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espece Escherichia coli

I1.2.Caracteres culturaux

Certaines souches peuvent former des colonies «mucoides». Sur milieu gélose
Mac Conkey, les colonies sont rose vive en raison de la fermentation du lactose. Sur
des milieux sélectifs utilisés pour lisolement des salmonelles, leur croissance est
inhibée, cependant leurs colonies sont roses sur DCA car il contient du lactose et du
rouge neutre. Dans le bouillon, il y a une turbidité et un dépdt généralisés qui se

dispersent en secouant (Anita Sangwan).

I1.3.La sensibilité aux antibiotiques

E. coli est généralement sensible aux antibiotiques. Parmi eux les béta-lactamines, les
pénicillines du groupe A (aminopénicillines), les carboxypénicillines, les
céphalosporines, les acyluréido-pénicilllines, les carbapénems et les monobactams. Les
aminosides et les polypeptides sont également actifs de méme que les quinolones de

premiére génération, les fluoroquinolones et le cotrimoxazole. Cette sensibilité peut étre
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modifiée par la production d'enzymes hydrolysant les béta-lactamines (pénicillinase et
céphalosporinase) (Hoshino ; Kurazono et al., 2003).
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Chapitre 1V :Le traitement et Le prévention

Traitement des infections a bétalactamases a spectreélargi

Il n’existe pas d’études randomisées contrdlées pour le traitement d’infections a
BLSE. Les recommandations sont basées sur des revues de littérature de petites
séries de cas traités avec différents antibiotiques, surtout dans des situations
d’épidémies hospitaliéres. On ne sait pas si ces résultats sont applicables pour
d’autres types de BLSE et d’autres situations cliniques, en particulier dans le milieu
communautaire. Pourtant, le choix d’une antibiothérapie, tenant compte des données
microbiologiques, est essentiel : la mortalité est plus élevée si la mise en route d’un
traitement efficace est retardée ou s’il est inactif sur les BLSE. Les
recommandations de traitement actuelles sont basées sur une revue de littérature
concernant 85 patients infectés par K. pneumoniae a BLSE. (Vora, S., et
Auckenthaler, R. 2009) (Ramphal, R., et, P. G. A. 2006).

Les traitements par les carbapénémes (imipénem, méro-pénem, ertapenem) sont
grevés de la mortalité la plus basse. L ertapénem pourrait constituer une bonne option
thérapeutique car il permet ’administration i.v. a raison d’une fois par jour, avec la
possibilité d’un traitement ambulatoire ou a domicile selon I’état et 1’évolution
cliniques. Mais I’utilisation des carbapénémes, en présence de BLSE, favorise aussi
I’émergence d’autres enzymes, les métallo- bétalactamases qui hydrolysent les
carbapénémes et les rendent inefficaces. Les traitements avec les céphalosporines de
troisieme et quatrieme générations(céfotaxime, ceftazidime, ceftriaxone, ou céfépime)
ont des taux d’échecs élevés, méme si, in vitro, les germes testés semblent étre
sensibles & ces antibiotiques. Par conséquence et en présence d’une BLSE, le
laboratoire rend un résultat résistant pour ces souches. Sous traitement de
pipéracilline/tazobactam de nombreux échecs ont été observés. Son utilisation est
déconseillée. Concernant le co-trimoxazole et la ciprofloxacine, on observedes taux de

résistances variables de 40-60% selon les pays.
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Le traitement optimal en présence d’une carbapénémase est inconnu. En leur
présence, ni les carbapénémes, ni les inhibiteurs de bétalactamases ne peuvent étre
utilisés. Ces germes sont souvent aussi résistants aux aminoglycosides, et aux
fluoroquinolones. Actuellement, on recommande la tigécycline, bien que les
expériences cliniques prometteuses soient encore rares. On est méme revenu a
d’anciens antibiotiques en proposant les polymyxines (co-listine) peu utilisés en
clinique a cause de leur néphrotoxicité. En cas d’infection urinaire, la nitrofurantoine

ou la fosfomycine peuvent étre utiles. (Rossolini, G. M. 2005)

Prévention et controle de ’infection

En milieu hospitalier, le diagnostic de la colonisation par BLSE s’effectue par
un frottis du perinée, inguinal ou anal, vu le probable réservoir digestif de ce germe.
Les indications a la recherche d’une BLSE en milieu hospitalier ne sont pas
clairement établies, mais elle est certainement utile dans des situations d’épidémies
hospitalieres ou chez des patients fragiles ayant subi plusieurs antibiothérapies
préalables. En milieu communautaire, il n’y a aucune indication a effectuer des frottis

de dépistage.

En présence d’un patient colonisé par un germe producteur de BLSE, il est
recommandé de mettre en place des mesures d’isolement, type contact et chambre
individuelle, afin d’éviter des transmissions nosocomiales. Il n’existe pas de schémas
de décolonisation reconnus pour les patients colonisés. La meilleure prévention pour
ce type de germes reste la prescription rationnelle d’antibiotiques a large spectre
visant & diminuer la pression de sélection pouvant favoriser 1’émergence de bactéries
productrices de BLSE. (Pefia, C.et al 1998).
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Conclusion

La prise en charge du probleme des bactéries productrices de BLSE est un
véritable défi du fait de I'augmentation de la diversité et de 1’ubiquité des génes
codant ces enzymes chez les entérobactéries et de ’endémicité progressive de ces

souches.

Le risque accru d’échec thérapeutique lié a ces infections peut conduire a une
escalade thérapeutique sans issue. Le laboratoire de Microbiologie doit jouer un role
sentinelle dans la surveillance et la prévention des infections nosocomiales en géneral

et les entérobactéries productrices de BLSE en particulier.

Les étapes a suivre pour le controle des épidémies produites par des bactéries
productrices de BLSE comprennent I’identification des patients infectés et colonisés,
la reéalisation d’analyses moléculaires pour investiguer le caractere clonal de
I’épidémie, la détermination du risque de transmission et I’instauration de mesures

d’isolement de contact.

Cependant la mise en ceuvre nécessite la prise de conscience collective par une

formation adaptée des equipes soignantes.
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