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Résumé :

Les béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) sont une famille d'enzymes responsables du
développement de la résistance de certaines bactéries a une vaste gamme de béta-lactamines.
Parmi ces antibiotiques on trouve les pénicillines et les céphalosporines. Les entérobactéries,
particulierement, jouent un réle majeur dans la dissémination des BLSE notamment dans les

infections nosocomiales en Algérie.

L'objectif de cette étude est I'analyse et la discussion d’études qui s’intéressent a I'évolution
des BLSE en Algérie, publiés entre2005et 2021. Dans ces études des souches d'entérobactéries
ont été isolées a partir de prélévements provenant d’hopitaux et collectés dans différentes
régions d'Algérie (Alger, Constantine, Annaba, Skikda, Tlemcen, Bejaia, Sidi bel Abbes, Sétif,
Oran, Laghouat, Tizi-Ouzou).La résistance aux antibiotiques a été évalué par la méthode
classique de diffusion de disque sur gélose. Les déterminants génétiques des B-lactamases a

spectre étendu (BLSE) ont été étudiés par amplification en chaine (PCR) et séquencage.

Cette étude met en lumiere I'émergence et la signalisation des premiers rapports des bactéries
productrices de BLSE, les types CTX-M, TEM et SHV sont les plus fréquemment rencontrées
chez les entérobactériesresponsables d’infections communautaires, ou hospitalieres
notamment urinaires, et une émergence des types PER et VEB. Les résultats obtenus montrent
également une résistance croissante, ainsi qu’une émergence faible mais tout de méme
inquiétante des carbapénémases, le plus décrit étant le type OXA-48, d’ou l'importance des

mesures préventives.

Cette augmentation en Algérie et a I'échelle mondiale de la résistance médiée par les béta-
lactamases a spectre étendu constitue une menace importante pour la santé publique. Des
efforts visant a comprendre et a circonscrire la propagation de ces organismes multi résistants

aux antibiotiques doivent étre adoptés.



Abstract.

Extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) are a family of enzymes responsible for the
development of resistance of certain bacteria to a wide range of beta-lactam antibiotics, including
penicillins and cephalosporins. Enterobacteriaceae, in particular, play a major role in the

dissemination of ESBLs, especially in nosocomial infections in Algeria.

The objective of this study is the analysis and discussion of studies that focus on the evolution of
ESBL in Algeria, published between 2005 and 2021. In these studies strains of
Enterobacteriaceae were isolated from hospital samples collected in different regions of Algeria
(Algiers, Constantine, Annaba, Skikda, Tlemcen, Bejaia, Sidibel Abbes, Setif, Oran, Laghouat,
Tizi-Ouzou).Antibiotic resistance was evaluated by the classical agar disc diffusion method.
Genetic determinants of extended-spectrum B-lactamases (ESBL) were studied by chain reaction
(PCR) and sequencing.

This study highlights the emergence and signaling of the first reports of ESBL-producing
bacteria, the CTX-M, TEM and SHV types are the most frequently encountered in enterobacteria
responsible for community or hospital infections, especially urinary tract infections, and an
emergence of the PER and VEB types. The results obtained also show increasing resistance, as
well as a small but worrying emergence of carbapenemases, the most described being type OXA-

48, hence the importance of preventive measures.

This increase in Algeria and globally in extended-spectrum beta-lactamase-mediated resistance is
a significant threat to public health. Efforts to understand and contain the spread of these multi-

resistant organisms to antibiotics must be adopted.

Key words: ESBL, antibiotic resistance, Algeria, enterobacteria, carbapenemases.
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INTRODUCTION

Introduction

L’antibiorésistance est un probléme de santé publique trés préoccupant qui touche de
nombreux pays, méme si les souches résistantes aux antibiotiques varient souvent d'un pays a
l'autre. Cette résistance est une réalité présente et, par ces effets, menace l'avenir par des options
de traitement de plus en plus difficiles et incertaines, source d'échec et surcolts de traitement
(Gorbach SL et al.,1992).

Les antibiotiques sont a l’origine des molécules naturellement synthétisées par des
microorganismes pour lutter contre des bactéries concurrentes de leur environnement.
Aujourd’hui, il existe plusieurs familles d’antibiotiques, naturels, semi-synthétiques ou de
synthése, qui s’attaquent spécifiquement a une bactérie ou a un groupe de bactéries (Inserm (
Parmi eux Les béta-lactamines sont une grande famille d'antibiotiques bactéricides temps-
dépendants a spectre antibactérien plus ou moins large et sont préconisés dans le traitement de
nombreuses infections. Ces molécules agissent en inhibant la synthese de la paroi bactérienne par
fixation aux protéines liant les pénicillines (PLP), enzymes impliquées dans la synthése du

peptidoglycane (Pisella PJ et al., 2015).

L’efficacité remarquable des antibiotiques a motivé leur utilisation massive et répétée en santé
humaine et animale. Cela a créé une pression de sélection sur les populations bactériennes,
entrainant 1’apparition de souches résistantes (anonymel), Les bactéries sont amenées a
développer plusieurs stratégies pour résister aux effets des antibiotiques, chez les bacilles a Gram
négatif (BGN), il existe 3 types de mécanismes de résistance aux f-lactamines : la faible affinité
pour les PLP, les phénoménes d’imperméabilité et d’efflux, et surtout I’inactivation enzymatique
par les B-lactamases. Cette derniére se fait en sécrétant des enzymes : les béta-lactamases, qui,

inhibent I’action de la quasi-totalité des béta-lactamines (Lemaoui CE et al., 2017).

Parmi les béta-lactamases apparues depuis 15 ans, émergent d'une part de nouvelles béta-
lactamases a  spectre  élargi/étendu, et dautre part des céphalosporinases
transférables/plasmidiques ou encore des céphalosporinases a spectre élargi. Les derniéres étapes

de cette résistance acquise concernent I'émergence actuelle de carbapénémases telles les KPC
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(Klebsiella Pneumoniae carbapenémases) ou l'accumulation de béta-lactamases chez certains

groupes bactériens jusqu'ici épargnés tels les Salmonella. (Philippont A, 2008).

Les raisons de I'émergence et de la propagation de cette résistance sont multifactorielles, mais
l'utilisation excessive et/ou inappropriée de ces antibiotiques est sans aucun doute un

contributeur majeur a ce développement. (Muller A et al., 2006).

En Algérie, la résistance aux antibiotiques en général et plus particulierement 1’émergence des
BLSE, constitue un probleme majeur de santé publique, pouvant mettre les autorités sanitaires
devant de véritables impasses thérapeutique et face a cette problématique, nous avons voulu
suivre I’évolution des BLSE. Dans le cadre de notre étude, et en se basant sur des travaux publiés
sur des bactéries isolées dans des hopitaux en Algérie, nous avons envisage I'évolution de cette
résistance aux [-lactamines, et 1’émergence des BLSE dans différentes régions d'Algérie.
L’étude comprend une analyse et une discussion de I’évolution de la résistance des bactéries
suivantes : Enterobacter cloacae, salmonella enterica, E.coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus

vulgariset  Providencia stuartii, toutes productrices de BLSE.
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I. La Résistance bactérienne aux antibiotiques

1.1. Généralités

Les antibiotiques sont des médicaments utilisés pour traiter et prévenir les infections dues a des
bactéries, c'est une des découvertes les plus importantes de la médecine qui a sauvé et qui sauve
des millions de vies chaque année, mais leur efficacité est menacée car les bactéries peuvent

s’adapter et résister aux traitements (Anais, 2019).

On distingue deux types de résistance bactérienne. La résistance naturelle et la résistance acquise
(Jean-Luc, 2013).

1.1.1. Résistance naturelle

Les genes de résistance font partie du patrimoine génétique de la bactérie. La résistance
naturelle est un caractere présent chez toutes les souches appartenant a la méme espece. Ce type
de résistance est détecté dés les premiéres études réalisees sur I’antibiotique afin de déterminer
son activité et contribue a définir son spectre antibactérien. Cette résistance peut étre due a
I’inaccessibilité de la cible pour I’antibiotique, a une faible affinité de la cible pour I’antibiotique
ou encore a I’absence de la cible. La résistance naturelle est stable, transmise a la descendance
(transmission verticale) lors de la division cellulaire, mais une transmission horizontale c’est

généralement pas transférable d’une bactérie a I’autre (Sylvie, 2009).

1.1.2. Reésistance acquise

La résistance bactérienne acquise a un antibiotique est un phénomeéne qui apparait au niveau
des souches d’une espece donnée, normalement sensible a cet antibiotique. C’est 1’acquisition
d’un facteur génétique qui se traduit par une réduction de la sensibilité a la molécule qui lui était

fatale (Jean-Luc, 2013). Cette résistance est souvent instable (Sylvie, 2009).

Ces changements peuvent étre de deux types : I'un est une mutation chromosomique ( mutation

spontanée) ou en acquérant un géne transféré d'un autre micro-organisme.
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1.2. Découverte de la résistance

Apreés une période d'efficacité contre les maladies infectieuses, les antibiotiques sont de moins
en moins efficaces contre certaines infections bactériennes. Dés 1940, apres la découverte de la
pénicilline, (Abraham et Chain, 1940) avaient mis en évidence I’existence de résistance a cet
antibiotique chez Escherichia coli, Quelques années plus tard, en 1942, la résistance aux
sulfamides est décrite pour la premiére fois. Les bactéries s’adaptent aux antibiotiques et

deviennent résistantes (Jean-Luc, 2013).

T. Watanabe au Japon a démontre, les origines génétiques de la résistance aux antibiotiques pour
la premiere fois et que Les genes responsables sont portés par des plasmides bactériens (Anais,
2019).

I1. Mécanismes de résistance

2.1. Mécanismes biochimiques

Préciser le déterminisme biochimique de la résistance présente un intérét avant tout scientifique
mais aussi pratique. Car pour des cliniciens, il améne & comprendre la résistance croisée entre
antibiotiques de la méme famille. L’intérét scientifique permet d’imaginer de nouvelles

molécules plus actives, car échappant a 1’action de tel ou tel mécanisme.

Ainsi le renouveau des béta-lactamines dans les années 1980 (C3G et carbapénemes) chez les
bacilles & Gram négatif a été 1’obtention de molécules d’hémisynthese plus hydrophiles, donc
ayant d’une part une meilleure diffusion a travers les porines (canaux aqueux), d’autre part une
meilleure affinité pour leurs cibles, a savoir les protéines liant la pénicilline (PLP) (radioactive),
leur synonyme étant pénicillin binding protein (PBP). Le choix d’une nouvelle béta-lactamine
pouvait aussi porter sur une moindre affinité pour les béta-lactamases, donc une éventuelle plus
grande stabilité a D’inactivation enzymatique. (La Figurel) est une représentation tres
schématique du mode d’action d’un antibiotique (exemple d’une béta-lactamine). Le mode
d’action des antibiotiques comme celui des béta-lactamines permet aussi une meilleure

compréhension des mécanismes de résistance éventuels.
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FigureOl.Représentation schématique du mode d’action d’un antibiotique (exemple d’une -
lactamine); (A. Philippon et al., 2008).

Depuis quelques années, cing mécanismes ont été individualisés pour expliquer la résistance
naturelle et surtout acquise des bactéries aux antibiotiques ce sont : imperméabilité ; inactivation

enzymatique ; affinité diminuée ; substitution de cible ; efflux. (Figure 2).
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Figure02. Mécanismes biochimiques de la résistance bactérienne. me : membrane externe (A.

Philippon et al., 2008).
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2.1.1. Interférence avec le mécanisme de transport de type imperméabilité

Ce mécanisme est connu depuis tres longtemps et explique pour partie la résistance naturelle
de nombreux bacilles a Gram négatif aux antibiotiques hydrophobes comme les premieres béta-
lactamines telles benzyl pénicilline, méticilline, oxacilline, les macrolides (érythromycine) ou
encore les glyco peptides (vancomycine). La résistance acquise par imperméabilité est aussi
décrite en liaison avec le dysfonctionnement d’une porine. Ce mécanisme de résistance a eté par
le passé difficile a distinguer de celui qui fut découvert plus tardivement et appelé efflux (cf.
infra). Chez les bacilles & Gram négatif, son expression phénotypique est de niveau peu élevé, les
CMI étant augmentées d’un facteur 4-8 fois pour certains antibiotiques tels que béta-lactamines,
quinolones, triméthoprime, fosfomycine, chloramphénicol ou encore tétracyclines(Gutmann L

et al.,1988). Il peut étre associé a un autre mécanisme de résistance (Armand L et al., 2003).

2.1.2. Inactivation ou détoxification enzymatique

La résistance par destruction des molécules d’antibiotiques soit a 1’extérieur de la bactérie
(enzyme exocellulaire) soit dans la bactérie (enzyme endo cellulaire ou péri plasmique) est soit

naturelle, soit plus fréquemment acquise et touche plusieurs familles d’antibiotiques.

Si I’on examine la famille des béta-lactamines, une étonnante diversité d’enzymes dénommeées
béta-lactamases est maintenant individualisée, au moins 350 ; ce qui montre la prédominance de
ce mécanisme de résistance, en particulier dans la résistance acquise. Il est d’ailleurs intéressant
de constater depuis un peu plus d’une décennie, au niveau mondial, une émergence continuelle
de nouveaux types enzymatiques pour expliquer la résistance vis-a-vis des C3G ou encore des
carbapénémes (Arlet G et al.,2003 ; Bratu S et al.,2005).

Ainsi, la résistance vis-a-vis des C3G apparue dans les années 1985 était en relation avec des
pénicillinases mutées de type TEM ou sulfhydril-variable (SHV) et dénommées BLSE
(Philippon A et al.,1989). Plus de 150 enzymes modifiées sont a I’heure actuelle identifi¢es
dans le monde, Cependant, le mécanisme allait se compliquer avec I’émergence de nouvelles
BLSE aux denominations le plus souvent exotiques comme brazilian extended spectrum (BES-
1), guyana extended spectrum (GES-1), Pseudomonas extended resistance (PER-1), Serratia

fonticola (SFO-1), Tlahuicas (TLA-1), tribu mexicaine, et enfin Vietnam extended spectrum
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(VEB-1). Cependant, le groupe émergent le plus important reste celui dénomme céfotaximase
(CTX-M) (Bradford PA, 2001; Bonnet R, 2004).

La résistance acquise aux carbapénemes, imipéneme par exemple, est plus récente. Quelques
souches d’Enterobacter productrices d’enzymes inactivatrices ont été isolées dans les années
1985 avec I’individualisation des types imi-1, sme-1, etc. (Poirel L et al., 2005;Walsh TR et al.,
2005). Plus récemment, de nouveaux types plasmidiques ont éte rapportés, dénommeés Klebsiella

pneumoniae carbapenemases (KPC). Ces enzymes sont heureusement encore exceptionnelles.

Chez I’espéce Pseudomonas aeruginosa, les enzymes sont tout a fait différentes avec les types
imipénémases (IMP) et Verona imipenemases (VIM) et plus récemment german imipenemases
(GIM) ou encore Sao Paulo imipenemases (SPM). (Walsh TR et al., 2005).

Enfin, un autre exemple de cette complexité croissante des enzymes inactivatrices des béta-
lactamines est celui des souches d’Acinetobacter baumannii pour lesquelles les bétalactamases

produites appartiennent a la classe D, soit des oxacillinases (OXA) (Nass T et al., 1999).

2.1.3. Modification d’affinité de la cible

La modification d’affinité d’une ou plusieurs cibles affecte plus les bactéries a Gram positif que
celles a Gram négatif. L’exemple le plus important concerne la résistance a la pénicilline G de
Streptococcus pneumoniae. Si son émergence fut longue, les premiéres souches résistantes en
France ont été isolées dans les années 1985 (Geslin P et al., 1992). Cette modification d’affinité
de la cible (Hakendek R et al., 1998;Bruckner R et al.,2004).a pour effet d’exiger une plus
grande concentration de I’antibiotique concerné, donc la CMI de ’antibiotique sera supérieure.
Si I’exemple des béta-lactamines chez le pneumocoque illustre bien ce type de résistance,

d’autres antibiotiques auraient pu étre cités.

2.1.4. Substitution de cible

Ce mécanisme a été¢ individualisé depuis plusieurs décennies avec I’exemple des sulfamides.
Mais un exemple aussi contributif est celui de la résistance intrinseque ou meticillino résistance
des staphylocoques, d’autant que la cible additionnelle PLP2A identifiée dans les souches
résistantes court-circuite les autres PLP (Courvalin P et al., 2003). La conséquence majeure au

plan thérapeutique concerne la résistance croisée entre toutes les béta-lactamines.
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2.1.5. Interférence avec le mécanisme de transport de type efflux

La résistance non enzymatique liée a des modifications de protéines membranaires évoquant
d’une part un role éventuel des porines (imperméabilité) et d’autre part d’autres mécanismes de
résistance est rapportée depuis plus de 15 ans(Gutmann L et al., 1988;Dang P et al., 1988) La
résistance par systemes d’efflux, de découverte plus récente, apparait étre le principal mécanisme
chez les bactéries a Gram négatif et divers genes codent pour des protéines membranaires
permettant 1’efflux de 1’antibiotique hors de la cellule et donc empéchant son accumulation
intracellulaire. Ces protéines, de I’ordre de 40-46 kDa, montrent des homologies structurales
entre elles ainsi qu’avec d’autres protéines d’efflux comme celles des systémes multi drug

resistance (MDR) (Barbosa TM et al., 2000;Hocquet D et al., 2004).

Les génes chromosomiques codant des protéines membranaires de transport peuvent étre
responsables de la résistance a divers antibiotiques. Chez Escherichia coli, le systeme multiple
antibiotique resistance (mar) est un systéme qui augmente le niveau de résistance a de nombreux
antibiotiques dont les béta-lactamines. Constitué de plusieurs géenes tels marA, marB, marRAB,
marC, etc. marA code un activateur transcriptionnel qui agit au niveau de plusieurs promoteurs,
et dont la synthese est réprimée en 1’absence d’antibiotique par un répresseur, produit du gene
marRAB. La surexpression de MarA entraine la diminution de 1’expression de la porine OmpF et
la surexpression de la pompe a efflux AcrAB et la résistance a divers antibiotiques. Des mutants
résistants aux béta-lactamines dans d’autres systémes d’efflux homologues au systéme AcrAB

ont été décrits chez d’autres entérobactéries qu’Escherichia coli.

En pratique médicale, I’individualisation simple de ces divers mécanismes est illusoire a
I’exception de certaines bactéries & Gram positif comme la résistance des streptocoques aux

macrolides [géne mef(A)] (Courvalin P et al., 2003).

La figure 3 présente une illustration de ces différents mécanismes de résistance au sein des

bactéries a Gram négatif.
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Figure 03: différents mécanismes de résistance aux antibiotiques dans une bactérie Gram

négative, adapté de Guardabassi et Courvalin (2006).

2.2. Mécanismes génétiques

Le déterminisme génétique de la résistance, qu’elle soit naturelle ou acquise, est de mieux en
mieux appréhendé grace aux progres des méthodes d’analyses moléculaires incluant le clonage
de genes, I’amplification génique (polymerase chain reaction [PCR]), le séquencage et plus
récemment 1’amplification génomique. La résistance acquise d’une bactérie offre un éventail tres
diversifié de solutions génetiques que celle-ci peut développer a I’égard des antibiotiques. Parmi
les définitions de la résistance proposees ci-dessus, plusieurs d’entre elles sont d’ailleurs en
relation directe avec le déterminisme génétigue comme les résistances chromosomique,

extrachromosomique, plasmidique, transposable, inductible, constitutive ou déréprimée, etc.

De maniéere un peu schématique, les meécanismes génétiques sont de deux types : modification
d’ADN chromosomique par mutation et transferts d’ADN plasmidiques, ces deux mécanismes
pouvant survenir simultanément ou successivement. Ces deux grands types d’événements
peuvent survenir de manicre trés variée comme I’illustrent les exemples suivants ou encore,

schématiquement, (Figure 04)
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Figure 04. Destins possibles d’un géne de résistance aux antibiotiques. tra : transférable.
(A. Philippon et al., 2008).

Il peut s’agir d’'un géne de résistance en position chromosomique spécifique d’espece et
responsable de la résistance naturelle a plusieurs antibiotiques de la méme famille, par exemple
les pénicillines telles ’ampicilline, I’amoxicilline et la ticarcilline. Ce géne peut se transposer sur
un ADN cytoplasmique de type plasmide multi copie qui va alors générer une plus grande
quantité d’enzyme, donc un niveau de résistance beaucoup plus important incluant maintenant la
pipéracilline, les céphalosporines de premiere et de deuxieme génération (C1G, C2G). Le gene
transposé sur un plasmide conjugatif, dit « tra+ » pour transférable, peut alors diffuser dans
d’autres bactéries, jusque-la naturellement sensibles a ces antibiotiques. Cependant, dans des
conditions de survie difficiles liées a une pression antibiotique a la suite d’un traitement,
certaines bactéries transposent du chromosome au plasmide, en amont du gene de résistance, une
séquence d’insertion IS. La conséquence est une production d’enzyme trés augmentée. Un autre
événement génetique, banal en apparence, permet a la bactérie de surmonter le dernier traitement
a base de C3G. Le géne de résistance peut muter, ¢’est-a-dire qu’a la faveur du renouvellement
de ’ADN (réplication), un changement minimal d’une base va entrainer dans 1I’enzyme le codage
d’un nouvel acide aminé. Cette mutation dite « ponctuelle » va modifier la structure tertiaire de
I’enzyme et donc lui donner, peut-€tre, beaucoup plus d’affinité pour la C3G (Km [constante de

Michaelis] diminuée) et donc permettre de 1’inactiver.
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D’une pénicillinase spécifique d’espéce, la bactérie, en quelques éveénements génétiques de
fréquence faible, de I’ordre du millioniéme pour chacun d’entre eux, a donné la possibilité a
d’autres bactéries de parenté proche de survivre a une attaque par C3G. Si le dernier recours
reste les carbapénémes telle 'imipénéme, la grande question que I’on peut se poser est la
suivante : existe-t-il une mutation ponctuelle permettant a 1’enzyme codée d’inactiver
I’imipénéme ? C’est une probabilité possible ; elle peut étre appréciée soit in vitro au laboratoire

par sélection de mutants, soit en clinique avec 1’émergence de souches résistantes.

Le scénario précédent pourrait s’appliquer en pratique a la béta-lactamase chromosomique de
I’espéce Klebsiella pneumoniae dénommée SHV-1 ou encore, comme démontré beaucoup plus
récemment, chez une autre entérobactérie de 1’environnement, d’isolement rare en pratique
médicale, Kluyvera ascorbata, progéniteur probable des béta-lactamases du groupe CTX-M
(Humeniuk C et al., 2002). Le terme CTX-M désigne une plus grande activité de ces enzymes
vis-a-vis du céfotaxime (C3G) que de la ceftazidime (autre C3G). Elles peuvent ensuite évoluer

par mutation et donc acquérir la résistance vis-a-vis de cette derniére C3G.

Si nos connaissances au plan génétique ont fantastiquement progressé au cours de la derniere
décennie, I'usage de plus en plus répandu des techniques d’analyse moléculaire au plan mondial
permet de nouvelles découvertes, expliquant partiellement la diffusion de nouveaux génes de
résistance. L’acquisition d’éventuels genes de résistance s’effectue donc, le plus souvent par
conjugaison, par simple contact entre deux bactéries pouvant étre d’especes différentes. Ces
genes de résistance sont portés sur diverses structures génétiques de type plasmide, intégron avec
un ou plusieurs genes cassettes. Les analyses comparatives de séquences ont conduit a la
découverte récente de nouvelles structures génétiques avec les common region (CR) et leurs

probables recombinases (Partridge SR et al., 2003).

En conclusion, les bactéries, en particulier commensales, constituent d’importantes populations,
de I’ordre de 108 10% individus par millilitre ou gramme dans lesquelles peuvent préexister des
variants moins sensibles ; aussi la pression de sélection d’un antibiotique actif peut favoriser leur

émergence, d’ou de constante évolution probable.
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I1. Les béta-lactamases a spectre élargi(BLSE)

2.1. Historique

Le Premier mécanisme de résistance aux B-lactamines était la production de pénicillinases a
spectre étroit apres la commercialisation de la pénicilline au début des années 40. Devant
I’émergence de ces enzymes, des céphalosporines a spectre ¢largi de troisieme génération (C3G)
ont été développées dans les années 70-80. Cependant, leur utilisation hospitaliére intensive a
favorisé D’apparition précoce (1983) de nouvelles enzymes capables de les hydrolyser. Ces
enzymes, du fait de I’élargissement de leur activité, sont appelées B- lactamases a spectre étendu

(BLSE).

La premiere BLSE deécrite en 1983 en Allemagne était isolée en milieu hospitalier. Ces BLSE
principalement produites par les Klebsiella sp et les Enterobacter sp étaient associées a de
nombreuses épidémies hospitaliéres notamment en réanimation. Les BLSE les plus fréquentes
étaient de type TEM ou SHV (El hani, 2012).

En 1989, un nouveau type de BLSE capable d’hydrolyser le céfotaxime a été isolé chez un

enfant de 4 mois a Munich d’ou sa désignation CTX-M (CTX pour céfotaxime et M pour

Munich) ; (Ndir, 2015).

Gentamicin

Penicillin Methicillin Nalidixic Acid
\ Tetracyclines [ { Norfloxacin Tigecycline
1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
PRSA o AmpC NDM-1
MRSA XPC
VRE
VRSA
Sulfonamides ‘ ’
Vancomycin Ceftriaxone Linezolid
Polymyxins
Cephalexin Imipenem Daptomycin

Erythromycin

Figure 05: Historique de I’émergence des principaux types de B-lactamases (Ndir, 2015).
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2.2. Définition

Les BLSE sont caractérisées par une résistance a haut niveau aux amino-carboxy-
acyluréidopénicillines ainsi qu’aux céphalosporines de premicre et deuxiéme génération, et par
une diminution plus ou moins franche de ’activité des C3G et des céphalosporines de quatrieme
génération et de I’aztréonam (Philippon A et al., 1989). Les BLSE « les p-lactamases a large
spectre » ont été nommées ainsi afin de les différencier de leurs enzymes parentales qui
n’hydrolysent pas les C3G. Cette dénomination de BLSE fait ainsi référence a un élargissement
du spectre d’inactivation vis-a-vis des C3G ou encore de I’Aztréonam. L’activité des
céphamycines et celle de I'imipénéme restent inchangées. Cependant, ces [-lactamases sont
inhibées par les inhibiteurs de [-lactamases (acide clavulanique, sulbactam, tazobactam) qui
restaurent en grande partie 1’activité des pénicillines auxquelles ils sont associés. 11 s’agit d’un
phénomene d’inhibition irréversible avec destruction de I’inhibiteur (action suicide) : I’inhibiteur
sert de leurre a I’enzyme et est détruit a la place de la molécule d’antibiotique. En cas de forte
production de B-lactamases, celles-ci peuvent ne pas étre toutes détruites par 1’inhibiteur, ce qui

conduit a un échec thérapeutique (Drawz SM et al., 2010).

2.3. Dénomination

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

d'hydrolyse comprenant notamment lesC3G.

Récemment, un groupe de microbiologistes cliniques a proposé un élargissement de la
définition de ce terme vers les céphalosporinases plasmidiques et les carbapénémases
(notamment KPC) (Giske CG et al.,2009). En réponse, un autre groupe de microbiologistes a
argumenté en faveur du statu quo, en raison du raccourci proposé, et de la confusion parmi les
scientifiques, le terme générique pour nommer les céphalosporines plasmidiques comme BLSE,
ou I'hypothese du clinicien selon laquelle le traitement par les carbapénemes implique un risque

de contamination des "BLSE", ce qui désignerait les carbapénémes (Bush K et al.,2009).
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Si aucun consensus n’a été dégagé, ce débat apparait comme légitime devant la diversité

croissante des p-lactamases.

2.4. Nomenclature des g-lactamases a spectre élargi

Les B-lactamases sont des enzymes d’inactivation hydrolysant le pont amide du cycle B lactame
(correspondant a la structure de base des B-lactamines) pour donner un acyl enzyme qui sera
ensuite dégradé en acide inactif. Cependant, la nomenclature des B-lactamases n’était pas
toujours liée a leur fonction. En fait, I’absence, préjudiciable, de régles dedénomination précises
a entrainé une continuelle confusion avec au fur et a mesure du temps, des substitutions de
dénominations. Ainsi une pénicillinase plasmidique PIT-2 dans les années 1970 a été renommée
SHV-1 pour sulfihydroxyl variable (Jacoby GA, 2006).Un autre exemple ancien d’attribution de
plusieurs déenominations pour désigner la méme enzyme de type BLSE illustre ce propos : TEM-
12, CAZ-3 et YOU-2 (Jacoby GA, 2006). En fait, toutes ces enzymes sont identiques. En
I’absence de régles strictes de nomenclature, le nom attribué a telle ou telle p-lactamase est le
plus souvent constitué de trois lettres majuscules (exemple : TEM). Les B-lactamase sont été
ainsi nommeées suivant les proprietés biochimiques du substrat, I’endroit ou elles ont été décrites
pour la premiere fois, le nom du patient dont elles ont été isolées pour la premiere fois. 1l
convient de citer la caractéristique enzymatique comme 1’hydrolyse préférenticlle d’une B-
lactamine, caractéristique d’un sous-groupe : CAZ pour ceftazidimase, CTX pour cefotaximase
(Jacoby GA, 2006).
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Tableau n°1 : Exemples d’appellation de certaines BLSE (EI Bouamri, 2017).

Nom de I’enzyme

PIT-1et PIT-2 Pitton
HMS Hedges-Matthew-Sykes
NORA Nordmann

SAR South Africa

VEB-1 Vietnam Extended spectrum B-lactamase

RHH Royal Hallamshire Hospital

MGH-1 Massachusetts General Hospital

DHA-1 Dharan Hospital

BEL-1 Belgique (2004)

BES-1 Brésil (1996)
0 [eetdie

PSE Pseudomonas Specific Enzyme

MAL Levineamalonatica

FEC Fecal E.COLI

PER-1 Pseudomonas aeruginosa

OoXY K.oxycata

MOR Morganella morganii

2.5. Epidémiologie

Les BLSE sont retrouvees essentiellement dans la famille des entérobactéries, principalement
Escherichia coli et Klebsiella, plus rarement Serratia, Citrobacter, Enterobacter, Morganella,
Proteus, Salmonella, Shigella ou des bactéries Gram négatif non fermentatives comme

Pseudomonas, Acinetobacter et d’autres.

Depuis la premiere découverte de bactéries productrices de BLSE, on observe une augmentation

du nombre de patients colonisés et du nombre d’infections a ces germes, ainsi qu’une treés grande
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hétérogénéité de ces enzymes avec une nomenclature complexe (tableau 2) (Coque TM et
al.,2008).

Tableau 2 : Principales béta-lactamases et leurs inhibiteurs

Enzyme Activite enzymatique préférentielle Inhibiteurs
péniciline  CIG C3G @ Aztréonam Imipénem  Clavulanate EDTA
Pénicillinases a spectre +++ +- - - - +++ -
resteint
(exemple : TEM-I, SHV-I)

Céphalosporinases ++ ++ 4+ - - - -
(exemple:Enterobacter) +
Béta-lactamases a +++ ++  ++ ++ - +++ -

spectre élargi
Dérivés de TEM, SHV
Métallo-bétalactamases ~ ++ ++ o+ - ++ - ++

Carbapénémase

Les BLSE type TEM et SHV ont éte décrites en premier dans le milieu hospitalier, en particulier
chez Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli et d’autres entérobactéries. Indépendamment, en
milieu communautaire, ce sont les BLSE type CTX qui sont apparues dans E.coli, liees a des
infections urinaires. Au cours des dernieres années, on a observé une circulation des souches
entre les milieux hospitalier et communautaire, 1l est clairement établi que le développement et la
propagation de BLSE sont liés a I’utilisation des béta-lactamines, que la colonisation du tube
digestif joue un role important, mais le mode de transmission n’est pas clairement établi (contact

cutané, consommation d’aliments).

La complexité des BLSE expose le laboratoire de bactériologie a des difficultés diagnostiques
importantes, qu’on arrive a gérer grace a différentes techniques microbiologiques, la formation

post graduée et des logiciels facilitant ’interprétation des observations.

La prévalence des BLSE varie selon les régions et les institutions. Elles sont les plus élevées en

Europe méditerranéenne (> 20%) et en Amérique du Sud en comparaison a I’Europe du Nord et
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aux Etats-Unis (<5%). En Suisse, en 2008, on estime a 3,3% le taux de prévalence de souches
d’E. Coli BLSE communautaires et a 4,6% le taux des E. coli BLSE hospitaliers. Dans une étude
espagnole, I’incidence d’infection a été estimée a 2,2 cas/100 000 personnes/an. Les facteurs de

risque favorisant une colonisation ou une infection a BLSE sont resumés dans le tableau 3.

Tableau 3: Facteurs de risque pour la colonisation/infection par des bactéries productrices béta-
lactamases a spectre élargi. (Jacoby GA et al.,2005).

Durée Age avancé
Hospitalisation de longue durée
Soins intensifs de longue durée (adultes et
nouveau-nés)

Maladie sous-jacente Diabéte de type 2
Dépendant de soins lourds
Maladies débilitantes
Escarres

Antibiotiques préalables Céphalosporines de troisiéme génération
Triméthoprime-sulfométhoxazole
Ciprofloxacine et autre fluoroquinolones
Quantité globale d’antibiotiques
Antibiothérapie tardive d’ infections
Infections urinaires récidivantes

Corps étrangers Sonde urinaire
Gastrostomie ou trachéostomie
Intubations

Cathéters vasculaire,némodialyse

Lorsque les BLSE ont été reconnues pour la premiere fois dans les années 1980, on a découvert
qu'il s'agissait de mutations ponctuelles des enzymes TEM et SHV.des enzymes TEM et SHV,
qui ont entrainé une résistance aux antibiotiques de la classe des B-lactamines (Fam N et

al.,2011). Les mutations dans génes ont entrainé une activité catalytique élevée pour les béta-
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lactames en raison de faibles valeurs de Km (c'est-a-dire une affinité élevée) pour les composés
de type TEM et SHV. Les types TEM et SHV ont été reconnus dans le monde entier et plus de
100 mutations ont été signalées comme étant responsables de la résistance aux ceintures de
sécurité a spectre étendu. responsables de la résistance aux céphalosporines a spectre
étendu(Khalaf NG et al.,2009).Tout autour du Globe 150 millions d'infection par le tractement
urinaire par an ont été rapportés et environ 35% de ceux qui souffrent d'infection
nosocomiale(Babini GS, Livermore DM, 2000).La prévalence des bactéries produisant BLSE
varie globalement & travers le monde, y compris I'Etat américain d'Amérique(Nord et Sud),
Europe, Afrique, Afrique du Nord et Afrique du Sud) et pays d'Asie. dans les hdpitaux algériens,
les BLSE sont détectés dans 16,4-31,4% des échantillons cliniques. Les BLSE de classe A
étaient plus communes, mais I'Ampc (pAmpC) cumolé plasmidique a également été détecté dans
les échantillons. En Egypte, les BLSE ont été trouves dans 11-42,9% des échantillons dans les
deux hépitaux et parmi la Communauté (Isendahl J et al., 2012).

2.6. Classification des béta-lactamases

Deux types de classification sont principalement utilisés pour ces enzymes. Il s’agit de la
classification structurale proposee par Ambler(1991) et la classification fonctionnelle selon
Bush Jacoby-Medeiros(2010).

2.6.1. Classification de Ambler

L’arrangement d'Ambler se base sur la structure primaire des béta-lactamases. En fonction de
I'hnomologie de leur séquence en acides aminés, on distingue quatre catégories (A, B, C et D).
Les béta-lactamases des classes A, C et D font partie des enzymes a sérine active, qui possédent
dans leur site actif une sérine qui intervient dans le mécanisme d'acylation au cours de
I'hydrolyse des béta-lactamines. Dans la classe B sont inclus les métallo-béta-lactamases dont
I'activité nécessite la présence d'ions métalliques (un ou deux particules de zinc). (Ambler et al.,
1991)

Les béta-lactamases ayant une activité de carbapénémase ont les plus puissants mécanismes de
résistance aux carbapénémes. Ces carbapéneémases sont identifiées de facon croissante chez les

entérobactéries dans le monde entier.
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2.6.1.1 Diversité des carbapénémases

Les carbapénémases décrites chez les entérobactéries sont trés diverses sur le plan structural.
Elles appartiennent aux classes A, B et D de la classification de Ambler, baseée sur les
homologies de séquence des p-lactamases (tableau 4) ; (Ambler RP, 1980). Les plus
importantes cliniqguement sont actuellement les p-lactamases de type KPC, NDM/IMP/VIM et

OXA-48, appartenant respectivement aux classes A, B et D.
Tableau 4: Caractéristiques structurales des carbapénemases selon la classification de Ambler

(Ambler RP, 1980).

Classe A Classe B Classe D
Site actif de I’enzyme Sérine Zinc Sérine
Enzymes le plus KPC VIM, IMP, NDM OXA-48
souvent rencontrées
Especes les plus Entérobactéries, Entérobactéries, Entérobactéries,
touches A. baumannii, A. baumannii, A. baumannii
P. aeruginosa P. aeruginosa

v/ Carbapénémases de classe A
Les carbapénémases de classe A (sous-groupe 2f de Bush) sont des enzymes plasmidiques
(Bush K et al., 1995). ou plus rarement chromosomiques comme SME, IMI et NmcA (Bush K
et al., 1995) KPC, la carbapénémase plasmidique de classe A la plus fréquemment rencontrée,
hydrolyse davantage les céphalosporines et les pénicillines que les carbapénémes et I’aztréonam

(Thomson KS,2010).

Les enzymes de cette classe A sont inhibées a des degreés variables par 1’acide boronique, I’acide
clavulanique et le tazobactam (Pasteran F et al., 2009). mais cependant davantage par ce

dernier. L’EDTA n’a aucune action sur elles (Bush K, Jacoby GA, 2010).
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v' Carbapénémases de classe B

Les métallo-p-lactamases (MBL) comme VIM, IMP, et NDM-1 correspondent a la classe B de
la classification d'Ambler (groupe 3 de Bush). Les MBL différent des sérines carbapénémases
par la présence d’ions zinc au niveau du site actif qui catalysent la réaction enzymatique. Elles
comptent actuellement plus de 80 enzymes découvertes a travers le monde dans de nombreuses
espéces, plus de 75 % de ces genes étant portés par des plasmides (BushK, 2010). Elles
hydrolysent largement les carbapénemes, les pénicillines et les céphalosporines. Elles épargnent
I’aztréonam (Bush K, Jacoby GA, 2010). NDM-1 présente un spectre d’hydrolyse similaire a
celui de VIM2 et IMP-1 mais avec une cinétique d’hydrolyse des carbapénémes plus lente
(Bush K, 2010).

Toutes les MBL sont inhibées par des agents chélateurs du zinc comme 'EDTA mais aussi
par I’acide dipicolinique. En revanche, I’acide clavulanique, 1’acide boronique ou le tazobactam

n’exercent aucune activité inhibitrice sur ces enzymes (Bush K, Jacoby GA, 2010).

v Carbapénémases de classe D

Les carbapénemases de classe D correspondent aux enzymes de type oxacillinases a activité
carbapénémase (sous-groupe 2df de Bush) : OXA-48, OXA-163, OXA-181 essentiellement.
Leur activité carbapénémase est cependant faible avec une vitesse d’hydrolyse du meropénéme
inférieure a celle de ’imipénéme, mais 40 a 50 fois plus faible que celles retrouvées pour les
pénicillines. Elles n’hydrolysent pas ou peu les céphalosporines de 3¢éme génération, ce qui rend
leur détection délicate. En revanche, elles hydrolysent fortement la témocilline (ou 6-a-
methoxy-ticarcilline) (Maurer FP et al., 2015). et sont définies par leur activité hydrolytique

vis-a-vis de la cloxacilline ou de ’oxacilline.

Elles sont résistantes aux inhibiteurs suicides de p-lactamases (acide clavulanique et
tazobactam) et ’EDTA n’a aucune action (Bush K, Jacoby GA, 2010).

Leur présence est souvent couplée a la présence d’une B-lactamase a spectre étendu (BLSE), ce
qui conduit a une multi résistance des souches sécrétrices. Elles sont le plus fréquemment

décrites chez Acinetobacter baumannii et les entérobactéries (Bush K, Jacoby GA, 2010).

Chez les entérobactéries, la carbapénémase la plus répandue en France et en Europe est OXA-48.
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2.6.2. Classification de Bush-Jacoby-Medeiros
Classées en groupe de 1 a 4 avec plusieurs sous-groupes, la classification des enzymes se
base sur leurs propriétés fonctionnelles definies par leur préférence en termes de substrat et
leur profil d’hydrolyse. (Bush ET Jacoby, 2010)

% Bétalactamases classe A
Ces enzymes chromosomiques ou dérivées de plasmides se caractérisent par leur capacité a
Hydrolyse des amides cycliques liés aux molécules du cycle béta-lactame. cet evénement
L'hydrolyse induit la pénicilline et l'acide pénicillique pour former de l'acide pénicillique Les
céphalosporines sont utilisées pour les céphalosporines. Ce sont la pénicillinase et la
céphalosporinase (premiere génération) généralement pour les inhibiteurs tels que l'acide

clavulanique et Tazobactam.

% Bétalactamases classe B
Les enzymes de ce groupe sont appelées métallo-béta-lactamases car elles utilisent des ions, Lors
de l'attaque du cycle B-lactame, ce sont principalement les ions zinc qui agissent comme
cofacteurs. Leur Hydrolyse également les pénicillines, les céphalosporines et les carbapénémes,
mais toujours présents Inactif a l'aztréonam et insensible aux inhibiteurs de béta-lactamase
(Harris, 2015).

% Bétalactamases classe C
Ce type d'enzyme est la céphalosporinase AmpC codée par le géne, A l'origine & médiation
chromosomique, maintenant a médiation plasmidique. Ce sont des céphalosporinases a large
spectre qui sont actives contre I'aztréonam et moins sensibles a I'aztréonam Inhibiteurs de la

béta-lactamase (Harris, 2015).

% Bétalactamases classe D
Ils se caractérisent par leur capacité a hydrolyser les penicillines telles que l'oxacilline et
Meéticilline. Leur activité est peu affectée par les inhibiteurs de la [B-lactamase. Décrits
principalement chez Acinetobacter, certains membres de cette famille, dont OXA 10 et OXA-11,

ont une activité a large spectre, assurant céphalosporines de troisieme génération.
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2.7. Les types des BLSE
2.7.1. Anciennes BLSE

2.7.1.1. Les BLSE de type TEM et SHV

Appartenant a la classe A, elles dérivent par mutation ponctuelle des genes de B-lactamases de
type TEM-1, TEM-2 et SHV-1 entrainant la substitution dela4 acides amines(Livermore DM,
1995).Ces substitutions touchant moins de 2 % de la séquence protéique, sont suffisantes pour
remodeler le site actif de DI'enzyme et lui permettre d’étre actif sur la plupart des
céphalosporines amino thiazoliques en augmentant ’affinit¢é (Km faible) et les vitesses
d’hydrolyse vis-a-vis de ces nouvelles B-lactamines « réputées stables » (C3G), d’ou un
¢largissement du spectre d’inactivation (Livermore DM, 1995).il existe aussi une relation entre
la structure (localisation de ou des substitutions) et leur pouvoir d’inactivation mesurée en

terme de Km, Vmax et indirectement dans la bactérie (CMI).

Des phénotypes de résistance ou antibiotypes ont ainsi été individualisés, tels que la
“ceftazidimase” (haut niveau de résistance vis-a-vis de la ceftazidime comparé a celui de la
céfotaxime. Il peut y avoir un effet cumulatif de la résistance selon le nombre de mutations
(SHV-2 et SHV-5).

2.7.1.1.1. Les BLSE de type TEM (Temoneira-Non du patient)

L’enzyme parentale TEM-1 est la premiére B-lactamase plasmidique décrite chez les bactéries a
Gram négatif en1965 (Datta N et al., 1965) Elle était produite par une souche d’ E. coli isolée
chez une patiente nommeée Temoneira en Greéce, d’ou la nomination. Les substitutions d’acides
aminés qui ont eu lieu au niveau de I’enzyme TEM sont localisées a des positions limitées. Les
substitutions d’acides aminés aux positions 104, 164, 238 ou 240 produisent un phénotype BLSE
mais les BLSE de type TEM avec un plus large spectre possédent plus d’une substitution
(Bradford PA, 2001). Beaucoup d’enzymes de type TEM induisent une résistance plus
importante a la ceftazidime et a I’aztréonam qu’au céfotaxime, mais ceux qui possédent une
substitution d’une sérine a la position 238 induisent aussi une résistance au cefotaxime.
Actuellement, plus de 160 enzymes de type TEM ont été décrites en se basant sur les différentes
combinaisons de changement d’acides aminés. Il est important de noter que tous les mutants des

enzymes TEM-1 et TEM-2 ne sont pas des BLSE, comme les enzymes TEM résistantes aux
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inhibiteurs (TRI) ou encore les enzymes CMT (Complex mutant TEM) qui sont a la fois TRI et
BLSE. Les génes bla TEM-1 et blaTEM-2 sont portés par le transposon Tn3 comme la majorité
des BLSE de type TEM. Les génes bla TEM n’ont jamais été identifiés a 1’intérieur d’une
structure en intégron (Poirel L et al.,2008).

2.7.1.1.2. Les BLSE de type SHV (Sulfhydryl Variable)

Les BLSE de type SHV dérivent toutes de SHV-1 qui est une B-lactamase codée par le géne bla -
SHV chromosomique naturellement présent chez les souches appartenant au phylo groupe Kpl
de I’espece K. pneumoniae (Brisse S et al., 2001) ; (Haeggman S et al., 2004). SHV-1 est
responsable aussi de pres de 20 % de la résistance plasmidique a I’ampicilline chez cette espece
(Bradford PA,2001). Cette désignation SHV est liée au sulfhydryl variable. Elle a été choisie
parce que ’on pensait que I’inhibition de I'activit¢é SHV par le p-chloromercuribenzoate est
variable suivant le substrat utilisé (cette activité n’a jamais €té confirmée avec 1’enzyme purifiée)
(Paterson DL et al., 2005). Plus de 100 variants SHV BLSE ont été décrits. SHV-12, SHV-2 et
SHV-5 sont parmi les BLSE de type SHV les plus communes. La majorité des BLSE de type
SHV a éte détectée chez K. pneumoniae. Cependant, ces enzymes se sont disséminées vers
d’autres entérobactéries et des épidémies a Pseudomonas aeruginosa et a Acinetobacter spp.
producteurs de BLSE de type SHV ont été déecrites (Poirel L et al., 2004;Naiemi NA et
al.,2005). Comme pour les génes blaTEM, les geénes bla SHV n’ont jamais été décrits a

I’intérieur de structures en intégron (Poirel Let al., 2008).
2.7.2. Nouvelles BLSE

2.7.2.1. Les BLSE de type CTX-M (Cefotaximase-Munich)

La premiére BLSE de type CTX-M (FEC-1) a été décrite chez une souche d’E. coli au Japon en
1986 (Matsumoto Y et al., 1988). Depuis, plus de 110 variants CTX-M ont été décrits et ont été
classés en 6 groupes phylogénétiques : le groupe CTX-M-1 avec M-1, 3, 10, 11, 12, 15, 22, 23,
28, 29 et 30 ; le groupe CTX-M-2 avec M-4, 5, 6, 7, 20, et Toho-1 ; le groupe CTXM-8 avec
CTX-M-8, CTX-M-40 et CTX-M-63 ; le groupe CTX-M-9, avec M-13, 14, 16, 17, 18, 19, 21,
27, le groupe CTX-M-25 avec CTX-M-26 et enfin le groupe CTX-M- 45.Ces nouvelles BLSE ne
sont pas étroitement liées aux B-lactamases de type TEM ou SHV puisqu’elles ne présentent que

40 % d’homologie avec ces BLSE classiques (Bradford PA,2001). Les analyses génétiques ont

23



Synthése bibliographie chapitre 2 : Les béta-lactamases a spectre éIargi(BLSE)_

montré que les génes progéniteurs appartiennent au genre Kluyvera, entérobactéries d’isolement
trés rare en bactériologie médicale (Bonnet R, 2004;0Olson AB et al., 2005). Le groupe CTX-M
conférait a I’origine, chez les entérobactéries, un plus haut niveau de résistance au céfotaxime
(ou ceftriaxone), céfépime et 1’aztréonam qu’a la ceftazidime, d’ou la nomination CTX-M.
Certaines d’entre elles ont évolué plus récemment par mutation (ponctuelle ou non) générant
également un haut niveau de résistance a la ceftazidime telles que les enzymes CTX-M-15,
CTX-M- 16, CTX-M-19, CTX-M-23 et CTX-M-32. Les BLSE de type CTX-M sont inhibées

plus par le tazobactam que par I’acide clavulanique.
2.7.2.2. BLSE de type PER (Pseudomonas expanded résistance)
a-L'enzyme PER-1

Initialement découverte en 1993 chez P. aeruginosa en Turquie, est fréquente chez
P.aeruginosa et  Acinetobacter spp. mais a aussi été  détectée  chez
S.entericasérovarTyphimurium, Providenciaspp., Proteus mirabilis et Alcaligenes faecalis
(Weldhagen GF et al., 2003). En Turquie, une étude récente a montré que 32 % des souches
résistantes a la ceftazidime de P. aeruginosa et 55 % de celles de A. baumannii étaient
productrices de PER-1 (Nass T et al., 2008). Enfin, une souche de P. aeruginosa produisant a la
fois PER-1 et la carbapénemase VIM-2 a été détectée en Italie (Weldhagen GF et al., 2003).

b-L'enzymePER-2

Cette enzyme présentant 86 % d'identité avec PER-1, a été detectée en 1996 chez S. enterica
sérovar Typhimuriumen Argentine, et depuis chez d'autres entérobactéries, Vibrio cholerae et A.
baumannii (Weldhagen GF et al., 2003;Nass T et al., 2008). A noter que tandis que PER-1 est
surtout présente en Turquie et en Corée du Sud (quelques cas décrits en Italie, France et
Belgique), PER-2 n'a été détectée qu'en

Amérique du Sud. Enfin, une souche de P. aeruginosa produisant a la fois PER- 1 et la
carbapénémase VIM-2 a été détectée en Italie (Weldhagen GF et al., 2003).

2.7.2.3. BLSE de type VEB (Vietnam Broadened range f-lactamase )

L'enzyme VEB-1 (38 % d'identité avec PER-1) a été retrouvée en 1996 dans une souche de E.

coli isolée chez un patient viethamien puis chez P. aeruginosa en Thailande [(Weldhagen GF et
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al., 2003); (Nass T et al., 2008). Plusieurs études épidémiologiques en Thailande et au Vietnam
ont montré que respectivement jusqu'a 40 % et 80 % des souches d'entérobactéries et de P.
aeruginosa résistantes a la ceftazidime produisaient VEB-1 (Nass T et al., 2008).

A ce jour, 4 dérivés de VEB-1 ont aussi été décrits (VEB-2 a VEB-5). Plusieurs épidémies ont
éteé rapportées : A. baumannii VEB-1 en France et en Belgique ; P. mirabilis VEB-1 en Corée du
Sud ; et E. cloacae en Chine.

2.7.2.4. BLSE de type GES (Guyana Expanded Range -lactamase)

Les BLSE de type GES sont de plus en plus rapportées chez les BGN, notamment P.
aeruginosa, E. coli et K. pneumoniae. GES-1 a été initialement décrite chez une souche de K.
pneumoniae isolée en 1998 en France puis en Argentine, au Brésil, au Portugal et aux Pays-Bas
(Nass T et al., 2008).

A ce jour, 9 variations différents ont été décrits dont GES-2 en Afrique du Sud, GES-5 a GES-8
(GES-7 = IBC-1 ; GES-8 = IBC-2) en Grece, GES-3 etGES-4 au Japon, GES-5 en Corée du Sud,
en Chine et au Bresil, et GES-9 en France (Nass T et al., 2008). A noter que, contrairement a la
plupart des BLSE, GES-1 n'hydrolyse pas l'aztréonam et GES-2 hydrolyse les carbapenemes en

étant moins sensible aux IBL.

Enfin, plusieurs épidémies de BGN producteurs de BLSE de type GES ont été rapportées : K.
pneumoniae en Corée du Sud, au France et en Grece, S. marcescens aux Pays-Bas, et P.

aeruginosa en Afrique du Sud (Nass T et al., 2008).

2.7.2.5. BLSE de type OXA (oxacillinases)

Les enzymes de la classe D d’Ambler (ou oxacillinases, OXA) hydrolysent fortement la
cloxacilline, I’oxacilline et la méticilline. Elles se caractérisent classiquement 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 C4G. La faible activité des inhibiteurs sur ces enzymes rend leur détection
phénotypique difficile. A ’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
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qui confére aux souches de cette espéce une résistance de haut niveau a la ceftazidime (Pantel,
2015).

2.8. Les tests de détection de BLSE

Les BLSE sont des béta-lactamases plasmidiques qui dérivent des penicillinases de type SHV ou
TEM capables d’inactiver en particulier les C3G mais sensibles a I’acide clavulanique (Phillipon
A et al., 1988). Les tests de recherche de BLSE sont : le test de synergie et des tests
complémentaires tels que le test a la cloxacilline et le test du rapprochement des disques ainsi
que le test du double disque la Figure 06 montre un exemple de méthodologie suivie pour le
détection de BLSE chez K. pneumoniae.

Test de synergie |

\

Absence de l'image de Présence de l'image de
synergie synergie

I Wrais négatif | | Faux négatif | | “Wrals posiaf | l
- v

‘ Test a la cloxacilline | Souches

BLSE (-)
1 I

Absence de I'image de Présence de lI'image de synergie
synergie

Présence de I'image
de synergie

I'est du rapprochent
des disques

/ \

Absence de I'image
| de synergie

Présence de 'image
de synergie

l -
Souches BLSE (-)

| Test du double disque (test espagnol) w |

Souches BLSE (+/-)

Figure 06. Méthodologie suivie pour la détection des souches de K. pneumoniae productrices de
BLSE (Farah Abid et al., 2007).

2.8.1. Test de synergie

Le test consiste a rechercher une image de synergie entre un disque d’antibiotique contenant un
inhibiteur de béta-lactamases et un disque C3G (ceftriaxone,ceftazidime et cefotaxime ) ou un
mono bactame (aztréoname), cette image de synergie dite en bouchon de champagne est

caractéristique de la présence de BLSE (Figure 07).
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Un inoculum est préparé selon la technique N.C.C.L.S. de I’antibiogramme a partir d’une culture
de 18 heures. Une gélose Mueller-Hinton est ensemencée selon la technique N.C.C.L.S. de
I’antibiogramme, puis deux disques ; I'un contenant I’association amoxicilline — acide
clavulanique et I’autre une cephalo sporine de troisieme génération il est placés cote a cote a 3
cm de distance mesurés centre a centre. Les boites de pétri étaient incubées pendant 18 heures a
37 °C. L’image de synergie peut étre en bouchon de champagne caractéristique de la BLSE, ou
bien en entonnoir correspondant souvent a une hyperproduction de béta-lactames

chromosomiques sensibles a 1’acide clavulanique (Voir figure 07).

Certaines bactéries, comme c’est le cas chez K. pneumoniae sont naturellement résistantes a
certaines béta-lactamases naturelles ; la production d’une béta-lactamase de type penicillinase
rend les souches de K. pneumoniae résistantes aux penicillines. Si cette béta-lactamase est d’une
part sensible a ’acide clavulanique et d’autre part capable d’étre hyper produite, la possibilité
d’un « Faux positif » de BLSE est prévisible, chez le « Faux positif » la souche étudiée ne
possede pas cette enzyme, cela évoque une production élevée de béta-lactamase chromosomique
intrinséque. Chez le « Faux négatif » I’image de synergie est absente la production de BLSE sera
suspectée devant toute diminution de diametre autour des cephalo sporines de troisieme
génération ou des mono lactames; CTx<27 mm ; CAz <22 mm ; CRo <25 mm ; ATM < 27

mm.
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Figure 07.Description de I'image de synergie (Rahal, 1999)1: Synergie en bouchon de

champagne, 2 : Synergie en entonnoir
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Le « Faux négatif » s’observe chez les souches qui possédent deux mécanismes de résistance aux
béta-lactamines, une BLSE et une hyper production naturelle, la synergie recherchée est masquée
par le deuxiéme mécanisme de résistance. La mauvaise expression de béta-lactamase (synergie
faible) peut étre également responsable de « Faux positif ». La lecture du test de Synergie s’avére
souvent délicate pour cela des tests complémentaires doivent étre pratiqués.

2.8.2. Tests complémentaires

2.8.2.1. Test a la cloxacilline

La cloxacilline ajoutée au milieu pour antibiogramme Mueller-Hinton inhibe trés fortement
toutes les cephaloporines de la classe A d’Ambler (Ambler RP,1980). Si un tel mécanisme de
résistance est présent on constate en comparant les boites de Pétri contenant le milieu Mueller-
Hinton a la cloxacilline une restauration de 1’activité des béta-lactamases et apparition de I’image
de synergie en bouchon de champagne recherchée. Le test a la cloxacilline peut étre pratiquée
pour l’antibiogramme ou le test de synergie. Nous pouvons constater une restauration de
I’activité des béta-lactamases testées avec ou sans apparition de ’image de synergie, ou bien pas
de restauration de I’activité des béta-lactamases testés avec ou sans apparition de 1’image de
synergie. Ceci nous permet de classer, selon le cas, le type d’enzyme (béta-lactamase) secretée
(penicillinase de haut niveau ou de bas niveau, cephaloporinase seuls ou avec la présence d’une

BLSE).

2.8.2.2. Test du rapprochement des disques

Lorsqu'un second mécanisme de resistance est susceptible de masquer la présence de I'image de
BLSE, il est possible de retrouver cette image de synergie en rapprochant du disque contenant
I'acide clavulanique les disques de C3G ou daztréonam (15 ou 20 mm centre a centre) la
préparation de l'inoculum et I'ensemencement ont été réalisés de la méme maniere que le test de
synergie, le disque contenant 1’association amoxicilline-acide clavulanique (AMC) et placé au
milieu de la boite de Pétri, les disques de C3G a différentes distances du disque de I'AMC, 15
puis 20 puis 30 mm mesurés centre a centre selon le schéma explicatif dans la figure 08. La
restauration de l'activité du mono bactame utilisé est traduite par l'apparition de l'image de
synergie entre C3G / AMC.
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Figure 08. Schéma de détection des BLSE par le test espagnol (Rahal, 1999)

1. Distance entre AMC et C3G /ou ATM =30 mm
2. Distance entre AMC et C3G/ ou ATM =25 mm
3. Distance entre AMC et C3G / ou ATM =20 mm
4. Distance entre AMC et C3G/ou ATM =15 mm

2.8.2.3.Test du double disque (test espagnol)

La détection de la béta-lactamases 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, précéde par l'application d'un disque contenant l'association amoxicilline — acide
clavulanique (AMC), comparé a un autre disque portant la méme céphalosporine et placé céte a
cote sur la gélose Mueller-Hinton. Une suspension bactérienne d'une opacité égale a 0,5 MC
Farlandest préparé partir d'une culture de 18 h, une gélose Mueller-Hinton est ensuite
ensemencée selon la technique de I'antibiogramme. Deux disques I’'un contenant I’AMC, 1’autre
une céphalosporine de troisieme génération (CTX) selon le schéma (voir figure 09). La diffusion
est faite a la température ambiante du laboratoire pendant une heure, puis le disque 'AMC est
remplacé par un disque contenant la méme céphalosporine de troisiéme génération Les boites de
Péri sont incubées 18 heures a 35 °C (Rahal K,1999).
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Figure 09.Schéma de détection des BLSE par le test espagnol (Rahal et al., 1999)

Le test est considéeré positif si le diamétre de la zone d'inhibition du disque de C3G est inférieur
de 4 a 5 mm compareé a celui observé autour du disque de C3G appliqué aprés pré diffusion du
disque de 'AMC.

2.9. Les bactéries productrice d ‘une p-lactamases a spectre élargi

2.9.1. Les bactéries qui peuvant produire des p-lactamases d ‘interetmedicale

comprennent :

2.9.1.1. Entérobactéries productrices de Béta-lactamases a spectre étendu (EBLSE)

Ce sont Bacilles Gram négatif, leurs hotes habituels sont le tube digestif de I’homme et des
animaux, elles survivent plusieurs jours dans I’environnement. Elles provoquent essentiellement
des infections urinaires ou des bactériuries asymptomatiques, des infections sanguines et des

infections du site opératoire (Lefort A et al., 2012).

Les infections a Escherichia coli et a Klebsiella pneumoniae sont les plus fréquentes et elles
représentent respectivement 32.3% et 10.8% des infections 8 BMR (Colomb-Cotinat M et al.,
2012;Lacoste J et al., 2015).

Les souches de BLSE sont résistantes a I'ensemble des Béta-lactamines sauf les (Céphamycines

et Imipenéme), aux Aminosides et trés souvent aux Fluoroquinolones.
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2.9.1.2. Pseudomonas aeruginosa multirésistant (PAR)

PAR bacille Gram négatif qui vit dans I’eau (robinets, réseaux d'eau, humidificateurs,

nebuliseurs..), les sols humides, ou sur les végétaux.

Parfois retrouvé dans le tube digestif ou 1’oropharynx de I’homme ou d’animaux, elle est
responsable d’infections pulmonaires, urogénitales, ostéo articulaires, cutanées et oculaire
(Nauciel C et al., 2005). Les infections a PAR représentent 23.3% des infections a BMR. Les
souches de Pseudomonas aeruginosa résistantes aux Béta-lactamines (Ticarcilline, Céftazidime
ou Imipenéme), qui ont tendance a étre résistantes aussi aux Aminosides et aux Fluoroquinolones
(Colomb-Cotinat M et al., 2012;Lacoste J et al., 2015).

2.9.1.3. Acinetobacter baumannii multirésistant (ABR)

ABR est un coccobacille a Gram négatif répandu dans la nature, capable de survivre plus de
60jours sur des surfaces seches, responsable de graves infections urinaires, pneumopathies, des

chocs septiques, ....

Les facteurs de risque d’infection a ABR : ventilation artificielle, les cathéters (veineux ou
urinaires), la chirurgie, les traumatismes, et I’'immunodépression (Camille B.,2014). Certaines

souches épidémiques résistantes a I'lmipeneme conduisent a des impasses thérapeutiques.

Les ABR représentent 0.5% des infections a BMR. Elles sont redoutées a 1’hopital car la
persistance de ces bactéries dans I’environnement est parfois impressionnante et sont al’origine

d’épidémies (Colomb-Cotinat M et al., 2012;Lacoste J et al., 2015).
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e

1. Contexte méthodologique

Le nombre de bactéries résistantes aux antibiotiques a augmenté, notamment dans les milieux
hospitaliers et communautaires, et de nouvelles résistances sont apparues. Il s'agit d'un probléeme
de santé publique extrémement grave qui touche de nombreux pays, bien que les souches
résistantes varient souvent d'un pays a l'autre. Au cours des années, le taux élevés de la résistance
aux antibiotiques détectés est alarmant, notamment avec un impact croissant des [-lactamases a

spectre élargi (BLSE).

2. Objectifs du travail

Dans le présent travail nous avons pour but d’interpréter les résultats des études réalisées en
Algérie durant ces derniéres années. Dans ces travaux de recherche, les auteurs ont prélevé et

collecté des souches bactériennes productrices de BLSE.

3. Description de la population d’étude

Un nombre de cing espéces bactériennes productrices de BLSE a été éetudié et évalué pour leurs
résistances aux antibiotiques et leur production de B-lactamase a spectre élargi. Ces souches

collectées dans différents hopitaux d’Algérie, ont fait I’objet d’articles publiés.

Ces souches sont isolées a partir de divers prélevements biologiques issus des patients
hospitalisés admis dans différents services hospitaliers :
e Infectiologie (prélevement urinaire, selles, sperme, prélevement vaginale, etc.).
e Réanimation (sécrétions bronchiques, biopsies bronchiques et trachéobronchiques,
prélevement d’organes, etc.).

e Hématologie (prélevement sanguin).

3.1. Enterobacter cloacae

Notre analyse sur I’évolution de la résistance d’E.cloacae face aux antibiotiques en Algérie, est
basée sur une sélection de 11 articles scientifiques bien étudiés qui touchent diverses régions

dans notre pays.
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Tableau 5.Les articles ayant étudiés E.cloacae dans Algérie

Référence Nombre  Région et Hopital Années/pério

souches de de collecte

Touati et al., 2008 n=2 Deux hopitaux de Béjaia. 2 mois
labadene et al., 2008 n=141 5 hdpitaux a Alger; 2 a (Tizi Ouzou  2003-2007
et Draa El Mizan) ; un a Tlemcen.
Meradi et al., 2011 n=3 centre hospitalier d’ Annaba. 2006-2008
Baba Ahmed etal., 2012 n=1 hopital de Tlemcen. 2008
Gharout et al., 2012 n=>54 laboratoires privés a Bejaia. 2007-2009
Nedjai et al., 2013 n=63 Quatre hépitaux a Annaba. 2009
Baba Ahmed-Kazietal., n=4 hopital de Tlemcen. 2008-2010
2013
Labid et al., 2014 n=11 hopital d’Annaba 2010-2011
Souna et al., 2014 n=42 Tlemcen, Oran et Sidi bel Abbas 2009-2011
Khennouchi et al., 2015 n =27 Constantine, Annaba et Skikda 2012-2013
Lagha et al., 2016 n=>58 Hopital de Laghouat. 2010-2012

a. Etude de la sensibilité aux antibiotiques

Dans les études le test de sensibilité aux antibiotiques a été déterminé par la technique de

diffusion de disque sur la gélose Mueller-Hinton (MH) comme recommandé par le (CLSI).

b. Détection phénotypique des BLSE

Dans les études sus mentionnées, la production de BLSE a été examinée par le test de synergie et

confirmé par le test du double disque (DDST)

* Pour I’études de Baba ahmed et al., 2013 le test a été réalisé sur des boites de Pétri de gélose

MH additionnée de cloxacilline avec une concentration finale de 250 mg /ml

La recherche génotypique est faite par PCR
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3.2. Proteus vulgaris et Providencia stuarti

L’¢tude de labadene et al., 2009 a été menée en 2007 dans laboratoire de bactériologie de
I’hopital Beni Messous a Alger, a partir d’échantillons d’urine et de sang. Le nombre de souches
recueillis est : 5 souches de P. vulgaris (n=4) et une souche P. stuartii (n=1) et identifiés par le
systeme API20E (bio Merieux, Marcy I’Etoile, France).

Le test de sensibilité aux antibiotiques a été réalisé selon la méthode de diffusion sur disque et E
test (AB Biodisk, Solna, Sweden).

3.3. Klebsiella pneumoniae

Un nombre de 6 articles scientifiques ont été étudiés. Les souches de K. pneumoniae ont été
collectées aux différents hopitaux d’Algérie : a Alger Messai et al., 2008; Arafa et al., 2009 a
Constantine ; Zenati et al., 2017 a (Sétif, Bejaia, Constantine) ; a Annaba Belbel et al., 2014 ;
Abid et al., 2007et Benbrahim et al., 2021 a Oran.

Tableau 06. Les articles ayant étudiés Klebsiella pneumoniae en Algérie

Référence Nombre total des Année
souches d’isolement

' (Abidetal., 2007)  n=100 2003-2004 Annaba
(Messai et al., 2008) n =196 2008 Algérie
(Arafa et al., 2009) n=>52 2002-2004 Constantine
(Belbel et al., 2014) n =100 2010-2011 Annaba
(Zenati et al., 2017) n= 200 2012-2014 Sétif, Bejaia, Constantine
Benbrahimet al., 2021  n=630 2017-2018 Oran

a. L’étude de la résistance aux antibiotiques

les analyses de Messai et al., 2008 ; Belbel et al.,, 2014 ; Benbrahim et al., 2021sur la
sensibilité aux antibiotiques des souches de K. pneumoniae isolées a été fait selon la méthode de
diffusion en milieu solide Muéller-Hinton (bio-Rad, Paris, France) tel que décrit par le comité de
I’ Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CA-SFM, 2014).

D
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b. La recherche phénotypique des BLSE

Pour le dépistage de I'activité BLSE de souche de K. pneumoniae des tests ont été réalise :

Pour Messai et al., (2008) ; Arafa et al., (2009) ; Belbel et al.,(2014), Zenati et al., (2017) ;
Benbrahim et al., (2021)ont utilisé le test de synergie a double disque (DDST) pour la détection
des BLSE. En plus du test de synergie, des tests complémentaires ont été utilisées dans 1’étude de

Abid et al., 2007ce sont:

- le test a la cloxacilline.

- test du rapprochement des disques.

- le test du double disque (test espagnol).
La détection moléculaire est faite par PCR

3.4. Escherichia coli

Notre analyse sur I’évolution de la résistance d’E. coli face aux antibiotiques en Algérie, est
basée sur une sélection des recherches scientifiques bien étudiés qui touchent diverses régions
d’Algérie.

Tableau 07. Les articles ayant étudiés E. coli en Algérie

Messai et al., 2006 N =203 Alger

Betitra et al., 2014 N =30 Bejaia

Ayad et al., 2016 N =239 (Tlemcen, Sidi Bel
Abbes et Oran).

Zenati et al., 2019 N =83 Tlemcen

Nabti et al., 2019 N =215 Sétif

Henniche et al., 2021 N=72 Alger
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a. L’étude de la résistance aux antibiotiques

Dans ces études, la résistance des souches d’E.coli a été recherchée par la méthode de diffusion
de disque. D’autre part, interprété les analyse de Messai et al., 2006 ; Betitra et al.,2014 et
Nabti et al.,2019 selon les directives du Comité Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie et CLSI pour les études de Henniche et al., 2021 ; Zenati et al., 2019.

b. Détection phénotypique des BLSE

Pour toutes les études la détection de BLSE a été realisée par le test de la synergie de double
disque avec test E-test pour 1’étude de Nabti et al., 2019 .la détection génotypique est faite par
PCR

3.5. Salmonella enterica

Des souches de salmonella de différents sérovars d’origine humaine connus par des données de
résistance aux antibiotiques et productrices de BLSE ont été isolées dans les laboratoires de
biologie clinique de differentes régions, comme le montre le tableau 08 :

Tableau 08. Les différents sérovars de Salmonella enterica

Sérovars Année Région Réference
Senftenberg 2005 Constantine Naas et al.,
Kedougou 2008 Tizi-ouzo Touati et al.,
Infantis 2011 Canstantine Naas et al.,
Brunei et Heidelberg 2012 Alger Kermas et al.,

Pour Naas et al., 2005, 2011; Touati et al., 2008; Nass et al., 2011 ; Kermas et al., 2012, les
analyses de la sensibilité aux antibiotiques des souches de Salmonella Enterica isolées a été
testée selon la méthode de diffusion en milieu solide Muéller-Hinton, et ont été interprétés selon
les données du CLSI.
la détection des BLSE a ¢été réalisé a 1’aide d’un test de synergie double disque (DDST) et des

techniques moléculaires

36



Discussion des

X

@ 4 7 -

)/g Reésultats anterieurs
@E

Partie 3 : @\){

)
el



Partie 3 Discussion des résultats antérieurs

4. Discussion des Résultats antérieurs
4.1. Enterobacter cloacae

L’E.cloacae était isolée principalement lors des infections nosocomiales, notamment les
infections urinaires suivies des sur infections des plaies chirurgicales et des infections

pulmonaires.

La premiére constatation a trait aux infections a E. cloacae isolées dans les hdpitaux, montre que
la plus part des souches étaient résistantes aux antibiotiques testés notamment les
céphalosporines de 3éme génération C3G, et un taux de résistance de 100% pour la ticarcilline et
la pipéracilline, retrouvés dans les études de Gharout et al., 2012 ; Kazi et al., 2013 ; Nedjai et

al., 2013 et Labid et al., 2014) .Toute fois, les souches restent sensibles a I'imipénéme.

La production de BLSE est indiquée dans les zones d'inhibition entre les disques contenant de
I'acide clavulanique et du céfotaxime, de la ceftriaxone, de la ceftazidime ou du céfpirome, par
I’apparition de bouchon de champagne. Le nombre de souches productrices de BLSE dans

chaque étude est présenté dans la figurelO.

Figurel0.Répartition du nombre des souches Enterobacter cloacae productrices de BLSE
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En ce qui concerne les BLSE, Toutes les études ont trouvés une fréquence élevée de souches
exprimant phénotypiquement des BLSE. Un nombre élevé d’isolement a été rapporté par
labadene et al., 2008, Nedjai et al., 2013et Souna et al., 2011(avec 25, 30 et 42 souches
respectivement).

En revanche, les valeurs rapportées les plus faibles concernaient les études de Gharout et al.,
2012 (14%) et Lagha et al., 2016 (10.34%). Ces résultats sont en corrélation avec les travaux
réalisés en Corée (35,4%) par Park et al., 2005 ;Bell et al., 2003 qui ont rapporté des taux de

(43%) dans des pays tels que Singapour, la Chine continentale et les Philippines.

Par amplification de la réaction en chaine de la polymérase(PCR) et séquencage ces études
rapportent la présence des genes de la résistance de type CTX-M15 et TEM-1, ceux-ci ont été
détectés dans les hopitaux algériens soit individuellement, soit en combinaison.

Pour I’étude de labadene et al., 2008 la présence des seuls CTX-M-3, CTXM-15, SHV-12 et
VEB-1. Le premier rapport d’'un TEM-136en Afrique a Annaba a été signalée dans I’étude de
Labid et al., 2014.Les gene CTX-M-15 et CTX-M-3 etaient le plus souvent rapporté ; a I’ouest
69 souchesCTX-M-15 et 2 souches CTX-M-3ont éte rapportés par Baba Ahmed-KaziTani et
al.,, 2013, a I’est de Algérie 33souches CTX-M-15 et 5 souches CTX-M-3 ont éte isole par
Gharout et al., 2012

En tunisie, Réjiba et al., avaient signalé en 2011, I’émergence de CTX-M-15 dans 31 souches

isolées; tandis que 26 souches abritait également le géne TEM-1.

4.2. Klebsiella pneumoniae

La répartition des souches en fonction des prélévements est présentée dans la figurell.
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Figurell. Répartition de nombre de souches Klebsiella pneumoniae selon le type de
préléevement
Les premiéres BLSE rapportées dans la littérature concernaient des K. pneumoniae, mais
progressivement d'autres entérobactéries ont été a l'origine d'épidémies décrites en milieu
hospitalier (Sirot DL et al., 1992 ; De Champs C et al., 1991 ; Thabaut A et al., 1990;
Livermore DM et al., 1996). Dans les études susmentionnées, les prélévements ont été isolés a

partir d’infections urinaires, sanguines, et des selles.

Dans I’étude de Messai et al. (2008) et Benbrahim et al. (2021) la résistance de K. pneumoniae
a l’association amoxicilline-clavulanate est faible (2,6% et 10% respectivement), comparé a
Arafa et al.,(2009) et Belbel et al., (2014) qui rapportent un taux elevé de 81% ainsi que Zenati
et al.,(2017) qui rapportent un taux de 100%.

Dans I’étude de Messai et al., 2008 des taux élevés de résistance aux céphalosporines est
rapporté (ceftriaxone : 87,2 % ; céfotaxime : 59 % ), ceci correspond aux résultats de I’étude de

Arafa et al., 2009 ou le taux de résistance a la céfotaxime et a la ceftazidime est élevé (67% et
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62% respectivement)ainsi qu’aux résultats de Zenati et al., (2017)qui a rapporté un taux de
100% pour la cefotaxime et le ceftriaxone .

La résistance envers la gentamycine, la tobramycine et I’amikacine est aussi a signaler, des taux
¢levés sont rapportés par 1'étude de Messai et al., 2008( 97,4%; 87,2% ;et 87,2% respectivement
) et par I’étude de Arafa et al., 2009( 67%, 65% et 52% respectivement) .

Les résultats du taux de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) détectées dans ces études sont
présentés dans la figurel2.

M BLSE detecté
95.61%

100% (

80% -
60%
40%
20%

0%

Abidetal., Messaiet Arafaetal,
2007 al., 2008 2009

Belbel et Zenati et
al.,, 2014 al, 2017 etal., 2021

Benbrahim

Figurel2. Répartition des souches de Klebsiella pneumoniae productrices de BLSE

Les résultats des études ont montré que le pourcentage de BLSE détectées est en émergence
croissante avec un pourcentage plus élevé dans I’étude de Arafa et al., 2009 (95.61%) et Belbel
et al., 2014 (80%); plus faible pour Abid et al., 2007 (35%) ; Zenati et al., 2017 (22%) ;
Messai et al., 2008 (19.9%) ,et de ’ordre de 6% dans 1’étude de Benbrahim et al., 2021.

Klebsiella pneumoniae est considéré comme pathogene opportuniste chef de file des bacilles a
Gram négatif responsables d’infections nosocomiales et qui montre une résistance a plusieurs
antibiotiques responsable de la synthése des enzymes qui bloquent 1'action de presque tous les B-
lactamines dits a large spectre. Des enzymes ont €té détectés par PCR simplex classiqueet

séquencage dans I’étude de Messai et al., 2008 ; Belbel et al., 2014 ; Zenati et al., 2017 et
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Benbrahim et al.,, 2021 et seulement séqunecage par 1’éléctrophorése en champ pulsé dans
I’étude de Abid et al., 2007. Le CTX-M-15 a été isolé dans les études de Messai et al., 2008 ;
Belbel et al., 2014 ; Zenati et al., 2017.Le type CTX-M-3 a été isolé dans 1I’étude de Arafa et
al., 2009 et Zenati et al., 2017.

Pour Belbel et al., 2014 a Annaba, les genes TEM-1 ;et SHV variant ont été isolés et la détection
du premier rapport de CTX-M-38 (groupe CTX-M-9). Benbrahim et al., 2021 a aussi rapporté
la présence des géne de bla CTX-M (groupe 1) 86.7% etblaTEM (56.8%), ces résusltats sont
similaires a ceux deAlibi et al., 2015 sur le blaCTX-M (groupe 1) en Tunisie ,Dans une étude
égyptienne, blaCTX-M a été signalé dans trois cas et blaTEM a été détecté dans un seul cas
Ahmed et al., 2013et dans une autre étude réalisée en Corée par Jung et al., 2018, seuls le
groupe 1 blaCTX-M (75,9 %) et/ou le groupe 9 blaCTX-M (20,5 %) ont été signalés.

4.3. Proteus vulgaris et Providenciastuartii

Dans I’é¢tude de labadene et al., 2009 , 5 souches ont été isolés, ce sontP. vulgaris (n = 4) et P.

stuartii (n= 1) a partir des prélévements d’urine et de sang.

L’analyse de cette é¢tude a montré que toutes les souches testées étaient sensibles a I’imipénéme,
5 souches étaient résistantes a la ceftazidime tandis qu'une résistance modérée a la pipéracilline,
la ceftoxime et la céfotaxime a été observée.

Tableau 9. Résultats de sensibilité de Proteus vulgaris et Providencia stuartii

MIC (pg/ml)

Isolate Species Coresistances

PIP CTX CAZ FEP IPM
Pv5 P. vulgaris 16 12 =256 32 | K, TMP, SXT, (S, TE
TePvs 16 32 =236 16 0.25 K, TMP, SXT
Bv7 P. vulgaris 32 12 =256 16 | K, TMP, SXT, (8, TE
Tebv7 32 32 =236 8 0.125 K, TMP, SXT
Pv8 P. vulgaris 16 32 =256 32 1 K, TMP, SXT, (S, TE
TePv 16 16 =256 8 0.125 K, TMP, SXT
P9 P. vulgaris 32 32 =756 8 1 K, TMP, 5XT, C§, TE
TePvy 32 2 =256 8 0.25 K, TMP, SXT
Pss P. stuartii 32 32 =756 8 2 GM, T™, K, TMP, 5XT, (S, TE, C
TePss 32 12 =256 8 0.125 T™MP

“ Te, transconjugant; PIP, piperacillin; CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidime; FEP, cefepime; IPM, imipenem; K, kanamycin; TMP, trimethoprim; $XT, trimethoprim-
sulfamethoxazole; CS, colistin; TE, tetracycline; GM, gentamicin, TM, tobramycin; C, chloramphenicol.

Dans I’étude de labadene et al., 2009, les 5 souches testées étaient productrices de BLSE (P.

vulgaris (n =4) et P. stuartii(n=1) .
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Les résultats de labadene et al., 2009 ont rapporté le premier géne bla PER-1 chez les deux
especes Proteus vulgaris et Providencia stuartii a Alger. Ils montrent, de ce fait, que le gene

blaPER1 est présent dans le sud de la Méditerranée et probablement en Afrique.

4.4. E. coli

La répartition des souches d’E. Coli en fonction des prélevements montre que:

Pour I’étude de Messai et al., 2006 et Betitra et al., 2014 le taux d’isolement d'E. coli est de
86,69% et 100% respectivement, pour Nabti et al.,, 2019, a partir de 426 souches
d’entérobacteries, 252 souches soit, un taux de 59.2% d’E. coli est prélevé a partir de ’urine et
72 souches d’E. coli (63,71%) pour I’étude de Henniche et al., 2021. D’autre part, dans 1’étude
de Ayad et al., 2016 un nombre de 239 souches d’E.coli ont été recueillis a partir de différentes

origines

Pour I’étude de Zenati et al., 2019 les services les plus affectés sont la maternité et 1'urologie.
En effet, Escherichia coli est le germe le plus impliqué dans les infections urinaires selon létude
Betitra et al., 2014 ; dans cette dernier étude les souches collecté isolees par les patients

externes atteints d’une infection urinaire seulement.

Henniche et al., 2021 ] 63.71%
Zenati et al., 2019 7%
Nabti et la., 2019 59.20%
0,
Ayad et al., 2016 25% 100%
Betitra et al.,2014
Messai et al., 2006 86.69%
. . . . Henniche
Messai et |Betitra et | Ayad et | Nabtiet | Zenati et ot al
al., 2006 | al.,2014 | al., 2016 | la., 2019 | al., 2019 202i’

B Pourcentage D'E,coli
selectionnéea partir | 86.69% 100% 25% 59.20% 37% 63.71%
prélevement de I'urine

Figure 13. Répartitions de souches d’E.coli isolés a partir de I’urine
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e

Le profil de résistance aux antibiotiques des souches d’ E.coli analysées montrent que les
souches cliniques d' E.coli présentent une prévalence d’isolement élevée des BLSE
particuliérement chez les patients hospitalisés notamment le service de I'infectiologie urinaire
suivi par les services de chirurgie. Ceci se traduit par un taux élevé de résistance aux
antibiotiques, en particulier :

o Les quinolones avec un taux de 80% dans 1’é¢tude de Betitra et al., 2014, les travaux de
Henniche et al., 2021 ont montré des résistances de 40,22 % I’acide nalidixique et de
37, 09 % a la ciprfloxacine, également, pour 1’étude de Nabti et al., 2019 avec des taux
de 75.7% et 73% a acide nalidixique et ciprofloxacine respectivement ),

o Les béta-lactamines : avec une résistance de 69.5% a l'amoxicilline dans 1’étude de
Messai et al.,, 2006 L’analyse de Henniche et al., 2021 montre une résistance
considérable pour I’ampiciline + 1’acide calvulanique (66,31 %), Zenati et al., 2019 a
montré une résistance de 85.54% pour Amoxicilline

o L’association sulfametoxazole/triméthoprime avec un taux de 74.19% dans 1’étude de
Henniche et al., 2021, et de 64.9% dans 1’étude de Nabti et al., 2019

o Toutefois la majorité des souches restent sensibles a I'imipénéme.

Les résultats des études sur la production de B-lactamases a spectre étendu (BLSE) qui a
concerné E.coli est présenté dans la figurel4.

H pourcentage de BLSE
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60.00%
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40.00%
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20.00%
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Messai et Betitra et Ayadetal., 7zenatjet

al, 2006 412014 Nabtietal., Henniche

2016 al., 2019 2019 etal.,2021

Figurel4. Répartition du nombre de souches d’E. coli productrices BLSE
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Les souches d' E. coli productrices de p-lactamase a spectre étendu (BLSE) ont été observées
principalement en milieu hospitalier, avec un taux croissant au fil des années Messai et al., 2006
(1.5%);Betitra et al., 2014 (13.33%); Ayad et al., 2016 (33.5%); Nabti et al., 2019 (32.53%);
Zenati et al., 2019 (17 %) et Henniche et al., 2021 (63.71%).

Ces études ont rapporté que les enzymes les plus actives sont CTX-M et TEM. Mais le type SHV
a été aussi décrit dans 1’étude de Ayad et al., 2016.

De plus, l'utilisation intensive d'antibiotiques dans les hopitaux pourrait également contribuer a
I'émergence de BLSE selon Henniche et al., 2021, celui-ci a démontré que I’utilisation des C3G
notamment les molécule usuelles dans les infections urinaires dans les période des 1’étude était

un facteur de risque important d’apparition de BLSE-EC .

Les souches de E.coli dans tous les études ont été analysés par PCR et le séquencage d'ADN
pour detectés les genes. Le géne AmpC a également été décrit dans 1’étude de Messai et al.,
2006 , ces génes sont rarement trouves. Selon Zenati et al., 2019 blaCTX-M-15 a été le plus
fréquemment détecte, suivi de blaCTX M-14, blaCTX-M-28, blaCTX-M-1 et blaSHV-12. Ainsi,
I’analyse moléculaire réalisée par Nabti et al., 2019a montré que ’'BLSE-EC isolé produit le
gene CTX-M-15 (89%) et le reste (11%) produit le gene CTX-M-14, dans cette étude, il s’agit de
la premiére identification de géne de type OXA-48 et CTX-M de souches d’E. coli en Algérie.
L’emrgence des carbapénémases est un probleme serieux et grave car les carbapénémes sont

considérés comme un dernier recours lors du traitement des infections nosocomiales

4.5. Salmonella Enterica

Les isolements ont été réalisées a partir de prélevement de selles uniquement. Pour 1I’étude de
Naas et al., 2005 ( une souche identifié S. enterica Senftenberg), de Naas et al., 2011 (200
souches de S.enterica sérotype Infantis)et Kermas et al., 2012 (14 souches de Salmonella
enterica, 10 souches de sérotype Brunei et 4 souches de sérotype Heidelberg),

Pour Touati et al., 2008 une souche de Salmonella enterica sérotype Kedougou a été identifiée a
partir d'un échantillon de sang. Aussi, deux nouveau-nés ont présenté des cultures sanguines
positives dans 1’étude de Naas et al., 2011 et une autre souche a été isolée a partir de liquide

gastrique .
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e

L’¢étude de la sensibilité aux antibiotiques a montré des résistances importantes de différents
sérotype  de souche Salmonella Enterica a I’ensemble des antibiotiques testés, en
particulier l'amoxicilline, la ticarcilline, la pipéracilline, les céphalosporines, le triméthoprime-
sulfaméthoxazole, l'amikacine, la gentamicine, la netylmycine, la tobramycine et Ila

streptomycine.

D’apres les analyses des études sur les souches de Salmonella enterica productrices de BLSE,

nous avons établis le diagramme suivant :
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Figure 15. Répartition du nombre de souches de Salmonella enterica productrices de BLSE

Les premieres souches de Salmonella enteritdis présentant des BLSE en Afrique ont été
identifiés en 1988 en Tunisie par Hammami et al., 1991. Dans les études réalisées en milieu
hospitalier, I’émergence des Salmonella spp représente un risque pour la santé publique ceci est
lié a la résistance aux p-lactamines chez le Salmonella enterica.

Cependant, des salmonelles résistantes aux chéphalosporine ont été freqguemment signalées dans
le monde ces dernieres années, y compris en Algérie (Naas et al., 2011). Il s’agissait de la
premiére émergence signalée de des enzyme qui ont été recherchés par réaction en chaine de
polymérase (PCR)et séquencage, le TEM-4 en Algérie par la souche de Salmonella Brunei, et le
premier cas signalé de CTX-M-15, y compris des souches de Salmonella Heidelberg (Kermas et
al., 2012), Infantis (Naas et al., 2011) et Kedougou (Touati et al., 2008). Aussi, les études de
Moubareck et al., 2005 au libanon ;Archambault et al., 2006 en Thailande : Boulgarie :
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Partie 3

Denmark et Kentucky Weill et al., 2004 en France et au sénegal ont signalé la présence du géne
CTX-M-15 chez S. enterica de sérotypes Typhimurium et pour le CTX-M-3 il s'agit du premier
signalement de I'enzyme en Algérie par le sérotype S. enterica Senftenberg (Naas et al., 2005).
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Conclusion :
Les antibiotiques jouent un rdle important dans les parcours de soins et de santé, mais son
utilisation excessive est a 1’origine de 1’émergence de phénomeénes de résistance, affectant

notamment les milieux hospitaliers et communautaires

Les résultats des études et les recherches scientifiques en Algérie ayant pour théme la détection
de BLSE a montré une émergence croissante des bactéries productrices de BLSE. Dans notre
¢tude nous avons réalisé une sélection d’articles scintifiques, traitant le théme des BLSE chez les
entérobactéries isolées au niveau des hopitaux dans les différentes régions de 1’Algérie. Ces
dernieéres occupent une grande place dans les infections nosocomiales et communautaires
concernat les BLSE détectée chez les bactéries étudiees Enterobacter cloacae, Salmonella

enterica, Proteus vulgaris et Providencia stuartii, E.coli, et K. pneumoniae.

Aprés I’analyse des résultats, nous avons constaté que la résistance aux C3G pour les souches
Enterobacter cloacae, Proteus vulgaris et Providencia stuartii, Salmonella enterica, E.coli et K.
pneumoniaeest trés élevee ainsi qu’une émergence des carbapénémases chez E. coli et Klebsiella
pneumoniae. D’autre part, plusieurs types de BLSE sont décrites en Algérie (CTX-M, TEM,
PER, VEB ...etc.), CTX-M étant la plus répandue et considérée actuellement comme vecteur

mondiale de la résistance. Ces résultats sont liés a la consommation excessive des antibiotiques.

Enfin, la propagation de souches résistantes productrices de B-lactamases a spectre étendu
nécessite une surveillance et une mise en ceuvre attentive des politiques d'utilisation des
antibiotiques et des parametres et stratégies associés pour lutter contre la résistance aux
antibiotiques. De maniere générale, les BLSE sont particulierement présentes en Algérie, et

nécessitent des mesures de contrble strictes
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