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Au moment d’étre admis a devenir membre de la profession médicale, je m’engage
solennellement a consacrer ma vie au service de [’ humanité.

Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont dus. Je
pratiquerai ma profession avec conscience et dignité.

La santé de mes malades sera mon premier but.
Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir [honneur et les nobles traditions
de la profession médicale.

Les médecins seront mes freres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune considération
politique et sociale, ne s’interposera entre mon devoir et mon patient.

Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine dés sa conception.

Méme sous la menace, je n'userai pas mes connaissances médicales d’une facon
contraire aux lois de ["humanité.

Je m’y engage [ibrement et sur mon honneur.

Déclaration Genéve, 1948
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« Soyons reconnaissants aux personnes qui nous donnent du bonheur ; elles

sont les charmants jardiniers par qui nos dmes sont fleuries »

Marcel Proust.

is da i a aissa a
Je me dois d’avouer pvleinement ma reconnaissance a toutes les personnes
qui m’ont soutenue durant mon parcours, qui ont su me hisser vers le haut

pour atteindre mon objectif. C'est avec amour, respect et gratitude que

Je dedie cette these ...



Louange a Dieu tout puissant,

qui m’a permis de voir ce jour tant attendu.



A [a mémoire de mon trés cher pére

Monsieur AHTAR AHMED

Tous les mots du monde ne sauraient exprimer
Cimmense amour que je te porte, ni la profonde
gratitude que je te témoigne pour tous les efforts
fournis jour et nuit pour mon éducation et mon bien
étre. Par ta rvigueur, ta droiture et ton dévouement, tu
as fais de moi ce que je suis. Tu as toujours été
exemplaire d mes yeux ; tu étais et tu restervas d jamais

mon idole. Que ton dme repose en paix.

A ma douce mere,

Madame KNOUXI FATIMA

A celle qui m’a tout donné sans compter, d celle qui m’a
soutenue toute ma vie, d celle a qui je dois ce que je suis
aujourd hui ; Aucune dédicace nesaurait exprimer
Camour, Lestime, le déevouement et le respect que jai
pour toi.

Ce modeste travail qui est avant tout le tien, n’est que
la concrétisation detes grands efforts et tes immenses
sacrifices.

Puisse Dieu trés haut, t’accorder, santé, bonheur et

longue vie, et faire ensorte que jamais je ne te décoive.



A mes trés chéres sceurs

SANA , SOUMIA , KAWTAR , VASMINE

Merci pour la joie que vous me procurez mes chéres
sceurs, mevci infiniment pour votre soutien, votre aide
et votre genérosité qui ont été pour moi une source de
courage et de confiance.

Vous m’avez toujours soutenue tout au long de mon
parcours. Je vous dédie ce travail en témoignage de
Camour et des liens de sang qui nousunissent.
Puissions-nous rester unies et fidéles da [éducation que
nous avons recue.Puisse DIEU, le tout puissant, vous

préserver du mal, vous combler de santé et de bonheur.

A mes belles niéces SIRINEJANA
A mes neveux YJASSER , ALI VAACOUB

Je vous aime tous
Vous etes et vous resterez toujours zin del alam

Je vous montrerai cette dédicace un jour Inshaalah

A mes Beau-frére

KHALID et SIMOHAMMED

Je profite de la présente occasion pour vous remercier
pour tout lesoutien, la sympathie que vous m’accordez.
Que Dieu le tout puissant vous comble de santé, de

bonheur et vous prouve une longue vie pleine de joie.



A mes trés chéres amis
ADNANE, ILYASS, OUSSAMA, BRAHIM, AMINE,
DRBOB, AIMAD, SOUFIANE, AHMED, ANASS, OUADII,
HICHAM, MOHAMMED, KHALID, SIMOZA, MIZOX,

nada, sara, meryem, soukaina? Renza...

Vous étes pour moi plus que des amis ! Je ne saurais
trouver une expression témoignant de ma reconnaissance et
des sentiments de fraternité que je vous porte.

Un grand mevrci pour votre soutien, vos
encouragements, votre aide.

Je vous dédie ce travail en témoignage de ma grande
affection et ensouvenir des agréables moments passés

ensemble.

A ma famille
Je dédie ce travail spécialement a la famille AHTAR et la
famille KNOUXIT

Votre amour et votre soutient me sont trés précieux.

Je vous remercie de tout mon ceeur

A tous ceux qui me sont chers et que j'ai omis de citer
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A Notre Maitre et Président de thése :
My le Professeur Abderrahman BOUKHIRA
Je suis tres sensible au grand honneur que vous nous
faites en acceptant avec bienveillance de présider notre
Jjury de thése.

Je suis trés reconnaissant de la spontanéité et de
Camabilité avec lesquelles vous m’'avez accueilli.
Veuillez trouver dans ce travail, les marques de ma
profonde gratitude et Lexpression d’'une reconnaissance
infinie.

A Mon Maitre et Rapporteur de thése :
Mme le Professeure Lamiae ARSALANE
Je suis trés touchés par Chonneur que vous m’avez fait
en me confiant ce travail et jespére étre d la hauteur.
J'ai toujours trouveé aupreés de vous un accueil treés
chaleureux. Vous avez sacrifié beaucoup de votre temps
pour mener d bout ce travail,je suis trés reconnaissant
des grands efforts que vous avez fournis en dirigeant ce
travail. J'ai eu Loccasion d’apprécier vos qualités
humaines, professionnelles et vos qualités d’enseignantes
qui ont toujours suscité mon admiration.

Votre gentillesse, votre bienveillance, votre patience,
votre quiétude ontété une source d’inspiration pour
mot.

Je vous remercie pour vos conseils et vos encouragements.
Jespére que ce travail seva d la hauteur de la confiance
que vous m’avez accordée.

Veuillez trouver dans ce travail le témoignage de mon
fidele attachement, de ma profonde gratitude et ma
haute estime.




A mon maitre et juge,
le professeur Kawtar ZAHLANE
Je suis trés honoré que vous ayez accepté de siéger dans
cet honorablejury.

Je vous exprime mes sinceres remerciements, admiration
et profondrespect.

A mon maitre et juge,
le professeur Youssef QAMOUSS
Je suis trés honoré que vous ayez accepté de siéger dans
cet honorablejury.

C'est pour moi [occasion de vous témoigner respect et
grande considération.
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Liste des abreviations

AB :Acinetobacter baumannii

ABRI . Acinetobacter baumannii résistants a I'imipénéme
BMR :  Bactérie multi résistante

BHI :  Brain Heart Infusion

Bx . Biopsie

CASFM . Comité de I'antibiogramme de la société francaise de microbiologie
CLSI :  Clinical and Laboratory Standards Institue

CMI :  Concentration minimale inhibitrice

CL . Colistine

CVC :  Cathéter veineux central

CvpP . Cathéter veineux périphérique

CR : Crachat

EARS . European Antimicrobial Resistance Surveillance

EB RC . Entérobactéries Résistantes aux carbapénemes

EB RI . Entérobactéries Résistantes a I'lmipéneme

ECBU . Examen cytobactériologique des urines

EDTA :  Ethylene-diamine- tétra-acétique

ETP . Ertapéneme

EUCAST . European commitee on antimicrobial susceptibility testing
EMB . Eosin Methylene Blue

HNR :  Haut Niveau de Résistance

HC : Hémoculture

IMP . Imipéneme

KT . Cathéter
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Etat actuel de résistance des bacilles a gram négatif aux carbapénémes et conséquences thérapeutiques

L'usage des antibiotiques a augmenté l'espérance de vie moyenne d’une quinzaine

d’années[1]. La découverte des antibiotiques constitue donc I'histoire médicale.

Aussi, la résistance des bactéries aux antibiotiques a toujours poussé les chercheurs a
innover en matiere de molécules anti-infectieuses ; malheureusement, I'introduction de nouveaux

antibiotiques se heurte rapidement a la capacité d’évolution insidieuse des bactéries[2].

C’est le cas des carbapénemes vis-a-vis des bacilles a Gram négatif, introduites dans les
années 80 et qui avaient suscité beaucoup d’espoir dans le traitement des infections nosocomiales
séveres[2] .Cependant leur spectre d’action s’est vu rétrécir de jour en jour avec I’émergence de

plusieurs mécanismes de résistance :
e Modification de protéines de liaison des pénicillines (PLP) ;

e L’imperméabilité, par la perte ou mutation de porines incluses dans la membrane de la

bactérie ;
e L’hyperproduction de systeme d’efflux ;

e La résistance enzymatique par la production de métallo-enzymes ou autres

carbapénemases [3] .

Cette accumulation de mécanismes de résistance est devenue problématique car elle
conduit, a I'extréme, a une impasse thérapeutique en raison de I’émergence de souches dites toto-

résistantes vis-a-vis du panel d’antibiotiques actuellement disponibles sur le marché[4] .
Les objectifs de ce travail est :

. De faire le point sur les mécanismes et I'épidémiologie actuelle de la résistance aux

carbapénémes chez les bacilles a Gram négatif.

e D’établir des mesures de controle et des moyens de prévention pour lutter contre cette

résistance.
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Etat actuel de résistance des bacilles a gram négatif aux carbapénémes et conséquences thérapeutiques

l. Type et cadre d’étude :

Il s’agit d’une étude prospective qui s’étale sur une durée de 2 ans, de janvier 2020 a juin
2021 et qui a permis I'examen de 894 préléevements bactériologiques variés émanant des
différents services de I’hopital Militaire Avicenne de Marrakech ainsi ceux recueillis lors des

consultations externe.

Il. Souches étudiées :

Les souches ont été isolées de différents préléevements: Pus, Urines (ECBU), Cathéters,
hémocultures, préléevements génitaux, prélévements respiratoires, liquides de ponctions (liquide

céphalo-rachidien, d’ascite, pleural) et matériel d’ostéosynthéese.

1. Critéres d’inclusions :

L’étude a porté sur tous les préléevements bactériologiques a visée diagnostique recus au
laboratoire de microbiologie de I’hépital Militaire Avicenne de Marrakech, provenant de patients

hospitalisés dans les différents services de notre établissement ou consultant a titre externe.

2. Critéres d’exclusions :

Les souches isolées d’un méme malade et dont le profil de sensibilité est identique ont été

considérées comme doublons.

lll. Apercu sur le traitement des différents types de prélévements :

Les préléevements biologiques permettent d’identifier I'espéce ou les especes de bactéries
responsables d'une infection donnée[5] . On présentera dans ce qui va suivre, un apercu sur les
différentes méthodes de traitement en fonction de leur site anatomiques de préléevements. [6] [7]

(8]
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1. Etude cytobactériologique des urines :

L'examen cytobactériologique des urines compte parmi les examens les plus prescrits. C’est
un examen microbiologique qui permet de diagnostiquer une infection urinaire en identifiant le(s)
germe(s) responsable(s), et de fournir un antibiogramme permettant d’optimiser le traitement du
patient. Il est réalisé de préférence le matin et avant toute antibiothérapie. La collecte des urines

s’effectue dans des flacons stériles, de préférence le matin et avant toute prise d’antibiotique.

Prelevement

— Analyse moléculaire 7

— Recherche d'antigénes 7

/ T
o~ \
Analyse cytologique Analyse bacténologigue

\
N
\
Examen quanttatif
(numération des éléments figurés)
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(coloration de May-Grinwald-Giemsa) A

Examen direct par
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1

; )
ou autre coloration e |
f'--.— 1
_-'---). II
.-'-- 1
- \
- \
— \
e L)
lzolement sur géloss Ennchissement en bouillon

|

Cultures pures

____.-o-‘" "-..\_\_\____

|dentification bactérienne

Antibiogramme Consernvation

Figure n°1: Schéma général de de traitement d’un prélevement bactériologique[5]
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La figure n°2 donne les grandes étapes a suivre pour réaliser un examen

cytobactériologique des urines. [9]

r -m ™
Examen Examen
cytologique ] bactériologique
Ensemensement
uantitatif Qualitatif T
Q : Observation des
leucocytes :Ihser\ratmn cultures
smati 85 garmas dénombrement des
hématies s ~ .
etc... colorations —Eﬂ]ﬂﬁ—'
| | Identification et
- . antibiogramme
eventuel
0 .

Figure n° 2: Etapes a suivre pour réaliser un ECBU[9]

A I'arrivée au laboratoire, les urines sont analysées sans retard :

= |’aspect macroscopique des urines est apprécié, il peut étre limpide, trouble, clair, jaune,
acajou, sanglant. L'urine peut contenir des filaments, ou des dépots....

= On procéde ensuite a une homogénéisation des urines par un agitateur de type Vortex. La
numération des éléments figurés se fait, soit manuellement, dans une cellule Malassez, soit
via un automate (UF1000). Le résultat est exprimé en hématies et leucocytes par mm3 ou
par ml. Cet examen met aussi en évidence les levures, les Trichomonas et les bactéries.

= Un examen direct du culot de centrifugation coloré au Gram est réalisé, il permet de
différencier les bactéries selon leurs formes et leur affinité tinctoriale. On apprécie leur

abondance, leur groupement, leur homogénéité morphologique ou leur hétérogénéité.

L'uroculture est a la fois quantitative et qualitative. On utilise des milieux gélosés, le plus
souvent un milieu lactosé non sélectif contenant un indicateur de I'attaque de lactose. Les milieux
les plus usuels sont : gélose CLED, gélose lactosée au bromocrésol pourpre. L’ensemencement doit

répondre au double but de dénombrer les bactéries et d’isoler la ou les bactéries en cause en
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obtenant des colonies bien distinctes les unes des autres. On réalise un ensemencement par
épuisement a [|'aide d’'un ose calibré. L’incubation dure 18 a 24h. L’identification et

I’antibiogramme sont réalisés en fonction du dénombrement et selon le ou les germes isolés.

2. L’hémoculture

Une hémoculture correspond a un prélevement sanguin réalisé de maniere aseptique et
dont la culture, dans un milieu approprié permet l'identification des germes pathogeénes et la

réalisation d’un antibiogramme nécessaire a I'instauration d’un traitement efficace pour le patient.

La figure n°3 résume les étapes a suivre pour effectuer un prélévement direct des flacons

d'hémocultures.[10]

Pour chaque prélevement, on ensemence deux flacons, un flacon anaérobie et un flacon
aérobie. Les flacons utilisés pour les hémocultures sont fabriqués sous pression réduite (sous vide)
permettant un ensemencement direct du flacon au travers d’un opercule Les hémocultures sont
surveillées de maniére automatisée, et doivent étre acheminées le plus rapidement possible au

laboratoire afin d’étre introduites dans I'automate le plutot possible.

-

1 - Asepsie de la peau 2 - Désinfection des bouchans 3 - Relier 'adaptateur au
des flacons dispositif de prélévement

4 - Pratiquer la ponction veineuse 5 - Placer l'adaptateur sur le flacon 6 - Etiqueter correctement le flacon
4 l'aide de l'aiguille
\, _(type épicranienne protégée) J

Figure n° 3: Procédures de prélevement direct des flacons d’hémoculture[10]
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Le Bactec® (Becton-Dickinson) est un systéme automatisé qui assure en continu et
simultanément la surveillance, l'agitation et l'incubation de tous les flacons d’hémocultures
introduits. |l permet de détecter plus facilement la croissance bactérienne tout en diminuant le
temps d’incubation. Lors de sa croissance, la bactérie produit du CO2 induisant une baisse du pH,

qui sera détectée par I'automate a I’aide d’un sensor par fluorescence.

Les lectures s’effectuent toutes les 10 minutes ce qui permet une détection précoce de la
positivité d’un flacon. L’appareil avertit de tout résultat positif grace a une alarme sonore et/ ou
visuelle. Ainsi une incubation de 5 jours est suffisante pour des flacons incubés a 35°C sous
agitation douce, au-dela de ce délai, les bactéries détectées sont généralement des contaminants
qui étaient en trés faible quantité. Devant toute suspicion de positivité, un examen direct et une
mise en culture sont réalisés sur les flacons. On utilise des milieux gélosés non sélectifs : Gélose
au sang Columbia, gélose au sang cuit enrichies (polyvitex) placés sous CO2 pendant 24 a 48h. Les
flacons sont conservés a température ambiante pour un éventuel nouveau repiquage ultérieur si les
cultures sont restées négatives. En cas de positivité des cultures, une identification et un

antibiogramme seront réalisés en fonction des germes retrouvés.

3. Prélevement distal protégé :

Il correspond au prélevement des sécrétions pulmonaires a l’aveugle ou guidé par
fibroscopie ; il est un outil permettant le diagnostic des pneumopathies chez le patient ventilé. La
méthode utilisée est la technique quantitative de Brun-Buisson qui est la méthode de référence

retenue par le réseau REA-Raisin:

e Le tube contenant le produit d’aspiration ou I’extrémité du cathéter immergé dans 1 ml de
solution saline, est agité pendant 1mn sur vortex pour homogénéiser le prélévement et

détacher du cathéter le produit pathogéne.

e Apres fluidification du prélevement par le digest, on ensemence les milieux suivants: une
gélose au sang Columbia, un milieu EMB pour les bacilles Gram négatif, une gélose

Chapman. Ensuite on ensemence en rateau des dilutions 102 et 104, permettant de
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dénombrer les bactéries au-dela de 107 UFC/ml, sur gélose chocolat. Aprés
ensemencement, la majeure partie du liquide contenant les sécrétions est transférée dans
un tube conique et centrifugée (2000tours/mn pendant 5 mn). Le culot est repris a la
pipette pasteur et un frottis en touche est pratiqué et coloré au Gram, éventuellement si le
matériel est suffisant un deuxiéme frottis est réalisé et coloré au May-Griinwald-Giemsa.

Apres incubation 24 a 48h, les colonies sont énumérées.

Une colonie correspond a 102 bactéries/ml de produits pathologiques (avec I’anse de 10ul).
Chaque type bactérien dont la numération dépasse le seuil des 103 bactéries/ml de produit

pathologique sera identifié et soumis a un antibiogramme.

4, Analyse cytobactériologique des pus et de liquides drainés :

L’analyse des pus constituent une grande part de I'activité d'un laboratoire de bactériologie.
Ils englobent toutes les suppurations, qu'elles soient superficielles (escarre, ulcere, furoncle, etc.)
ou profondes (ostéomyélite, spondylodiscite, d'origine digestive, etc.). A coté de ces suppurations
primitives, on distingue aussi les suppurations secondaires post-chirurgicales ou post-

traumatiques.[11]

Les prélevements recueillis sont traités de la maniére suivante :

4.1. Plaies et autres prélévement superficiels prélevés a I’écouvillon :

On dissocie I’écouvillon dans environ 0,5ml d’eau distillée stérile. La culture est réalisée sur
trois milieux : gélose au sang, gélose Chapman, et milieu EMB. Les milieux sont placés a I’étuve, en
atmosphere enrichie de 10% de CO2 pour la gélose au sang, et en aérobiose pour les autres

milieux. Un BHI est ensemencé. La durée d’incubation est de 48h avec une observation journaliére.

Un examen direct par coloration Gram est également réalisé, avec lecture a I'objectif a
immersion x100. On note la présence de leucocytes, hématies et d’autres cellules ainsi que la
guantité de germes et leur morphologie afin d’orienter le diagnostic. Lors de I’examen journalier
des milieux de cultures, on observe la présence de colonies sur les géloses. L'identification et

I’antibiogramme seront effectués selon le ou les germes isolés si nécessaire.
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4.2. Pus sur pipette ou serinque : collection ouverte ou fermée :

On note la quantité de pus (volume a préciser si faible quantité), I'aspect si spécifique
(caséum, grain, chocolat). La culture est réalisée sur gélose au sang, milieu Chapman, et milieu
EMB, avec ensemencement d’un BHI. L’incubation se fait pendent 48h, a 37°C, a I'étuve en
aérobiose, sauf pour la gélose au sang qui nécessite une atmosphére enrichie en CO2. Pour les
préléevements d’origine osseuse, pulmonaire, articulaire, génitale et ORL, on ajoute une gélose au
chocolat. Un examen direct par coloration Gram est également réalisé, avec lecture a I'objectif a
immersion x100. On note la présence de leucocytes, hématies et d’autres cellules ainsi que la
guantité de germes et leur morphologie afin d’orienter le diagnostic. Lors de I’examen journalier
des milieux de cultures, on observe la présence de colonies sur les géloses. L’'identification et

I’antibiogramme seront effectués selon le ou les germes isolés si nécessaire.

5. Isolement et identification des bactéries

La mise en culture des prélévements recus a été réalisée sur des milieux gélosés enrichis et
sélectifs. L’incubation a été effectuée a 37°C pendant 24 a 48 heures. L’identification bactérienne a
été faite selon les caractéres morphologiques, a I’'aide d’un examen direct par coloration de Gram,
avec lecture au microscope a I’objectif a immersion x100. On note la présence de leucocytes, des
hématies et d’autres cellules ainsi que la quantité de germes et leur morphologie afin d’orienter le

diagnostic.

En outre des caractéres morphologiques, I'identification bactérienne se base aussi sur les

caracteres culturaux et biochimiques conventionnels standards.

Une fois la bactérie est isolée et identifiée, on réalise I'antibiogramme qui a pour but de
conforter I'identification de bactérie, de donner une idée sur la propagation épidémiologique de la
bactérie, et de déterminer les antibiotiques auxquels la bactérie est sensible afin de les transmettre au

clinicien, les techniques phénotypiques habituellement utilisées en pratique sont basées sur :

e L’antibiogramme automatisé en milieu liquide : grace a un automate d’analyse (Phoenix®

M50) utilisé en routine au laboratoire de I'HMA (Figure n°5) ; c’est un systéme

10
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d’identification qui permet en plus de I'identification précise des souches bactériennes
(genre et espece), la détermination de leur sensibilité a une large gamme d’antibiotiques

par la méthode des CMI (concentrations minimales inhibitrices).

e L’antibiogramme standard selon la méthode de diffusion en milieu gélosé Mueller Hinton

(MH) [13] ; une ou plusieurs boite(s) selon les cas, contenant le milieu gélosé (Figure n°4).

Les disques imprégnés d'antibiotiques sont alors disposés a la surface de la gélose inoculée
et séchée ; et l'antibiotique diffuse trés rapidement de maniére concentrique autour de chaque

disque.

Les boites peuvent alors étre mises en incubation a 37°C dans les conditions requises
(atmosphere ambiante, sous tension réduite en 02...). La lecture consiste a mesurer les diametres

d'inhibition de la culture autour de chaque disque manuellement.

La liste des ATB a tester sur l'antibiogramme, avec leurs concentrations et diamétres

critiques, selon les recommandations du CASFM 2021.[12]

Figure n°4 : Boites de Pétri sur milieu gélosé Mueller Hinton aprés incubation et mesure de

diameétre de la zone d’inhibition

11
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o

Figure n°5: Automate Phoenix® M50 (HMA)

L’interprétation des concentrations critiques s’est basée sur les concentrations critiques de
référence des différents antibiotiques élaborées et actualisées chaque année par le comité de
I’antibiogramme de la société francaise de microbiologie, harmonisée depuis 2014 avec le comité

européen EUCAST. [12]

Pour assurer un résultat fiable, les différentes recommandations au niveau de toutes les
étapes de I'antibiogramme allant de la préparation de I'inoculum a la bonne lecture des zones

d’inhibition pour la catégorisation clinique ont été respectées (CASFM).

Les noms des antibiotiques ont été écrits en dénomination commune internationale (DCI).

Certains noms des antibiotiques ont été abrégés sur la liste des abréviations.

La CMI pour chaque couple antibiotique / bactérie est alors comparée aux concentrations
critiques des référentiels de microbiologie (CA-SFM, EUCAST, CLSI ...) : la concentration critique

haute définit la résistance et la concentration critique basse définit la sensibilité de la bactérie. [13]

Selon leur CMI, on distingue 3 types de souches de bactéries (figure n°6):

12
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Les souches sensibles (S) pour lesquelles la CMI de I'antibiotique testé est inférieure ou
égale a la concentration critique basse. Elles correspondent donc a des souches pour

lesquelles la probabilité de succés thérapeutique est acceptable.

Les souches résistantes (R) vis—a-vis desquelles la CMI de I'antibiotique testé est supérieure
a la concentration critique haute, correspondant a un diameétre inférieur au diametre
critique. Elles correspondent donc aux souches pour lesquelles il existe une forte

probabilité d'échec thérapeutique.

Les souches () dite intermédiaires pour lesquelles la CMI est intermédiaire entre les 2 cas
précédents. Elles correspondent donc a des souches pour lesquelles le succés thérapeutique est

imprévisible.

’

Concentration cnbique
haute

Concentration critique
basse

R

CMI du couple
antibiotigque / bacténe

Probahilite forte de succis
thermpeutique 51 vole systémigue
¢t posologie recommandeée

Succés thérapeutigue imprévisible.

En I'absence d'alternative
thérapeutsque, une utihisation a

forie posobogie est recommandee
CMI >=< Concentrations in vivis
CMI >=< Concentrations in vivo

CMI << Concentrations in vivo

\,

Forte probabihté d'échec
thérapeubique quels que soent le
type d administration et la dose
adminstres
CMI = Concentrations i vivo

Figure n°6: Détermination du seuil de sensibilité des

souches bactériennes en fonction de leur

CMI[13]
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. Epidémiologie bactérienne :

1. Répartition des isolats selon la résistance aux carbapénéeme :

Cette étude se base sur I'analyse de 894 prélévements réalisés entre 2020 et 2021,

provenant des différents services de I’hopital militaire Avicenne.

Dans notre étude 130 des isolats sont résistants aux carbapénéemes soit une prévalence de

14.56%. (Figure n°7)

W Sensible
M Résistant
Figure n°7: profile de résistance des isolats.
2. Profil épidémiologigue et résistance des bactéries isolées selon les familles :

Les espéces bactériennes identifiées appartiennent a deux groupes dont la majorité était

des entérobactéries de I’ordre de 88,9% (tableau | et figure n°8)
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Tableau | : Répartition des bactéries isolées.

Groupes Pourcentage Espéces Effectif Pourcentage
Escherichia coli 488 61.4%
Klebsiella pneumoniae 176 22.1%
Enterobacter cloacae 46 5.8%
Proteus mirabilis 18 2.3%
Klebsiella oxytoca 18 2.3%
Entérobactéries 88,9% Morganella morganii 16 2%
Proteus vulgaris 8 1%
Citrobacter koseri 6 0.8%
Citrobacter freundii 3 0.4%
Klebsiella ozaenae 2 0.25%
Autres 14 1.65%
Bactéries non . Acinetobacter baumannii 56 56,6%
fermentantes % Pseudomonas aeruginosa 43 43,4%

B entérobactéries

® BGN non fermentaire

Figure n°8: Répartition en pourcentage des bactéries isolées.
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Les Entérobactéries forment 88,9% de I|’ensemble des bactéries isolées. Elles sont
représentées essentiellement par Escherichia coli (61,4%), Klebsiella pneumoniae (22,1%),
Enterobacter cloacae (5,8%) alors que le pourcentage n’excede pas 3% pour chacune des espéces

restantes (voir tableau I).

Les BGN non fermentaires constituent 11,1% des bactéries isolées. Elles sont

représentées par I’ Acinetobacter baumannii (56.6%) et par le Pseudomonas aeruginosa (43.4%).

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% - H résistante
40% - M sensible
30% -
20% -
10% -

0% -

A.baumannii P.aeruginosa les entérobactéries

Figure n°9: Profil de résistance selon la famille

Sur ’ensemble des souches isolées dans le laboratoire de microbiologie de’HMA durant la
période de notre étude, le nombre d’A.Baumannii résistant a I'lmipénéme étaient de 51 souches

sur un nombre total de 56 souches isolées, soit une prévalencede 91.10%. (Figure n°9)

Alors que le nombre des Entérobactéries résistantes aux carbapénémes étaient de 73

souches sur un nombre total de 795 souches isolées, soit une prévalence de 9.20%.

Le Pseudomonas aeruginosa isolés dans le laboratoire, le nombre de Pseudomonas
aeruginosa résistant a I'lmipéneme étaient de 6 souches sur unnombre total de 43 souches isolées,

avec une prévalence de 13.95%.

17



Etat actuel de résistance des bacilles a gram négatif aux carbapénémes et conséquences thérapeutiques

3. Profil épidémiologigue et résistance des bactéries selon le sexe :

Dans notre étude, on note une prédominance masculine de 58% des isolats (figure n°10)

B masculin

H féminin

Figure n°10: Répartition des bactéries selon le sexe

La majorité des isolats d’A.baumannii, le P.aeruginosa et les entérobactéries sensibles et

résistants a I'imipenéme ont été isolé chez des patients de sexe masculin. (Figure n°11)

90%
80%
70%

60%
50%
40%

H masculin

H féminin

30%
20%
10%

0%

A.baumannii P.aeruginosa Entérobactéries

Figure n°11:Répartition des patients porteurs d’isolats de BGN selon le sexe.

On note une majoration masculine des résistances de 74% (figure n°12) avec un sexe ratio

de 2,88.

18



Etat actuel de résistance des bacilles a gram négatif aux carbapénémes et conséquences thérapeutiques

100% -~
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% -

B Féminin

B Masculin

A.baumannii P.aeruginosa Les entérobactérie

Figure n°12: Résistance selon le sexe.

4, Profil épidémiologique et résistance des bactéries selon I’'Origine des

patients :

Parmi nos isolats, 54,7% provenait du milieu hospitalier et 45,3% était d’origine

communautaire (Figure n°13), avec une résistance de 87,5% des bactéries isolées des prélevements

O

Figure n°13: Origine des patients.

hospitaliers.

M hospitalier

B communautaire
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0,
100,00% 92,90%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,60%9,40%
50,00% - M hospitalier
40,00% B communautaire
20,00% 18,60%
. -
0,00% -
A.baumannii P.aeruginosa Entérobactéries

Figure n°14: Répartition des patients porteurs d’isolats de BGN selon l'origine.

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% - B communautaire
40% - | hospitalier
30% -
20% -

10% -

0% -

A.baumannii P.aeruginosa Les entérobactéries

Figure n°15: Résistance des isolats selon I'origine.
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5. Profil épidémiologigue et résistance des bactéries selon le service du

préléevement :

La répartition des isolats d’A.baumannii, P.aeruginosa et des entérobactéries par service est

représentée par le tableau Il

Tableau Il : Répartition des bactéries selon les services

services A.Baumannii P.Aeruginosa Entérobactérie
Médicaux 3.6% 11.6% 6.2%
Chirurgicaux 0 23.3% 19.1%
Réanimations 89.3% 37.2% 13%
Urgences 0 9.3% 12.3%
Externe 7.1% 18.6% 49.3%
Tableau Ill: Répartition des résistances selon les services d’isolements
Service Nombre Pourcentage
Réanimation 83 61%
Chirurgie 30 22%
Médecine 5 3,7%
Les urgences 1 0,8%
Externe 17 12,5%

6. Profil épidémiologique et résistance des bactéries selon la nature des

prélévements :

Les isolats étudiés ont été recueillis a partir de différents types de prélevements, les

résultats ont été présentés sous forme de tableau. (Tableau IV)
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Tableau IV: Répartition des isolats selon le type de prélévement.

Préléevements A.Baumannii P.Aeruginosa Les entérobactéries
Broncho-pulmonaire 34 15 41
ECBU 7 12 575
Hémoculture 11 3 26
Pus 1 13 131
Biopsie 1 0 9
Matériel 2 0 6
Liquide de ponction 0 0 4
P. vaginal 0 0 2
spermoculture 0 0 1

4,40%

H P.B-pulmonaire
B ECBU

M Pus

B Hémoculture

M Biopsie

W Autres

Figure n°16: Répartition des résistances selon la nature de préléevement.

On note une prédominance des résistances au niveau des prélévements broncho-

pulmonaire de 36.8%, suivi par ECBU 20.60% et I’lhémoculture 15.40% (figure n°16).
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l. Rappel :

1. Bacilles a Gram négatif :

Les entérobactéries et les bacilles a Gram négatif non fermentaires occupent une place tres

importante en pathologie humaine infectieuse.

Cette importance s’explique aussi bien par la variété des especes bactériennes qui les

composent qu’a leur incidence au niveau de la santé des populations.

Les familles des entérobactéries et des bacilles a Gram négatif non fermentaires comptent
actuellement plus de 100 especes bactériennes. Mais dans les laboratoires ne sont isolées, avec
une certaine fréquence, qu’une vingtaine d’especes bactériennes qui peuvent présenter un intérét

médical, voir méme étre potentiellement pathogénes.

1.1. Les entérobactéries :

a. Définition [14]
La famille des Enterobacteriaceae comprend de nombreux genres bactériens répondant a la

définition suivante :

Bacille a Gram négatif ;

e Immobiles ou mobiles grace a une ciliature péritriche ;

e Aérobies anaérobies facultatifs ;

e Se développant aisément sur milieu ordinaire ;

e Fermentant le glucose

e Ne possédant pas d’oxydase ;

e Possédant une catalase a I'exception de Shigella dysenteriae ;

e Réduisant les nitrates en nitrites.
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b. Habitat :

Le nom d’entérobactéries a été donné parce que ces bactéries sont en général des hotes
normaux ou pathologiques, suivant les especes microbiennes, du tube digestif de ’homme et des
animaux [14].

Mais ce caractére écologique n’est pas exclusif des entérobactéries pouvant proliférer en
abondance dans I'environnement (sols et eaux) et participer aux grands cycles de dégradation des
matiéres organiques [14] [15].

c. Classification :

La famille des Enterobacteriaceae comprend actuellement 100 especes répertoriées. Les

especes les plus communément isolées en bactériologie clinique appartiennent a 12 genres dont

les principaux sont : £scherichia,

e Klebsiella-Enterobacter-Serratia (KES), Proteus, Providencia, Salmonella-
e Shigella(SS), Yersinia [14].

e On peut les classer dans le tableau suivant :
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Tableau V: Classification des espéces d’Entérobactéries les plus fréguentes en clinigue humaine [9].

Famille

Genre

Espéces

EDWARDSIELLEAE

Edwardsiella

Salmonella typhi

Groupe |
SALMONNELLEAE Salmonella Salmonella paratyphi
Salmonella enteritidis
ESCHERICHIEAE Escherichia Escherichia coli
Shigella dysenteriae
Shigella flexneri
Groupe I Shigella
Shigella boydii
Shigella sonnei
LEVINEAE Levinea -
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella
Klebsiella oxytoca
Enterobacter aerogenes
Groupe Il KLEBSIELLEAE Enterobacter
Enterobacter cloaceae
Serratia Serratia marcescens
Erwinia -
Proteus mirabilis
Proteus Proteus vulgaris
Groupe IV PROTEAE
Proteus rettgerii
Providencia -
Yersinia enterolitica
Groupe V YERSINIEAE Yersinia Yersinia

pseudotuberculosis
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d. Caracteres bactériologiques [14] [15] :

d.1. Caractéres morphologigues :

Toutes les entérobactéries ont une morphologie habituellement typique de type bacilles a

Gram négatif de 2-3 m de long sur 0,6 m de large, généralement polymorphes.

Les especes mobiles les plus nombreuses le sont grace a une ciliature péritriche. Certaines

sont immobiles (K/ebsiella, Shigella, Yersinia pestis).
La présence d’une capsule visible au microscope est habituelle chez les K/ebsiella.

La plupart des espéces pathogénes pour ’lhomme possedent des fimbriae ou pili qui sont
des facteurs d’adhésion.

d.2. Caractéeres culturaux :

Les entérobactéries poussent facilement sur les milieux ordinaires en 24 heures a 37°C en

aérobiose et en anaérobiose.

Leurs exigences nutritionnelles sont, en général, réduites et la plupart se multiplient en

milieu synthétique avec une source de carbone simple comme le glucose.

Sur milieux gélosés, les colonies d’entérobactéries sont habituellement lisses, brillantes, de
structure homogéne (type « smooth » ou S). Cet aspect peut évoluer aprés cultures successives

pour donner des colonies a surface séche rugueuse (type « rough » ou R).
Les Klebsiella forment des colonies souvent trés muqueuses, larges et luisantes.
Les Proteus ont tendance a envahir la gélose et a y former un tapis uniforme.

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

e. Etude des principaux genres :

e.l. Escherichiacoli :

Hote normal de I'intestin et des animaux, c’est I'espéce aérobie la plus représentée dans le

tube digestif. La présence de colibacilles ou espéces voisines
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dans I’eau est un témoin de contamination fécale[14] [15] [16].
Escherichia coli exprime les caracteres généraux des entérobactéries :
e Fermente le lactose,
e production d’indole (milieu kligler),
e gazogeéne,
e souvent pas de production de H2S,
e uréase négative,
e pas d'utilisation de citrate et pas de formation d’acétoine
Il existe différents pathotypes d’Escherichia coliresponsables d’infections intestinales :

o Enterotoxinogen Escherichia coli (ETEC) : responsable de la « diarrhée des voyageurs »

ou « turista » et des syndromes épidémiques dans les pays du Tiers monde;

o Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) : encore appelé Escherichia coli Shigella-like,

responsable de syndromes dysentériques avec invasion de la muqueuse intestinale ;

o Enterohaemorragic £scherichia coli (EHEC) : responsable de diarrhées sanglantes liées a

la production de toxines ;

o Enteropathogen Escherichia coli (EPEC) : responsable de gastro-entérites infantiles.

e.2. Shigella[14] [15] :

Les shigelles sont des bactéries strictement humaines. Elles ne font pas partie de la flore
intestinale normale. On ne les retrouve que chez les malades, les convalescents et les rares
porteurs sains. Elles sont responsables de I'historique «Dysenterie bacillaire» qui décimait les

armées en campagne.

Actuellement, elles sont la cause chez 'adulte de colites infectieuses et chez I’enfant de

gastro-entérites séveres avec diarrhée mucopurulente et sanglante, fievre et déshydratation.
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La morphologie des shigelles est celle des entérobactéries. Elles sont toujours immobiles
mais animées de mouvements pendulaires sur place. Cependant, la plupart des caractéres
biochimiques sont négatifs.

e.3. Klebsiella[14] [17] :

Au sein des entérobactéries, les bactéries du genre Klebsiella se distinguent par leur

immobilité constante, leur groupement en diplobacilles généralement encapsulés.

On distingue cependant plusieurs especes mais Klebsiella pneumoniae est la plus

fréquemment retrouvée en clinique humaine.

> Klebsiella pneumoniae

Connue autrefois sous le nhom de pneumobacille de Friedlander, Klebsiella pneumoniae est

une bactérie commensale de I'intestin, des voies respiratoires et des animaux.

Chez I’lhomme, elle est I’agent des pneumopathies aigués, d’angines, d’otites, de cystites et

d’affections rénales.

Ce sont des bactéries a Gram négatif immobiles capsulés, surtout au sortir de I’organisme,

tres polymorphes.

Sur gélose : les colonies de type mucoide ont un aspect caractéristique ; elles sont

volumineuses (4 mm de diametre), bombées, brillantes, opaques et souvent confluentes.
En bouillon, on note la formation d’un trouble dense avec colorette visqueuse.
K. pneumoniae est en général :
e Gazogeéne,
e fermente le lactose,
e possédant une catalase,
e urée positive,

e indole négative,
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e VP positive (Réaction Voges-Proskauer) ou production d’acétoine.

e.4. Proteus-Providencia[14] [15] :

Au sein de la famille des Enterobacteriaceae, le groupe Proteus-Providencia se distingue

essentiellement par les deux caractéres suivants :
e Présence d’un tryptophane désaminase ;
e envahissement constant de la gélose nutritive.
e Le groupe Proteus-Providencia est divisé en deux genres :
e le genre Proteus avec : Proteus vulgaris, Proteus mirabilis ;
e le genre Providencia : Providencia stuartii, Providencia alcalifaciens, Providencia rettgeri.

Hotes normaux du tube digestif de ’'homme et des animaux, elles peuvent dans certains
cas se montrer pathogénes et provoquer des infections tres diverses: Entérites, cystites, otites,

méningites.

Ces infections sont de plus en plus fréquentes, Proteus étant résistant a la plupart des

antibiotiques en particulier la colistine.

La morphologie est celle des entérobactéries mais le polymorphisme est trés accentué (d’ou

le nom Proteus).

I faut rappeler un phénomeéne caractéristique du groupe Proteus-Providencia
I’envahissement des milieux solides. Il consiste en un envahissement progressif de toute la surface

du milieu par vagues concentriques partant du point d’inoculation.
e.5. Enterobacter[15]

Ce sont des entérobactéries VP positive (production d’acétoine) comprenant plusieurs

especes :
< Enterobacter cloaceae est I’espéce type

% Enterobacter aerogenes
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s  Enterobacter gergoviae
< Enterobacter agglomerans
<%  Enterobacter sakazakii

Présents dans I’environnement, les Enterobacters sont également des commensaux du tube
digestif de I'homme et des animaux. Ce sont des pathogénes opportunistes responsables, en
milieu hospitalier surtout, d’infections urinaires, de bactériémies, de méningites ou de

suppurations diverses.

Ce sont des entérobactéries mobiles, capsulées ou non. Sur gélose, les colonies sont

brillantes, opaques, souvent d’aspect assez gras.
Les principaux caractéres biochimiques sont :
e Gaz en glucose,
e urée négative,

e indole négative,

e.6. Salmonella[14][15] :

Présents dans I’eau et dans diverses denrées alimentaires, les Salmonelles sont pathogénes,
soit exclusivement pour ’homme (Sa/monella typhi), soit exclusivement pour I'animal (Sa/monella

abortus ovis).
Chez ’homme, elles sont responsables de la fievre typhoide et de gastroentérites.

La morphologie est celle des entérobactéries. Certaines souches habituellement mobiles

peuvent a 'isolement se présenter sous forme immobile.

Les colonies mesurent en général 1,5 a 3 mm aprés 24 heures a 37°C et apparaissent lors

de I’isolement sous forme S.
La plupart des salmonelles sont :

e H2S positive (sauf paratyphi A),
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e indole négative,
o Citrate négative (sauf paratyphi B),

e Uréase négative ,

1.2. Les bacilles a Gram négatif non fermentaires :

a. Définition :

Les bacilles a Gram négatif non fermentaires sont des bactéries aérobies strictes qui se
développent habituellement sur milieu ordinaire et qui sont caractérisées par un mode de

production énergétique ne faisant pas intervenir la fermentation[18] [19].

b. Habitat :

Environ 15 % de tous les bacilles Gram négatif se développant en aérobiose, isolés dans les

laboratoires de bactériologie médicale, sont des non fermentaires.

Deux espéces : Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter représentent jusqu’a 75% de ces

isolements.

Ces germes sont pour la plupart des pathogénes opportunistes dont I’habitat naturel est le
milieu extérieur[18] [19].

c. Classification :

Les bacilles a Gram négatif non fermentaires sont a I’heure actuelle mieux classées grace a

de nombreuses études génétiques ADN-ADN ou ARN-ADNTJ18].
Nous pouvons distinguer un certain nombre de genres [20] :
e Pseudomonas- Burkholderia- Ralstonia- Comamonas- Brevundimonas
e Sphingomonas- Stenotrophomonas- Chryseomonas- Flavimonas- Shewanella -
e Acinetobacter- Chryseobacterium- Flavobacterium- Weeksella- Alcaligenes-

e Sphingobacterium- Agrobacterium.
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d. Caracteres bactériologigues :

d.1. Caractéres morphologiques[18] [21] :

Les bacilles a Gram négatif se présentent sous forme de bacilles longs et fins a extrémité
effilée (Pseudomonas) mais également sous forme de diplobacilles a extrémité arrondie avec des
formes coccoides et longues (Acinetobacter).

IIs sont immobiles (Acinetobacter) ou mobiles.

d.2. Caractéeres culturaux :

En général, les bacilles a Gram négatif non fermentaires croissent sur milieux simples
comme la gélose Trypto-Caséine Soja (TSA) et la gélose lactosée de Drigalski a 30°C et souvent a

37°C, avec un temps d’incubation de 48 a 72 heures pour que les colonies soient repiquables.
Certaines de ces bactéries élaborent des pigments :
= La pyocyanine, pigment bleu-vert, est pathognomonique de Pseudomonas aeruginosa.

= Des pigments allant du jaune pale au jaune orangé peuvent étre produits par diverses

espéces au sein des genres Pseudomonas, Flavobacterium et Xanthomonas.

e. Etude des principaux genres :

e.l. Pseudomonas[15][19] [20] :

Ce sont des bacilles a Gram négatif, aérobies stricts, possédent une oxydase, non
fermentaires, mobiles par une ciliature polaire (quelques exceptions), respirant ou non les nitrates,

oxydant ou non le glucose, accumulant ou non du polybétahydroxybutyrate (PHB).
Les especes les plus fréquemment isolées en milieu médical sont :
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas fluorescens,

Pseudomonas putida.
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» Pseudomonas aeruginosa :

Communément appelé bacille pyocyanique (mot grec : bacille agent du pus bleu), c’est la
principale espéce du genre Pseudomonas de par sa fréquence et sa présence dans de nombreuses

niches écologiques (eaux, végétaux, sols).

C’est un petit bacille fin, a Gram négatif, mobile grdce a une ciliature de type polaire

monotriche en « vol de moucheron », oxydase positive.

La culture de P aeruginosa sur gélose au sang TSA, est caractérisée par une odeur
aromatique et la production de pigments (pyocyanine, pyoverdine). Sur le milieu Kligler-Hajna, on

observe le brunissement de la pente et I'aspect métallisé de la culture[21].

P. aeruginosa est le type méme des bactéries opportunistes pathogenes chez

I'immunodéprimé ou aprés un traumatisme grave ou chez les brilés.
Les souches plus particulierement pathogenes sont productrices de :
] Cytotoxine nécrosante ;

= Exotoxines protéiques (a, s, tetu)[22] .

e.2. Acinetobacter[20] [23] [24]:

Les bactéries du genre Acinetobacter qui appartiennent a la famille des Moraxellaceae et
Acinetobacter baumannii est I’espéce la plus fréquemment identifiée dans les infections humaines.
Ce bacille a Gram négatif ubiquiste par excellence, dont I’'Homme constitue un réservoir avec la

peau comme support majoritaire est principalement identifié dans le sol et I'eau.

La morphologie particuliere d’Acinetobacter permet, presque a coup sdr, d’orienter

correctement leur identification.

L’examen au microscope optique de culture en milieux liquides peptonés simples, montre
des diplobacilles a extrémités arrondies, toujours immobiles, isolés en courtes chainettes,
accompagnés de formes de cocci plus ou moins nombreux, plus rarement de formes allongées et

massues dites « formes souffrantes » dont la formation serait favorisée par I’agitation des cultures.
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Acinetobacter croissent bien sur les milieux de culture de routine avec une température

optimale de 33 a 35°C, seule Acinetobacter baumannii a croitre a 44°C.

Sur gélose de Drigalski, les colonies d’Acinetobacter ne fermentent pas le lactose, elles sont

lisses, a bordure nette.

Sur TSA, les colonies présentent le méme aspect, avec une réaction d’oxydase négative et

une réaction de catalase positive.

A. baumannii est un pathogéne opportuniste qui peut étre responsable d’infections séveres

malgré sa faible virulence, en particulier chez les patients immunodéprimés.

e.3. Stenotrophomonas [15] [20] :

Stenotrophomonas maltophilia . c’est une bactérie ubiquiste et est responsable d’infections

nosocomiales, principalement chez les immunodéprimés.

Par sa fréquence, S. maltophilia est la seconde espece de Pseudomonas isolée en milieu

hospitalier aprés Pseudomonas aeruginosa.

C’est un bacille aérobie strict, assez fin, de longueur moyenne, polymorphe avec une

ciliature polaire multitriche.

2. Carbapénémes :

2.1. Définition :

Les carbapénémes, derniers antibiotiques de la classe des bétalactamines, ont un tres large
spectre antibactérien et possédent une grande stabilité vis-a-vis de la quasi-totalité des
bétalactamases. Pour cette raison, ils font partie des antibiotiques utilisés en premiére ligne au
cours du traitement probabiliste des infections nosocomiales séveres[25] . Comme toutes les

autres bétalactamines, les carbapénémes sont des antibiotiques «temps-dépendant»[26].
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2.2. Structure chimique :

Les carbapénemes utilisés aujourd’hui dérivent de la thiénamycine, molécule isolée en 1976
a partir de Streptomyces cattleya. Leur cycle de base differe de celui des pénicillines par la

présence d’une double liaison et I'absence d’atome de soufre dans le cycle[25].

Moyau pename (pamcilines) Carbapendrms
s F B |

CO0OH COOH

Figure n°17 : Structure chimique du noyau péname et carbapénéme.

Les Carbapénémes possédent en plus sur le carbone 6 un groupement trans hydroxyéthyle
a la place du groupement cis amino-acyl portés par les autres bétalactamines. Ce groupement

assure une stabilité importante vis-a-vis de I'action d’une grande variété de bétalactamases[27].

2.3. Mécanisme d’action

De méme que les autres B-lactamines, les carbapénémes ont une activité f-lactamines, les
carbapénemes exercent leur activité bactéricide en se liant aux protéines de liaison des pénicillines

(PLPs).

Leurs cibles privilégiées sont les PLPl1a, 1b et 2, de haut poids moléculaire[28] Les
aminopénicillines et céphalosporines se lient a la PLP3, ce qui a pour conséquence une lyse
bactérienne sans filamentation préalable en présence de carbapénémes, ainsi qu’une libération

moindre d’endotoxines[29].
2.4. Spectre d’action

Les carbapénemes sont actifs sur les bactéries a gram négatif ainsi que les bactéries a gram

positif, incluant les bactéries anaérobies. Cependant, ils ne peuvent pas étre utilisés pour le
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traitement des infections a staphylocoques résistants a I’oxacilline ou a entérocoques du fait de
leur absence d’activité sur les PLP2a des staphylocoques ou sur les PLP5 des entérocoques (seul
I'imipénéme posséde une activité sur Enterococcus faecalis). Les profils de sensibilité des

différentes molécules vis-a-vis des BGN sont sensiblement différents.

L’ertapénéme a un spectre restreint aux entérobactéries : il est inactif sur P.aeruginosa et
A.baumanii, et ne peut donc pas étre utilisé pour le traitement probabiliste des infections
nosocomiales séveres[28]. Les genres Proteus et Morganella sont moins sensibles aux pénémes, et
en particulier a I'imipénéme, que les autres entérobactéries du fait d’une moindre affinité dela
PLP2 et d’une diminution de quantité de la PLP1a, Le Tableau VI indique les concentrations

minimales inhibitrices des différents carbapénémes, en fonction du germe.

Tableau VI : Activité in vitro des carbapénémes sur les bactéries a Gram négatif[29]

Tableau 1 Activite in vitro des carbapeénémes sur les bactéries a Gram negatif.

Bacteries Imipeneme Meropeneme Doripeneme Ertapename
E. coli 0,12/0,25 0,016/0,03 0,03/0,06 =0,015/= 0,015
E. coli BLSE 0,25/0.5 0,03/0,06 0,03/0.06 0,03/0,25

K. pneumoniae < 0,06/1 0.03/0,12 0.06/0.12 =0,015/0,12
K. pneumoniae BLSE 0,25/1 0,03/0.12 0,06/0,12 0.06/0,25
Proteus mirabilis 0.5/2 0.06/0.06 0.12/0.25 = 0,06/= 0,06
Morganella morganii 2/8 0,12/0,25 0,25/0,5 =0,015/0,03
E. cloacae 0.5/2 0,03/0.06 0,03/0.06 =0,015/0,06
Citrobacter freundii 1/1 0,03/0,06 0.03/0.03 =0,015/0,06
Serratia marcescens 1/2 0,06/0,12 0,12/0,25 0,03/0,12

H. influenzae 0.5/1 0,12/1 0,121 0.06/0,25
Moraxella catarrhalis 0,06/0,12 =0,015/= 0,015 0.12/0,25 0,06/0,25
Salmonelia sp =0,5/=0,5 0,03/0,03 0.06/0,06 =0,06/= 0,06
P aeruginosa 1/32 0,5/32 0.5/8 >8/>8
Acinetobacter baumannii 0.25/0,25 0,251 0,25/1 4/= 8
Stenotrophomas *B8/>8 > 16/> 16 »16/>16 *8/>8
maltophilia

Bacteroides fragilis 0.25/1 0.121 0,25/1 0.25/1
Prevotella spp 0,03/0,5 0,12/0,25 0.,12/0,25 0,251
Fusobacterium spp 0.12/1 0,12/0,25 0,12/0,25 0,25/4

Les donnees sont les CMI_ et CMI_, exprimées en mg/1. D'apres [1-3].
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2.5. Données pharmacologiques :

> Pharmacocinétique :

L’'imipénéme et le méropénéme ont des propriétés semblables avec une demi-vie de I'ordre
d’une heure, un volume de distribution « moyen », une faible liaison aux protéines plasmatiques et
une élimination rénale sous formes inchangée de 70%. Les propriétés pharmacocinétiques de
I'ertapéneme différent sensiblement, avec une demi-vie quatre fois supérieure, permettant
I’ladministration en dose unique quotidienne, un volume de distribution élevé, une forte liaison aux

protéines plasmatiques et une élimination rénale sous forme inchangée de 40%[29].

> Pharmacodynamique :

Les carbapénemes ont une activité bactéricide plus rapide que pour les autres B-
lactamines[30]. De méme que les autres antibiotiques de la famille, leur activité est temps-
dépendante : afin d’obtenir une efficacité bactériologique, il faut que la concentration
plasmatique soit supérieure a la CMI pendant au moins 40% du temps entre 2 injections[29].
Idéalement, une administration par perfusion continue est a préférer a une administration

intermittente.

3. Les mécanismes de résistance :

De méme que pour les autres B-lactamines, des résistances aux carbapénemes sont

apparues[31]. La résistance aux carbapénemes peut-étre liée a deux types de mécanismes :

e soit a l'association de la production de BLSE ou I’hyperproduction de céphalosporinase
chromosomique ou acquise (phénotype hyperAmpC) associé a une imperméabilité. Ce
phénomeéne est peu inquiétant en cas de céphalosporinase chromosomique, car non

transmissible[31] ;

e soit a l'acquisition de carbapénémase : ce phénomeéne est alarmant car la résistance est

portée par des éléments génétiques mobiles donc transmissibles entre souches.

38



Etat actuel de résistance des bacilles a gram négatif aux carbapénémes et conséquences thérapeutiques

4, Les carbapénémases :

Les carbapénémases décrites chez les entérobactéries appartiennent aux quatre classes

connues de bétalactamases (classe A, B, C, D de la classification d’Ambler)[32].
Ces carbapénémases sont de différents types : des métallo-bétalactamases (IMP, VIMP), des
carbapénemases de classe A (KPC, GES, etc.) et des oxacillinases[33].

4.1. Classification :

Les carbapénémases sont des B-lactamases de classes A, B ou D. Les B-lactamases de

classe C sont exclusivement des céphalosporinases AmpC chromosomiques ou plasmidiques

(Tableau VII)
Tableau VII :Caractéristiques des principales carbapénémases acquises chez les BGN
Classification .
Enzymes Especes Hydrolyze Inhibition
d'Ambler
. : +-
KPC, GES, IMI Enterobacteries Toutes les B-
Classe A _ _ (ac. boronique, ac.
MMC, SME P asruginosa lactamines _
clavulanique)
P.aeruginosa Toutes les B- Chélateurs cations
Clazse B HDM, VIM, IMP, . .
. Enterobacteries lactamines {sauf divalents (EDTA,
(MBL) GIM, SPM .
A baumanii aztreonam) ac. dipicolinique)
Classe C
- - - Cloxacilline
{(AmpC)
OXA-48 et . _ Penicillines,
Classe D o Enterobacteries .
derivees +I- carbapenemes -
(oxacillinases) A.baumanii
OXA-163, OXA-23 Pas les C3GIC4G

Ac. - acide ; C4G - céphalosporines de 4*™ génération
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a. Enzymes de classe A :

Les carbapénemases de classe A hydrolysent toutes les B-lactamines. Les céphamycines et
la ceftazidime sont faiblement hydrolysés. Le degré de résistance aux carbapénémes est variable,
ils sont hydrolysés de facon moins efficace que les pénicillines et céphalosporines de 1ére et 2éme
génération. L’ertapénéme présente la sensibilité la plus élevée a I'activité hydrolytique de ces
carbapénemases. Cette classe comprend les carbapénémases de type KPC (KPC-1, KPC-2, les plus

fréquentes) ou GES ayant un support plasmidique[31].

La premiére KPC a été découverte en 1996 aux Etats-Unis chez une souche de
K.pneumoniae[34] .Les KPC sont les carbapénémases de classe A les plus fréquentes et les plus
menacantes, du fait d’un important pouvoir de dissémination[31]. Les souches productrices
d’enzymes KPC expriment souvent différents types de BLSE en association (TEM, SHV, CTX-M) et
ont également un certain degré d'imperméabilité associé, majorant la résistance aux
carbapénemes|[35].

b. Enzymes de classe B : Métallo- g-lactamases

Les carbapénémases de classe B hydrolysent toutes les B-lactamines et trés fortement les
carbapénemases. Les MBL plus fréquentes initialement étaient les VIM (Verona integron-encoded
metallo-B-lactamase) et IMP (Imipénémase). Depuis 2008, les MBL de la famille des NDM ont
largement diffusé a travers le monde[36]. Chez les entérobactéries, VIM-2 est la MBL la plus

fréquente a travers le monde[28].

IMP-1 a été isolée pour la premiere fois chez une souche de P.aeruginosa au Japon en 1990
et a rapidement diffusé chez les entérobactéries et A.baumanii a travers le monde[28]. NDM-1 a
été découverte plus récemment chez les entérobactéries, en Inde et au Pakistan, puis a rapidement
été retrouvée a travers le monde. L’'isolement de souches productrices de MBL transférables est de

plus en plus fréquent[28].
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c. Enzymes de classe D : oxacillinases

Les oxacillinases sont des pénicillinases dont le spectre peut é&tre élargi aux
céphalosporines ou aux carbapénemes. La premiére carbapénemase de type OXA a été décrite en
1993 chez une souche d’Acinetobacter baumanii, isolée en 1985 en Ecosse, alors que le groupe

OXA-48 a été identifié en Turquie pour la premiere fois[28].

Les carbapénémases de classe D sont classées en 9 sous-groupes : OXA-23, OXA- 51,
OXA-24, OXA-58, OXA-48, OXA-55, OXA-50, OXA-62 et OXA-60. Le groupe OXA-48 n’a été
décrit que chez les entérobactéries, a I'inverse des autres OXA, retrouvées essentiellement chez
Acinetobacter spp[28]. Les carbapénemases de type OXA-48 présentent de nombreux variants, ils
different de quelques acides-aminés (substitution ou délétion). Ces variants ont été identifiés a
travers le monde (OXA-162, OXA-181, OXA-163, OXA-204 et OXA-232) -[37], certains possédent

une faible activité hydrolytique vis-a-vis des carbapénemes.

La particularité des carbapénémases de type OXA est I’'absence d’hydrolyse des C3G avec
une hydrolyse importante des pénicillines et variable des carbapénémes+. Elles ne sont peu ou

pas inhibées par I’acide clavulanique ou le tazobactam.

4.2. Supports moléculaires de génes de carbapénémases et transmission :

Les vecteurs de la diffusion des carbapénémases sont soit les souches elles—-mémes, soit les
éléments génétiques mobiles et transférables, qui portent les genes codant les carbapénémases
(plasmides, transposons ou intégrons). Les transposons sont des séquences d’ADN capables de se
déplacer et de se multiplier de facon autonome. Les intégrons sont intégrés dans des cassettes et
constituent un systéme de capture, d’expression et de dissémination des génes. Les genes portés
par un plasmide, un transposon ou un intégrons sonttransférables et peuvent donc diffuser vers
d’autres bactéries, leur conférant un pouvoir de dissémination entre souches réceptives ou
transmission horizontale. 1l est donc important d’identifier rapidement ce mécanisme de

résistance.
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Les genes blaKPC sont systématiquement localisés au sein de l'intégron Tn4401, qui a
été identifié chez des entérobactéries et P.aeruginosa d’origines géographiques différentes[38] De
plus, ce transposon est généralement retrouvé sur des grands plasmides de tailles et structures

différentes, associant des génes codant d’autres résistances[39].

Les genes codant pour les MBL sont souvent décrits sous forme de cassettes au sein
d’intégrons. Ces intégrons sont capables d’intégrer plusieurs génes cassettes (codant pour la
résistance), ce qui entraine une accumulation de génes de résistance a de nombreuses familles, au
sein d’une méme souche. Ces intégrons, non mobiles, sont généralement localisés sur des
plasmides[36]. Ces génes codant les MBL sont retrouvés chez des entérobactéries mais également

chez P.aeruginosa ou A.baumanii[40].

Les plasmides porteurs de ces intégrons sont souvent porteurs d’autres genes de résistance
a d’autres familles d’antibiotiques, tels que les B-lactamines (blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, blaCMY,
blaOXA-48 ou blaKPC), les quinolones (qnrA, qnrB), les aminosides (génes armA, rmtA, rmtC,
codant les méthylases), la rifampicine (arr-2), les sulfamides (sul-2), le chloramphénicol (cmlA) et

les macrolides (ereC). Ces souches peuvent donc devenir pan- résistantes[36]

Le géne blaOXA-48, codant la carbapénémase OXA-48, est porté par un unique plasmide
chez les entérobactéries, ce géne ne porte pas d’autres résistances. Les résistances associées, liées
a la production de BLSE ou céphalosporinases, sont généralement portées par des plasmides

additionnels[36].

Parmi les carbapénémases de type OXA, seuls les génes blaOXA-23, blaOXA-40 etblaOXA-
58 chez A.baumanii et blaOXA-48 sont de support plasmidique et ont un important pouvoir de
dissémination. Elles sont trés fréguemment associées a d’autres B-lactamases, notamment des

BLSE, expliquant la multi-résistance de ces souches, et notamment la résistance aux C3G [31].
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5. Détection des carbapénémases au laboratoire de microbiologie médicale :

La détection des bactéries productrices de carbapénemases au laboratoire est un probleme
d’importance majeure pour le choix d’'un schéma thérapeutique approprié et la mise en place des
mesures de contrble de la dissémination. Cependant, cette détection reste difficile, car devant la
multitude de phénotypes, elle ne peut pas étre uniquement basée sur le profil de résistance. En
effet, les CMI vis-a-vis des carbapénémes des souches productrices de carbapénemases sont trés
variables et peuvent rester dans la zone de sensibilité selon les bornes actuelles du CA-SFM, de
I’EUCAST ou du CLSI (tableau VIII) . De plus, aucun test spécifique n’a encore été bien standardisé.
De nombreux algorithmes ont été proposés pour rechercher la production de carbapénémases sans

gu’aucun ne soit satisfaisant [31].

L’ertapénéme présente les valeurs seuils les plus basses pour les entérobactéries (Tableau
VIII). Cependant, 'EUCAST a diminué le seuil de sensibilité des carbapénemes pour permettre la

détection des EPC ayant des CMI modérément augmentées.

Tableau VIII : Criteres de sensibilité/résistance selon les recommandations américaines (CLSl)et

européennes (EUCAST) -[32]

CLSI CASFM/EUCAST

S (=) R (=) S (=) R (=)
lmipename 4 8 2 8
Meropeneme 4 8 2 8
Ertapename 2 4 0.5 1

> Méthodes phénotypiques :

Les tests phénotypiques de détection des carbapénemases regroupent les tests d’hydrolyse,
dont certains permettent d’obtenir un résultat rapide et les méthodes d’inhibition, ainsi que des

méthodes immuno-chromatographiques.
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> Tests d’hydrolyse de I’activité carbapénémase :

Les tests d’hydrolyse pour la détection des carbapénémases sont : le test de Hodge (a
abandonner en raison de ses faibles performances), la spectrométrie de masse de type MALDI-
TOF, les tests colorimétriques et le test CIM (Carbapenem inactivation method). Les méthodes

colorimétriques reposent sur le principe du test Carba NP, des kits commerciaux sont disponibles.

> Test de Hodge modifié :

Le test de Hodge modifié (MHT) permet de mettre en évidence une carbapénémase par
détection d’une synergie entre une souche productrice de carbapénémase (souche a tester) et une
souche sauvage sensible (de référence) dite indicatrice. Ce test consiste a ensemencer une gélose
Muller-Hinton avec une suspension d’une souche bactérienne indicatrice : Escherichia coli ATCC
25922 sauvage a 0,5 Mc Farland diluée au 1/10. Un disque d’ertapénéme a 10 ug est déposé au
centre de la boite. Les souches a tester et le controle positif sont ensuite déposés en stries a partir

du disque.

Le test est positif lorsqu’on observe une image en forme de tréfle correspondant a une
distorsion de la zone d’inhibition autour du disque d’ertapénéeme, aprés une incubation de 18h a
37°C, comme on peut le voir sur la Figure n°18. Le test de Hodge modifié mettant en évidence
I’hydrolyse des carbapénémes est aujourd’hui a abandonner car il est sensible pour la détection
des producteurs de KPC et OXA-48 mais de nombreux faux-positifs sont observés, en particulier

pour les souches d’Enterobacter spp. surexprimant leur céphalosporinases naturelle[36].

et (2) : souches patient productrices de carbapénemase ; (3) : controle négatif ; (4) :

controle positif
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Figure n°18 : Test de Hodge modifié[36]

» Spectrométrie de masse MALDI-TOF

Les produits d’hydrolyse des carbapénéemes par des enzymes peuvent étre identifiés par
spectrométrie de masse a temps de vol (MALDI TOF). La technique consiste a incuber de 20
minutes a 2 heures une solution de carbapénéme avec la souche a tester. Apres centrifugation,le
surnageant est analysé en spectrométrie de masse pour mettre en évidence la disparition du pic

correspondant a I'antibiotique utilisé et a I’apparition du ou des produits de son hydrolyse.[41]

Les résultats obtenus montrent des sensibilités et spécificité proches de 100% a partir de
souches isolées. Cette méthode identifie le mécanisme de résistance sans identifier la famille de
carbapénémase impliquée. Elle nécessite un matériel couteux (spectrometre) ainsi qu’une mise

au point précise et un personnel qualifié.
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Figure n°19 : Détection de I’activité carbapénémase par spectrométrie de masse MALDI-TOF[42]

> Méthodes colorimétriques :

Les tests d’hydrolyse basés sur des méthodes colorimétriques détectent [I'activité
carbapénemase grace a une variation de couleur du milieu réactif liée a I'activité hydrolytique qui

modifie la composition biochimique du milieu.

> Carba NP test (Carba Nordmann-Poirel Test) :

Le Carba NP test est une méthode biochimique de détection des carbapénemases
développée par Nordmann et son équipe. Ce test met en évidence I'acidification du milieu gracea

un indicateur coloré lors de I’hydrolyse de I'imipénéme par une carbapénémase.

L'indicateur coloré, le rouge de phénol, vire au jaune lors de I’hydrolyse de I'imipénéme par
production d’acide et donc diminution du pH (Figure n°20). Ce test a été évalué au CNR, a partir de
plus de 4000 souches de sensibilité diminuée aux carbapénémes. Le Carba NP est un test rapide
et peu onéreux dont la mise en place peut se faire dans tout laboratoire de microbiologie[36], il est
actuellement recommandé en premiére ligne pour le dépistage de I’activité carbapénémase par le
CLSI aux Etats-Unis[43]. Deux tests, utilisant le principe du Carba NP ont été commercialisés. Il
s’agit du RAPIDEC® CARBA NP (bioMérieux) et du Neo-Rapid Carb Screen® (anciennement Rapid

Carb Screen®) - (Rosco diagnostics) - (Figure n°20).
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Figure n°20 : Principe du Carba NP test a gauche et RAPIDEC® CARBA NP a droite, tests

colorimétriques de diagnostic rapide de I’activité carbapénémase [44]

En présence d'une carbapénemase, le réactif vire du rouge au orange, en lien avec la

production d’acide.
Test + (EPC) : orange / test - (non-EPC) : rouge
> Blue-Carba :

Le Blue-Carba est un test biochimique de détection des carbapénémases dérivé du Carba
NP test, réalisable directement a partir de souches en culture. Le principe de ce test est le méme
que le Carba NP : une hydrolyse du cycle B-lactame des carbapénémes en présence d’une
carbapénemase est mise en évidence par acidification du milieu. Dans le test Blue-Carba, le bleu

de bromothymol est utilisé comme indicateur coloré, étant donné que sa gamme de pH (6.0 a 7.6)
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comprend le pH optimal pour la plupart des B-lactamases (pH=6.8)[45]. L’activité carbapénémase
est révélée lorsque les couleurs des puits sont, respectivement pour la souche testée et le controle
interne négatif : jaune/bleu, jaune/vert ou vert/bleu. Pour les souches non- productrices de
carbapénemases, les 2 puits restent bleus ou verts (Figure n°21). Les premiers résultats sont

obtenus en 30 min, et jusqu’a 2h pour les souches productrices d’oxacillinases.

Figure n°21 Résultats du test Blue-Carba pour les souches productrices de carbapénémases (A, B,

C) et non productrices de carbapénémases (D) [45]

> B-Carba test [46] :

Le B-Carba test est une nouvelle technique électrochimique, réalisable a partir de colonies
bactériennes. L’hydrolyse de I'imipénéme par une carbapénemase entraine une modification du pH.
Grace a un substrat chromogene, le changement de couleur du milieu réactifest visible a I’oeil nu

en 30 minutes.
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A l'aide d’une oOese depl, des colonies bactériennes sont récupérées a partir d’une
culture « fraiche » et ajoutées a 4L au réactif dans 2 microtubes. Aprés 30 min, le résultat est

interprété selon la couleur du milieu :
e Jaune : négatif "EPC
e Orange - rouge - violet : positif °‘non EPC

> BYG Carba test[46] :

Le BYG Carba test est une nouvelle méthode électrochimique de détection de ['activité
carbapénemase. Ce test détecte la variation de conductivité d’une électrode recouverte de
polyaniline (polymeéere conducteur), trés sensible aux variations de pH et du potentiel
d’oxydoréduction de la réaction enzymatique d’hydrolyse de I'imipénéme. Les modifications de
conductivité sont analysées et enregistrées en temps réel par le logiciel. Une valeur seuil de 3,5
(unité arbitraire) permet d’indiquer la présence ou non d’EPC. Le potentiostat utilisé est un
dispositif « fait-maison » par les personnes I'ayant développé (le fonctionnement exact ne sera pas

développé ici) - (Figure n°22).

Afin de réaliser le test, les colonies de bactéries récupérées avec une Oese de 10uL a
partir d’une culture sont suspendues dans une solution de 400uL de ZnSO4, avec ou sans une
solution d’imipénéme a 3mg/mL. Les aliquots de 50uL de ces solutions (avec et sans imipénéme)

sont déposés sur les sondes. Le résultat, sous forme de signal, est obtenu en 30min environ .
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TT—

Working electrod
—Reference elect:

Figure n°22 : Potentiostat « fait-maison » et électrode avec 8 sondes

4 souches analysées en paralléle (3 échantillons + 1 contréle), dép6t de la solution
bactérienne sur la sonde (-) en (a) sans imipéneme ou (+) en (b) avec imipénéme / (c) électrodede

travail (en haut), de référence (au milieu) et de comptage (en bas)

Tableau IX : Comparaison de 4 tests phénotypigues de détection des EPC[47]

Paramétres BYG p-Carba Neo-rapid Carb | Rapidec Carba NP
Sensibilité _
100% 97,3% 89,2% 91,9%
globale
Spécificité
98,9% 97 7% 89,7% 83,9%
globale
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> Test CIM (Carbapenem Inactivation Method)[48]

Le test CIM (Carbapenem Inactivation Method) a été développé comme un test sensible,
spécifique et peu couteux pour la détection des carbapénémases. Le principe de ce test est basé
sur I’inactivation in vitro du méropénéme contenu dans un disque chargé a 10ug par les souches

productrices de carbapénemases. La méthode de ce test est la suivante :
< incubation d’un disque de méropéneme dans une suspension de la souche a tester ;

% incubation de ce disque de méropénéme avec une souche d’Escherichia coli de

référence sensible au méropéneme ;
< apres cette étape d’incubation, détection de I'activité carbapénemase :

» [|'absence de zone d’inhibition autour du disque de méropénéme signe une

hydrolyse de ce carbapéneme au cours de la premiére incubation ;

= une zone nette d’inhibition autour du disque montre I'absence d’activité

carbapénemase.

» Méthode immunochromatographique :[41]

Cette méthode détecte directement la production de I’enzyme responsable de la résistance.
De plus, contrairement aux tests phénotypiques et biochimiques, ils ne sont pas influencés par

I’activité enzymatique méme faible de I'enzyme.

Ce test est présenté sous forme de cassettes qui integrent une bandelette qui permet la
détection de I’enzyme recherchée (Figure n°23). Pour réaliser ce test les bactéries sont mises en
contact avec un tampon d’extraction puis I'extrait est déposé sur la cassette. Les résultats sont

généralement obtenus dans un délai de 15 minutes.
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Sens de migration Ligne controle

¢ L o Ligne test

Zone de dépét Membrane Tampon absorbant

Tampon Support plastique
avec traceur or

Figure n°23: Principe d’un test immunochromatographique[41]

» Tests d’inhibition : [46]

Les tests d’inhibition sont basés sur les propriétés inhibitrices de I'acide boronique vis-a-
vis des carbapénemases de classe A, de I’acide dipicolinique ou de 'EDTA vis-a-vis des enzymesde
classe B et de la cloxacilline vis-a-vis des céphalosporinases (AmpC). Récemment, il a été montré
gu’un disque de témocilline est également ajouté pour permettre la détection des souches
productrices d’OXA-48. En effet, 98,2% des souches produisant une OXA-48 sont trés résistantes a

la témocilline .

» Méthodes moléculaires :

Seules les méthodes moléculaires (PCR _ séquencage ou hybridation sur puces a ADN)
permettent, a I’heure actuelle, de caractériser de facon précise les enzymes produites. Ces
méthodes sont réalisées en routine dans certains laboratoires cliniques spécialisés ou non, pour
pallier aux problemes de la détection phénotypique des micro-organismes producteurs de
carbapénemase. Des kits commerciaux existent et permettent la détection des génes codant les

carbapénemases, y compris directement a partir des échantillons cliniques [31]
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> Amplification génigue :

La PCR permet de confirmer la présence du géne d’une carbapénémase dans l’isolat et
I’identification précise du type, a des fins épidémiologiques. Il existe des méthodes de PCR «

maison » ou des méthodes commerciales incluant différentes PCR multiplex telles que:
e  Xpert® Carba-R (Cepheid) : détectant KPC, NDM, VIM, IMP-1, OXA-48, OXA-181 et OXA-232
e Check direct CPE (Check-points) : détectant KPC, NDM, VIM et OXA-48 [49].

» Séquencage :

Les méthodes de séquencage haut-débit de ’ADN permettent la détermination de la séquence
d’acides nucléiques de millions de génes. Actuellement ces méthodes permettent la détermination du

génome entier en quelques heures a quelques jours, au lieu de plusieurs mois auparavant [43].

Tableau X : Comparaison des différents tests disponibles pour la détection des EPC[46]

Tests

Tests Test moléculaires
R A Tests d'hydrolyse Ea
d'inhibition  antigénique %o
ROSCO/ | KPC/OXA-48 . | Blue Xpert Carba-R /
MHT -Carba test BYG M MALDI-TOF 5
MAST K-set CarbaNP= | . b | P-Carbates Check-point
Coiit H H + +iH taH H n¥ + 4 +H
délai {a partir . L. Jo(30° . § <1h (Xpert)a7h
etk it 1 10{<1h) # 10(30' 4 2h) sah) | © {30'3 1h) 10 (30 1 10(2-3h) {check-point)
. Détection | Détection des Détection génes
Information g M 2y i
iy KPC, MBL | enzymes du Détection de I'activité carbapénémase spécifiques de
ou OXA-48 kit carbapénémase
. Moyennes | Moyennes a .
Performances Hautes Hautes o piie Hautes Hautes Hautes Moyennes Hautes Hautes
e + + + +as + H + + - .
facile (expertise +4) ¥
ey lecture d . b lecture du | . s
Interprétation e. ur? 7 lecture image de 3 cot{r 'e E_ ur.e R interprétation i
du résultat diamétre visuelle S changement de couleur interprétée par | diamétre PR logiciel
d'inhibition logiciel d'inhibition
Témodilline | ,,. nombrewx B FN avec OXA- i : colt +++ pb
i détection KPC 48 + avec 2 equipement expertise, SH
o requise FPetFN FMavec| 48aprés 2 nombreux : détection
Limites - O¥A-4B souches i _ spécifique non mise en place
pour ; (ph Se i 0X¥A-48 | incubation de A FN +++ i nouvelles
uniguemeant mucoides pour g commercialisé délicate
OXA-48 NDM) Carba NP 30 enzymes

Se : sensibilité ; Sp : spécificité ; FP : faux-positifs ; FN : faux-négatifs, CARBA : carbapénémase ; pb : probléme
*performances (en raison d'une diversité de valeurs selon les études): haute : > 30% Se et Sp ; moyenne : 7T0-90% Se et Sp; basse : < 70% Se et 5p
a: Carba NP et kits commerciaux (RAPIDEC CARBA NP et Neo-Carb Screen) ; b : Blue Carba et kit commercial (Rapid Blue Carb Screen) ; ¢ : cout BYG inconnu

d : MALDI-TOF : colt {du test uniguement) et mise en ceuvre sans logiciel MALDI Biotyper STAR BL® ; e : performances CIM moyennes mais hautes pour CIM modifie
(TSB, incubation prolongée) ; f - réalisation longue pour Check-point
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> Milieux de dépistage des EPC :

Les entérobactéries étant normalement présentes dans la flore intestinale, le dépistage des
patients porteurs est réalisé a partir d’'un préléevement de selles ou par écouvillonnage rectal,

ensemencés sur milieux sélectifs.[50]
Plusieurs milieux sont potentiellement utilisables :
e gélose Drigalski avec un disque d’ertapénéme ;

e gélose BLSE (additionnée d’une céphalosporine de 3eme génération) puis réalisation
d’un antibiogramme des souches poussant sur ce milieu (résistantes aux C3G) et
sélection des souches résistantes aux carbapénémes. L’utilisation de gélose BLSE pose
un probléme de détection des souches productrices d’OXA-48 en |'absence de BLSE

associée. En effet, ces souches peuvent présenter une sensibilité conservée aux C3G ;
e géloses additionnées de carbapénéme

> Algorithme de détection du CASFM-EUCAST 2018 :

Un algorithme de détection phénotypique a été proposé par le CASFM depuis 2015 (Figure

n°24) afin de permettre :

e de repérer toute EPC grace a une bonne sensibilité, nécessitant ensuite des tests de

confirmation ;
e de s’intégrer a la routine grace a 'utilisation de tests simples.

Cet algorithme de dépistage présente une sensibilité de 100% et une spécificité qui varie de
79% a 69% en fonction de l'utilisation ou non d’une gélose Mieller-Hinton contenant de la
cloxacilline pour les souches d’entérobactéries du groupe lll. Les entérobactéries du groupe lll,
produisant naturellement une céphalosporinase présentent souvent une résistance aux
carbapénemes par hyper-expression de cette enzyme en association a un certain degré
d’imperméabilité. Lorsque la sensibilité aux carbapénémes est complétement restaurée surmilieu

additionné de cloxacilline, la résistance aux carbapénemes est alors liée a une association
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de mécanismes. Dans le cas d’une non-restauration ou d’une restauration incomplete,

unecarbapénémase est alors fortement suspectée.

-
L Ertapénéme < 256 mm ou > 0,5 mg/L
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Figure n°24 : Algorithme phénotypique de criblage des souches d’entérobactéries productrices de

carbapénémases au sein des souches non-sensibles aux carbapénémes (2015) : recommandations

(2018) du CASFM/EUCAST.[51]
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Il. Discussion des resultats :

1. Epidémiologie des entérobactéries :

1.1. Répartition globale des entérobactéries selon I’espece:

Sur un total de 795 souches d’entérobactéries isolées entre Janvier 2020 et juin 2021,
Escherichia coli reste I’espece bactérienne la plus fréquente au sein des entérobactéries avec un
taux d’isolement de 61,4%, suivie de Klebsiella pneumoniae 22,1%... Cette prédominance est
rapportée dans plusieurs études, mais avec des fréquences variant entre 42% et 60% pour

Escherichia coli, et entre12% et 31% pour Klebsiella pneumoniae (tableau XI)[52] [53] [54] [55] [56]

Tableau XI: Comparaison des taux de fréquence des Entérobactéries

Marrakech Rabat Rabat Algérie)[56] Suisse
Notre étude
Bactéries 2019[52] 2013[53] 2014[54] 2015 2014[55]
%
% % % % %
E. coli 61.4 42 44,72 48.6 46,19 60.5
Klebsiella
22.1 30 31.90 31.32 27,67 12.8
pheumoniae
Enterobacter
5.8 9 7.92 6.86 14,32 6
cloacae
Proteus
2.3 6 3.86 3.39 2,22 9
Mirabilis
Enterobacter
0.12 4 1.70 1.51 ND ND
spp
Proteus
1 1 0.38 0.5 ND 1
Vulgaris

56



Etat actuel de résistance des bacilles a gram négatif aux carbapénémes et conséquences thérapeutiques

1.2. Fréquence d’isolement des EPC au sein des entérobactéries isolées

A I’échelle régionale, Plusieurs études ont signalé I’émergence des EPC surtout au niveau du
pourtour méditerranéen (Liban, Tunisie, Israél, Egypte, France)[57] [58] [59]. En Turquie, plusieurs

épidémies d’infections nosocomiales sont associées a ce type de souches[58] [60].

Au cours de la période d’étude, les entérobactéries productrices de carbapénémase ont
représenté 9.2 % de I’ensemble des entérobactéries isolées au sein du laboratoire de I’hopital
militaire Avicenne. Ce taux reste proche de celui rapporté par une étude menée a Marrakech
réalisée en 2019 qui est de 5% [52] et moins important a celui rapporté par des études réalisées
en Algérie en 2017 [61], au chine en 2016 [62] et au USA en 2014 [63] ou le taux était

respectivement 69.56%, 74.50% et 64%. (Tableau XII)

Tableau XIl : Comparaison de frequence d’isolement des EPC

Marrakech Algérie Chine USA
Notre etude
[52] 2019 2017 [61] 2016 [62] 2014 [63]
Prevalence des
9.2% 6.05% 69.56% 74.5% 64%
EPC

La diffusion des enzymes de type KPC est actuellement préoccupante. Leur dissémination
n’a cessé d’augmenter depuis leur découverte en 1996 aux Etats-Unis, notamment dans I’Etat de
New-York, a Porto Ricco, en Colombie, en Israél, en Italie et en Gréce [39]. Les enzymes de type
KPC, endémiques actuellement en Israél, sont de plus en plus fréquentes en Chine ou encore en

Amérique du Sud [64].
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|| Uit Coit L ity ol KPC procacens
BB Sporadicspread of KPC produrers

Dutbreaks sndied by KPC producin
] Ende-nicity of EMC producers

Figure n°25 : Distribution mondiale des EPC KPC[65]

Une diffusion endémique des plasmides et des souches productrices de NDM au niveau
mondial, notamment en Inde et au Pakistan est observée pour les souches de K.pneumoniae et
E.coli productrices de NDM-1 (Figure n°26). Certaines souches productrices de NDM ont également
été isolées en Europe (France, Royaume-Uni, Hollande, Belgique, Suede, Autriche, Italie), en Asie et

en Australie[28].

[ unknown distribution of NDM producers
[ Spovadic spread of hDM producen
Dutbreaks cauved by NDM producers
. Endemicity of NDM oroducers

Figure n°26 : Distribution mondiale des EPC NDM[65]
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Les carbapénemases de classe D sont les plus fréquentes actuellement chez les
entérobactéries [28]. Les souches de types OXA-48 sont endémiques en Turquie, ou elles ont
diffusé dans de nombreux hopitaux. La prévalence est également élevée dans les pays du pourtour
Méditerranéen (Maroc, Tunisie, Liban, Egypte, Israél, France) mais des cas ont également été
rapportés dans d’autres pays d’Europe tels que I’Allemagne, le Royaume-Uni ou laBelgique. L'Inde
est, par ailleurs, également concernée par une diffusion endémique des souches productrices

d’OXA-48 [36] - (Figure n°27).

[ unknown distribution of OXA-48 producers
B Sporadic spread of OXA-38 producens

I Cuttredks cavsed by OXA-48 producers
- Engdemicity of DIUA-4B producers

Figure n°27 : Distribution mondiale des EPC OXA-48-like[65]

1.3. Répartition des souches des EPC selon le sexe :

Pour le sexe, il existe une variabilité notable dans le sexe ratio selon les études. Notre
travail a montré une population majoritairement masculine avec un sexe ratio de 2.13. Cette
prédominance masculine est rapportée par plusieurs études nationales et internationales[52] [54]

[66] [67], alors que d’autres ont rapporté une prédominance féminine[61] [68].(tableau XIII)
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Tableau Xlll : Comparaison du sexe ratio (H/F)

Auteur de Rabat France Algérie France Fes
Marrakech
I’étude |Notre étude 2014 2016 2017 2018 2013
2019[52]
(année) [54] [66] [61] [67] [68].
Sexe ratio
2.13 1.7 1.27 2.87 0.56 3 0.58
(H/F)

Il N’y a pas une signification précise a cette répartition. Les infections dues aux EPC sont

indépendantes du sexe, elles peuvent toucher aussi bien les hommes que les femme

1.4. .Répartition des souches des EPC selon les services hospitaliers

Les souches d’entérobactéries productrices de carbapénemase isolées au cours de notre
étude, sont issues majoritairement des services de réanimation avec un pourcentage de 42.4%. Ce
taux reste proche de celui rapporté en France(2015) et a Marrakech(2019) ou le taux était
respectivement de55.5% et 41% [66] [52]. Mais plus important de celui au rapportés au CHU

Rabat en 2014 avec des taux de 12.5% [54]. (Tableau XIV)

Selon une étude menée en Arabie Saoudite en 2013 sur un total de 60 isolats de
K.pneumoniae qui ont été identifiés et étudiés. La plupart d'entre eux provenaient des patients
hospitalisés dans les unités de soins intensifs (n=45), tandis que d'autres étaient issus des patients

hospitalisés dans les services de la chirurgie et d’autres services médicaux [69].

Tableau XIV : Comparaison de répartition d’EPC selon les services hospitaliers

Notre étude Marrakech Rabat France Belgique
% 2019 [52]% | 2014 [54]% | 2016 [66] % | 2015 [69] %
Réanimation 42.4 41 12.5 55.5 31
Services chirurgicaux 34.2 26 10.9 13.8 11
Services médicaux 5.4 22 14.7 ND 25
Externe 13.7 11 2.3 ND ND

60




Etat actuel de résistance des bacilles a gram négatif aux carbapénémes et conséquences thérapeutiques

Ce taux élevé est la conséquence de multiples facteurs ; tels que la fragilité de cette
population, la longue durée d’hospitalisation, le nombre élevé d’hospitalisation, la sévérité de la
maladie et la présence de comorbidité, 'usage d’un certain nombre de dispositifs invasifs (sondes
urinaires, cathéters, intubation...), ainsi que la durée de leur utilisation, les traitements
antibiotiques multiples ou a large spectre, la pression de sélection antimicrobienne élevée, la
densité de soins conduit a de multiples opportunités de transmission de bactéries résistantes entre
les patients, soit par les mains du personnel soit par le matériel partagé. On est confronté donc a
un risque d’infections plus graves par les bactéries multirésistantes (BMR) que dans les autres

services.[70] [71]

Cependant il ne faut pas négliger I'augmentation des EPC dans le services chirurgicaux avec
un pourcentage de 34.2%, taux plus important de celui rapporté en France, Belgique et Rabat avec

des taux respectifs de 13.8% ,11% et 10.9% (tableau XIV).[66] [72] [54]
Par ailleurs, 12.5% des EPC ont été isolées chez des patients consultant a titre externe.

De ce fait, dans certains pays en développement, on a constaté une dissémination de ces
bactéries dans les milieux de soins et dans la communauté en raison des conditions

d’assainissement des eaux[73].

1.5. Répartition des souches des EPC selon La nature du prélévement

L’étude de la répartition des EPC selon la nature de prélevement a montré une dominance
des préléevements ECBU représentent 20.6% dans notre étude, taux moins important de ceux

rapporté en Algérie 2017 (68.75%) [61], et a Rabat (36.07%)[54].

Les EPC provenant des prélévements broncho-pulmonaires avec un taux de 20.5%, Ce taux
est augmenté par rapport a celui rapporté par aux autres études; 4% a Marrakech en 2019[52], 17%

en France en 2017[67], et similaire a celle faite en Belgique en 2014[72] de 21%.(tableau XV)

Une autre étude réalisé en France par Centre National de référence (CNR) des EPC du 2004
jusqu’a 2015 montre que sur un nombre de 453 la majeure partie était constitué des infections

urinaires (46%), des bactériémies (24%) ou des pneumopathies (14%). Ces sites infectieux sont les
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sites préférentiels des infections causées par des entérobactéries quel que soit leur profil de

résistance aux antibiotiques. [74]

Tableau XV: Comparaison de la répartition des EPC selon la nature du prélévement

Marrakech Rabat Algérie France Tunisie Belgique
Notre
Nature de 2019 2014 2017 2017 2016 2014
étude
prélevement [52] [54] [61] [67] [75]. [72]
%
% % % % % %
ECBU 27.4 36 36.07 68.75 17 12.7 56
PUS 27.4 23 ND ND ND 11.7 12
PBP 20.5 4 ND ND 17 9.8 21
Hémocultures 12.3 14 12.7 ND 38 32.3 6
Cathéter 2.7 12 13.02 ND ND 10.7 6

1.6. Prévalence d’isolement des souches des EPC selon les germes isolés

Notre étude montre bien que K. pneumoniae est le germe le plus isolé a I’hdpital militaire
Avicenne de Marrakech avec un taux de 60.27% dans I’ensemble des EPC, suivi d’Enterobacter

cloacae (17.8%) et E. coli (15.06%) puis les autres entérobactéries avec 7%.

La plupart des études de la littérature rapporte que klebsiella pneumoniae est le 1€ germe le

plus isolé dans I’ensemble des EPC avec un taux plus important que le notre.(tableau XVI)
L’Enterobacter cloacae occupe dans la majorité des études le 2¢me rang.

L’E. Coli partagent la 3eme position selon plusieurs études (tableau XVI). Cependant, une
étude faite en Algérie en 2017 a montré que E. coli occupe la Tere position de I'ensemble des EPC

avec un taux de 56.25% [61]. (Tableau XVI)
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Tableau XVI: Comparaison de la repartition des EPC selon le germe isolé

Klebsiella
Enterobactercloacae %| E. Coli % CitobacterFreundii %
pneumonia %
Notre étude 60.27 17.8 15.06 1.36
Marrakech 2019
37 29 13 6
[52] %
France 2018[76] % 33.2 10 30.7 15.1
Rabat 2014[54] % 84.8 7.2 5.5 0.8
Tunisie
85.2 9.8 2.9 _
2017[75]. %
Algérie
17.19 _ 56.25 _
2017[611%
Belgique 2015[72] % 65.7 8.8 8.8 7.4
Paraguay 2013[77] % 87 11 _ -
Espagne 2012[78] % 85.6 6.8 1.7 0.4
Suisse 2014 [79] % 65 15 1

Les carbapénémases les plus fréquemment retrouvées chez les entérobactéries sont de type

KPC, NDM et OXA-48 et I'espece la plus souvent en cause est K.pneumoniae, qui constitue le

réservoir majeur de ces enzymes[80]. Mais la fréquence de carbapénémases est également élevée

chez Escherichia coli, Citrobacter freundii (C.freundii) et Serratia marcescens (S.marcescens).

Certaines souches ont diffusé a une vitesse alarmante a travers le monde et ont atteint de hauts

niveaux d’endémicité[31]. Les principaux réservoirs de KPC sontK.pneumoniae aux Etats-Unis, en

Israél et en Grece, ceux de NDM sont K.pneumoniae et E.coli en Inde et ceux d’OXA-48 sont

K.pneumoniae et E.coli en Afrique du Nord et en Turquie [65].
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2. Les bacilles a Gram négatif non fermentaires :

2.1. Acinetobacter baumannii :

Au cours de la période d’étude, les souches d’A.baumannii ont représenté 6.68% de
I’ensemble des isolats au sein du laboratoire de I'HMA. Nos résultats étaient relativement les
mémes que d’autres études menée ; au CHU de Marrakech réalisée en 2015 qui est de 7% , au
CHU de Rabat en 2017 avec un taux de 6.94% et au CHU de Fes avec un taux de 5.8% en 2015

(Tableau XVIN[81] [82] [83].

Cependant, ce pourcentage reste élevé par rapport a celui rapporté par une étude faite a
I’THMMI de Meknes en 2017 qui est de 1.71% et en Algérie en 2016 avec un taux de 1.67% (Tableau

XVIN[84] [85].

Les taux les plus élevés sont rapportés au Pakistan en 2016 avec un taux de 15.3%, et en

Iran avec un taux de 24.2% par une étude réalisée en 2016(Tableau XVII)[86] [87].

Tableau XVII: : Comparaison de la répartition de I’A.baumannii au sein des espéces bactériennes

isolées
HMM CHU
N IRAN |Pakistan | Rabat | Algérie |CHU FES
Notre Meknes | Marrakech
) 2016 2016 2017 2016 2015
étude 2017 2015 (86] (87] (82] [85] [83]
[84] [81]
Taux de
6.68% 1.71% 7% 24.2% 15.3% 6.94% 1.67% 5.8%
I’A.baumannii

Cette variabilité géographique dans la répartition de I’A.baumannii au sein des espéces
bactériennes isolées entre les villes et les pays est liée aux différences de I'usage des antibiotiques,

aux politiques de contréle des infections mais surtout aux pratiques d’hygiéne et de désinfection.

a. Profil de résistance des isolats d’A.baumannii a I’hopital :

En effet, I’A.baumannii posséde naturellement des mécanismes de résistance aux

bétalactamines notamment I’hyperproduction de céphalosporinase chromosomique auxquels va se
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rajouter sa capacité a acquérir facilement de la résistance en impliquant plusieurs mécanismes de

résistance enzymatique, par efflux et par imperméabilité[96].

Les carbapénémes anti-pseudomonas (imipéneme) restent l'une des options thérapeutiques
les plus importantes pour ces infections mais les souches résistantes aux carbapénémes sont en
augmentation [97]. Dans notre étude, la résistance a I'imipénéme étaitde 91.10% % dans tout
I’hopital. Des études nationales et internationales récentes ont soulevé des résultats similaires avec

des taux de résistance élevés (Figure n°28) (Tableau XVIII) [84] [81] [86] [82] [92] [91] [98].

Tableau XVIII: résistance d' A.baumannii a I'lmipénéme

CHU HMM Rabat Grece Egypte Inde Iran
Notre étude Marrakech Meknés 2017 2016 2018 2016 2016

2016 [81] | 2017 [84] [82] [92] [98] [91] [86]

ABRI 91.10% 78% 72.5% 76.19% | 88,95% 100% 100% 100%

La résistance aux carbapénemes chez A.baumannii est plus souvent due a I'expression de
carbapénemase de type OXA, les carbapénemases de type Metallo-bétalactamases(MBL) et

I'imperméabilité liées a des mutations altérant les porines et I’expression des pompes a efflux [94].

Ces données témoignent I'augmentation inquiétante de résistance a I'imipénéme et de
I'expression de carbapénemase souvent liés a I'usage exagéré et abusif de cette molécule dans les

services cliniques de I’hopital.
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Figure n°28: Distribution geographigue d’Acinetobacter baumannii résistant aux carbapénémes

dans les pays de la Ligue arabe entre 2008 et 2016(Les chiffres dans chaque pays représentent les

organismes testés dans le pays correspondant) [99]

Il existe effectivement une grande variabilité dans les taux de résistance aux antibiotiques
entre les pays voire méme entre les régions. Ce constat peut étre expliqué partiellement par les
différences entre la taille des populations ainsi que les différences de prévalence de l'infection a
A.baumannii et I'existence, ou pas, de données nationales de surveillance de I’Acinetobacter.
Cette diversité reste surtout liée aux politiques d’utilisation des antibiotiques et aux pratiques

d’hygiéne au niveau de chaque structure hospitaliére [88].

b. Répartition des isolats d’ABRI selon le sexe :

Les infections a A.baumannii résistante ont été plus fréquentes chez la population
masculine que féminine avec un sexe ratio de 4. Cette prédominance masculine est rapportée par

plusieurs études nationales, maghrébines et internationales (Tableau XIX) [84] [81] [87] [82] [88]
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[89].

La prédominance masculine peut étre expliquée par le constat que I’A.baumannii est
souvent associé a des conditions sous—jacentes comme le tabagisme, I'alcoolisme, le diabete ainsi

que d’autres pneumopathies chroniques [90].

Tableau XIX: Comparaison du sexe ratio

HMM CHU Rabat Tunisie Polande Pakistan
Notre
Mekneés Marrakech 2017 2017 2016 2016
étude
2017 [84] | 2016 [81] [82] [88] [89] [87]
Sexe Ratio 4 2.07 1.70 1.87 1.77 1.90 1.30

c. Répartition des isolats d’ABRI selon les services hospitaliers :

Les souches d’A.baumannii résistantes a l'imipénéme isolées provenaient en grande
proportion (89.3%) chez des patients hospitalisés dans le service de réanimation. Ces résultats
rejoignent les données de la littérature étant donné que la réanimation est toujours le service le

plus pourvoyeur d’infection a A.baumannii mais avec des taux variables.

Le taux retrouvé dans cette étude est proche de celui rapporté au CHU de Marrakech en
2016 (62%) et de celui de I'Inde en 2016 (68.1%) [81] [91], mais reste supérieur de celui rapporté
au CHU de Rabat (2017) ,en Grece (2016) et a I’Espagne(2014) ou le taux était respectivement de

(54.9%),(54%),(43.9%) (TableauXX)[82] [92] [93].

Tableau XX: Comparaison de répartition de I’A.baumannii selon les services hospitaliers

Rabat FES | Greéce Inde | Espagne
CHU Marrakech
Notre étude 2017 | 2015 | 2016 2016 2014
2016 [81]
[82] [83] [92] [82] [93]
Reanimation 89.3% 62% 54,90% | 82% | 54,00% | 68,10% | 43.9%
Services M 3,6% 20% 36,70% | 12% | 27,50% | 8,50% 30.9%
Services Ch 0% 18% 8,40% 6% 18,50% | 23,40% 21.1%
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Les patients au niveau des services de réanimation présentent un risque de développer une
infection a A.baumannii plus élevé, ce qui est expliqué par la sévérité des pathologies sous-
jacentes, I'hospitalisation prolongée, le recours a une antibiothérapie a large spectre et I'utilisation
de multiples procédures invasives notamment I'intubation, la sonde vésicale, les cathéters centraux

[93]

. Les services médicaux ont représenté dans cette étude 3.6% de provenance des isolats
d’A.baumannii. Des études nationales menées a Marrakech et a Fés classent aussi les services de
médecine en 2éme position[81] [83].

d. Répartition des isolats d’ABRI selon la nature des prélévements :

Les préléevements broncho-pulmonaires ont représenté le principal site d’isolement de
I’A.baumannii résistants a I'imipéneme (60.7%). Ce résultat rejoint plusieurs études qui rapportent
une prédominance des A.baumannii au niveau des PBP, avec des taux inférieur au notre, 33% au
CHU de Marrakech en 2016, 44% a Rabat en 2017, 28% en Inde en 2015 [81] [82] [91]. A I'inverse
d’une étude qui a été faite a ’HMMI de Meknes ou elle rapporte que le principal site d’isolement de

I’A.baumannii est au niveau des ECBU avec un taux de 42.5% (Tableau XXI) [84]

Tableau XXI: : Comparaison de répartition des isolats d’A.baumannii selon la nature des

prélévements

CHU HMM Rabat Pakistan Inde
Notre
Marrakech Meknés 2017 2016 2016
étude
2016 [81] 2017 [84] [82] [87] [91]
PBP 60.71% 33% 7,50% 44.67% 28% _
ECBU 10% 15% 42,50% 12% 0,60% 12,70%
Pus 1.78% 14% 20% 21,47% 4,20% 27,60%
Hemocultures 21.56% 14% 2,50% 14,15% 11,60% 2,10%

les hémocultures comme site d’isolement de I’A.baumannii venaient en deuxiéme position

(21.56%)suivis par les prélevements des urines puis du pus.
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Les infections a Acinetobacter sont généralement impliquées dans les sites anatomiques
ayant une forte teneur en fluides se manifestant par une pneumonie, bactériémie, infection des

voies urinaires, méningite et l'infection des plaies [94].

Plusieurs études ont montré que la fréquence élevée des pneumopathies a A.baumannii
est associées a la ventilation mécanique, ce qui entraine les séjours prolongés dans les services
de réanimation, I'acquisition rapide de résistance aux antibiotiques couramment utilisés et une

mortalité élevé qui varie de 45,6 a 84,3 % selon les auteurs [94] [95].

2.2. Pseudomonas aeruginosa:

Le taux d’isolement de P.aeruginosa était de 4.8% dans les différents prélevements. Ce
chiffre est un peu en dessous des données de Septembre 2013 du CDC (The US Centers for Disease
Control and Prevention) selon lesquelles 51000 infections a P.aeruginosa ont été enregistrées aux
Etats unis, représentant 8% de la totalité des infections reportées[100]. Pareil pour une étude
réalisée a Rabat en 2016 ou le P.aeruginosa représentait 7.40% et 7.39% en 2021 des bactéries

totales isolées durant la période d’étude [101] [102].

Tableau XXl Comparaison de la répartition du P.Aeruginosa au sein des espéces bactériennes

isolées
USA Rabat Rabat
Notre etudes 2013 2016 2021
[100] [101] [102]
Taux de P.Aeruginosa 4.8% 8% 7.40% 7.39%

a. Profil de résistance des isolats de P.aeruginosa a I’hopital :

La sévérité des infections a P.aeruginosa est conditionnée par la virulence propre a I'espece
et par les comorbidités des patients, elle dépend également de la capacité du pathogéne a
accumuler les mécanismes de résistance aux antibiotiques et des difficultés thérapeutiques qui en
résultent. Ces résistances acquises s’ajoutent aux nombreuses résistances naturelles de I’espéce et

peuvent concerner I’ensemble des classes actives sur les souches sauvages[108] Cette espéce
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bactérienne se caractérise par sa rapidité d’acquisition de résistance aux antibiotiques, et par un
niveau élevé de résistance naturelle aux antibiotiques. En effet, cette bactérie possede une
membrane externe faiblement perméable, ce qui lui confére une résistance naturelle a de
nombreux antibiotiques dont la plupart des B-lactamines hydrophiles. Mais cette résistance
naturelle résulte le plus souvent de I'intervention d’autres mécanismes, comme la production d’une

céphalosporinase chromosomique et I’existence d’un systéme d’efflux.[109]

Dans notre étude 43 isolats (4,8%) des prélevements bactériologiques positifs
correspondent a des Pseudomonas aeruginosa. La lecture et 'interprétation des antibiogrammes
ont été réalisées conformément aux normes du comité de I'antibiogramme de la société francaise

de microbiologie (EUCAST 2019)[110]

Chez nos isolats de Pseudomonas 13.95% sont résistants a I'imipéneme qui reste proche

aux études faite a Rabat (2021) et en France (2002).

Tableau XXIII : Taux de résistance de P.aeruginosa a l'imipénéme

s |
= = @ = = v N ™M |2 o TF .
> |85 8 E|SN=|2E8 |28zl %
= a |2 N 7w 8 & = |§ & = | & 4
(=} Fie) < e L - © o
Z S Tl = 9
Q2 < o
]
1%
PA RI 13.95%(12.8% 37% 10,5% 13% 51,10% 9,50%

b. Répartition des PARI selon le sexe :

La répartition des résistances de Pseudomonas aeruginosa selon le sexe, montre une
dominance nette masculine. Ce qui fut le cas dans plusieurs études antérieures menées sur le
Pseudomonas aeruginosa ou I’on note une prédominance du sexe masculin dans les infections
dues a ce dernier a Rabat en 2016 et 2021 et aussi en France 2003[101] [102] [103]. En plus et le
fait que notre établissement soit une structure des forces armées et donc comptant plus
d'hommes, pourrait tres bien expliquer cette prédominance masculine. Mais on ne peut pas

conclure sur I’existence d’un lien étroit entre les infections a Pseudomonas aeruginosa et le sexe
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puis que contrairement a ces résultats, dans autres études on trouve que les deux sexes

s’équivalent ou méme qu’il y a prédominance du sexe féminin sur le masculin [104].

c. Répartition des isolats de PARI selon les services hospitaliers :

Le P. aeruginosa est une bactérie tres retrouvée dans les structures de soins, elle est tres
présente dans les sources d’eau et constitue un contaminant potentiel des solutions aqueuses ainsi
que des équipements de ventilation mécanique souvent trouvés dans les unités de

réanimation.[105]

Notre étude a montré que les services de réanimation présentent 83% de PARI, les services

de chirurgie constituent un taux de 16%.

Deux études menée a Rabat en 2016 et 2021 ont montré a montré que les services de
réanimation ainsi que les services de chirurgie constituaient a eux seuls plus de la moitié des lieux

de provenance des ces bactéries résistantes avec un taux de 62.3% et 56.1%.[101] [102]

Tableau XXIV : Comparaison de répartition de P.Aeruginosa selon les services hospitaliers

Notre étude

Rabat 2021 [102]

Rabat 2016 [101]

Reanimation 83% 24.73% 35.1%
Chirurgical 16% 24.38% 27.2%
Medical 0 23.53% 19%

d. Répartition des isolats de PARI selon la nature des prélévements :

Tableau XXV : Comparaison de répartition des résistances de P.Aeruginosa selon la nature des

prélévements

Rabat Algérie Rabat
Notre étude
2021 [102] 2020 [106] 2016 [101]
PBP 66.66% 35.71% 30.06% 24.5%
Pus 16.66% 24.20% 36.28% 27.1%
Hemocultures 16.66% 5.16% 0.88% 5%
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Comme le montre le tableau, les souches de Pseudomonas aeruginosa résistantes a
I'imipénéme ont été essentiellement isolées des prélévements broncho-pulmonaires (66.66%) suivi
de pus (16.66%) et des hémocultures (16.66%). Ces trois sites ont fourni I’ensemble de
Pseudomonas aeruginosa résistants isolés dans notre étude. Les PBP et le pus sont couramment
retrouvés en téte dans les études, par contre les PARI isolés des hémocultures dans notre étude

restent augmentés par rapport aux autres.

De ce fait, on peut remarquer que dans certaines études c’est dans les pus que I’on a isolé
plus de PARI (Algerie 2020 et Rabat 2016), alors que dans d’autres c’est plutét dans les

préléevements broncho-pulmonaires (Rabat 2021).

Cela peut étre expliqué par la forte teneur en liquide de ces sites anatomiques, lieu de
provenance de ces prélévements, constituant un milieu de survie favorable pour ces bactéries, ou
aussi par la présence de dispositifs invasifs tel que les sondes urinaires et endotrachéales qui sont
incontournables surtout en réanimation au moins a titre provisoire et qui peuvent étre facilement

colonisées.[107]

2.3. Résistance a la colistine:

La resistance du P.aeruginosa et A.baumannii a la colistine était de 0% . Nos résultats
concordent avec les données de la littérature. Plusieurs études ont rapporté que la majorité des
souches gardent une sensibilité pour la colistine. La fréquence rapportée par une étude menée au
chu de Marrakech et a Mekneés étaient similaires (0%) [84] [81]. D’autres études notent des
pourcentages de résistance a la colistine plus élevés en milieu de réanimation 3.4% en Grece et 16%

en Iran (Tableau XXII)[92] [86].

Tableau XXVI : Taux de résistances a I’A.Baumannii en réanimation a la colistine

CHU Marrakech Meknés Iran Grece
Notre étude
2015 [84] 2017 [81] 2016 [86] 2016 [92]
CS 0% 0% 0% 16% 3.4%
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lll. Recommandations :

La lutte contre les infections causées par les différents agents pathogenes en milieu
hospitalier et en réanimation en particulier est basée sur une politique de prévention axée sur 2

poles.

La surveillance épidémiologique : Elle consiste a déterminer les différents indicateurs des
infections  a savoir 'incidence, la densité d’incidence, la typologie des germes et le profil de
résistance aux antibiotiques et ce en se basant sur des enquétes prospectives réalisées
régulierement dans le service, faire le dépistage précoce des épidémies au sein du service afin de

prendre les mesures d’isolement nécessaires et/ou déclencher une enquéte épidémiologique.

L'Application des mesures préventives : La maitrise des infections et des épidémies ne
passe pas de facon systématique par une fermeture de service de soin. Ainsi, d’autres mesures

préventives doivent étre prises a savoir :

e Un dépistage de bactéries multirésistantes : Un dépistage systématique du portage

asymptomatique de bactéries multirésistantes est effectué pour les patients dés I’admission

ainsi que le personnel soignant.

e L’hygiéene des mains et le traitement des dispositifs médicaux (stérilisation ou

désinfection).

La fragilité des patients de réanimation les expose tout particulierement aux

infections nosocomiales, pour réduire ce risque, Il est recommandé de :

o Se désinfecter les mains avec une solution hydro-alcoolique avant et apres tout

contact avec la peau saine d’un patient et cela pendant minimum 30 secondes.
o Ne pas porter lors des soins, des bijoux, des faux ongles ou des ongles longs.

o Se laver les mains avec de l'eau et du savon quand celles-ci sont visiblement

souillées.
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Se prémunir davantage en utilisant des gants jetables, d’une sur-blouse, d’'unmasque ou

des lunettes si lors des soins un contact avec du sang ou des liquides corporels est prévisible.

Une solution hydro-alcoolique sera appliquée sur les mainsaprés les soins. Les gants jetables ne

seront utilisés que pour un seul patient.

(0}

Entretenir les chambres et notamment les surfaces fréquemment touchées par le

patient.

Emballer le linge, toujours considéré comme étant contaminé, dans la chambre du

patient avant de I’évacuer.

Désinfecter les tensiometres, les stéthoscopes par une solution alcoolique entre deux

patients.

N’utiliser pas le méme thermometre pour plusieurs patients afin d’éviter la

transmission de germes

Etre attentif a I’hygiéne du patient lui-méme et particulierement a celle de ses mains et
veiller a ce que les patients atteints d’une infection pulmonaire portent un masque

lorsqu’ils sortent de leur chambre.

Ne pas autoriser de visite aux proches susceptibles d’avoir une maladie contagieuse et
également leur interdire d’apporter de fleurs dans les chambres ni de s’asseoir ni

s’allonger sur le lit.

e L’isolement du patient : Afin d’éviter la transmission des microorganismes entre les patients

et le personnel du service concerné, des précautions supplémentaires doivent étre prises

quand un patient est porteur ou infecté par des bactéries multirésistantes:

(0]

Les patients atteints devront étre facilement identifiables par exemple en mettant un
signe distinctif discret sur la porte de leur chambre ou dans le cas idéal par isolement
en particulier si le patient présente une toux productive ou une plaie importante non
recouvrable, s’il est incontinent ou qu’il a une hygiene douteuse. Cette décision

d’isolement devra donc étre prise avec beaucoup de discernement.
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e
o |l faut éviter de rassembler dans une méme chambre un patient porteur ou infecté et un

patient vulnérable.

o Il est conseillé d’informer les visiteurs et de leur demander d’utiliser la solution hydro-

alcoolique pour désinfecter leurs mains en quittant la chambre du malade.

o0 Le nettoyage de la chambre se fera en dernier lieu. Le traitement du linge, du matériel

de soins et des déchets se fait selon les régles d’hygiéne susmentionnées

o Sile patient doit étre transporté en ambulance, il faut avertir les ambulanciers pour

gu’ils prennent les mesures adéquates de protection.

D’autres précautions doivent étre prises en considération dans la lutte contre ces infections
a savoir I'architecture et la structure des services de soin, I’hygiéne de l’environnement

hospitalier, le ratio infirmiers/patients, la vaccination du personnel soignant.

IV. Moyens de prévention de la résistance[116] [117] :

L’émergence de résistance, bien qu’étant un phénomeéne naturel d’adaptation des micro-

organismes a leur environnement, peut étre accélérée par divers facteurs.

Toute mauvaise utilisation des antimicrobiens, tout usage abusif et traitement trop court,
toute posologie insuffisante, activité trop faible et maladie ne relevant pas du médicament en
question renforcent considérablement la probabilité que la bactérie ou d’autre micro-organismes

s’adaptent et se multiplient au lieu de disparaitre.

Nous devons nous assurer que les antibiotiques soient utilisés de facon appropriée. L’'usage
clair d’antibiotiques se définit comme étant la sélection optimale de I'agent, de la dose et de la
durée du traitement antibactérien résultant en la meilleure évolution clinique en termes de thérapie
ou de prévention, avec le moins de toxicité et d’impact sur la résistance. Pour toutes ces raisons,
I’lamélioration de I’emploi de ces médicaments est une priorité si on veut lutter contre I’émergence

et la propagation des résistances.
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En établissement de santé, il faut s’assurer que nos systémes de distribution des

antibiotiques soient bien adaptés.
> Stratégies de prévention :
La prévention de la résistance doit s’effectuer selon une approche multidisciplinaire.
Quatre stratégies pour prévenir ou retarder ’émergence de résistance ont été établies :
e Lutte contre les infections
e Diagnostic adéquat et, traitement efficace des infections
e Utilisation judicieuse des antibiotiques a large spectre.

e Prévention de la transmission.

V. Nouvelle option thérapeutique :

La recherche de nouvelles stratégies antibactériennes est aujourd’hui une nécessité face a
I’émergence de souches de plus en plus résistantes a I'arsenal thérapeutique actuel. Dans ce
contexte tout un ensemble de nouvelles techniques se développent comme la photothérapie, la

phagothérapie et la recherche de nouveaux antibiotiques. [118]

Le Céfidérocol est une céphalosporine sidérophore avec un nouveau mécanisme pour
pénétrer efficacement la membrane cellulaire extérieure des pathogenes a Gram négatif, y compris
les souches multi résistantes. Il se lie au fer ferrique et est activement transporté dans les cellules
bactériennes a travers la membrane extérieure, via les transporteurs ferriques bactériens, dont la
fonction est d'incorporer ce nutriment essentiel a la bactérie. En outre, le Céfidérocol peut
également pénétrer les cellules par diffusion passive via les canaux de porines, étant stable contre
toutes les catégories connues de béta-lactamases, y compris les métallos et sérine-f-lactamases.
Ce mécanisme permet au Céfidérocol d'atteindre des concentrations plus élevées dans l'espace
péri-plasmique, ou il peut ensuite se lier aux récepteurs et inhiber la synthése de la paroi cellulaire
dans les cellules bactériennes. Les données d'études de surveillance mondiale pour le Céfidérocol

ont fait état d'une puissante activité in vitro contre un large éventail de pathogénes a Gram négatif,
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dont  Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae, et
Stenotrophomonas maltophilia. Céfidérocol possede une faible activité in vitro contre les bactéries

anaérobies a Gram positif. [118]
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La résistance aux carbapénémes des bacilles a Gram négatif (BGN), en particulier par
production de carbapénemases transmissibles, est un probléme majeur de santé public. En effet,
les infections a bactéries productrices de carbapénémases entrainent de véritables situations

d’impasse thérapeutique et sont directement responsables d’une surmortalité.

Notre étude a permis de réaliser une description du profil épidémiologique et de résistance
des bacilles a Gram négatif isolées au niveau des différents services de I’H6pital Militaire Avicenne
de Marrakech, réalisé sur 894 préléevements, sur une période de 2 ans; de Janvier 2020 a juin 2021,

sur la base des données disponibles au niveau du laboratoire de microbiologie.

La problématique actuelle de la résistance est posée principalement chez les bacilles a Gram

négatif notamment : les entérobactéries, I’A.Baumannii et le P.aeruginosa.

La propagation de ces bactéries résistantes et I’absence de nouveaux antibiotiques font

courir un risque d’impasse thérapeutique de plus en plus fréquent.

Les carbapénemes sont des molécules indispensables pour le traitement des infections
causées par ces bactéries, surtout dans le contexte actuel de diffusion massive des résistances,

mais sont des antibiotiques qu’il est nécessaire de préserver.

Devant cette situation alarmante et vu le risque accru d’impasse thérapeutique engendré
par ces souches multirésistantes, et afin de limiter I'émergence de ces bactéries, elle nous impose
de réduire de facon massive nos prescriptions d’antibiotiques, de mettre en place les outils de
surveillance permettant de suivre les évolutions de ces résistances afin d’adapter au plus vite nos

stratégies diagnostiques et thérapeutiques.
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Résumé

La multi résistance bactérienne est actuellement un probléeme majeur au sein de nos
hopitaux, a cause de la morbidité et la mortalité qu’elle engendre essentiellement dans les milieux
de réanimation et de soins intensifs, et aussi un probléme d’actualité médicale. L’objectif de cette
étude était de décrire le profil épidémiologique, et I’état de résistance des bactéries résistantes a
Bacilles gram négatif aux Carbapénémes a I’h6pital militaire Avicenne de Marrakech, sur une durée

de 2ans de Janvier 2020 a Juin 2021.

Il s’agit d’une étude descriptive et prospective des bactéries a bacille gram négatif
résistantes identifiées a partir de la base de données du service de microbiologie, a I'HMA de
Marrakech. Les résultats montrent que la prévalence générale de ces bactéries résistantes était de
15.2%, avec une nette prédominance de I’Acinetobacter baumannii résistant aux Carbapénémes
(91.10%), suivi par le Pseudomonas aeruginosa résistant aux Carbapénemes (27.90%) puis les
entérobactéries résistantes aux Carbapénémes (34,35%). Il est a signaler que les entérobactéries
ont été essentiellement représentées par I’Escherichia coli (61.4%), le Klebsiella pneumoniae

(22.1%) et I’Enterobacter cloacae (5.8%).

Ces bactéries ont été isolées principalement des pneumopathies (36.8%), suivi des

infections urinaires (20.6%), puis des infections suppurées (18.4%) et des bactériémies (15.4%).

Ces BHR ont été retrouvées presque au nhiveau de tous les secteurs d’activité. Mais, elles ont
été isolées principalement en réanimation (61%), suivi par les services de chirurgie avec (22%), puis

les services de médecine avec (3.7%) des isolats.

Ces BHR constituent un probléme préoccupant la santé public d’'ou la nécessité de
I'application rigoureuse des regles d'hygiéne et la prescription rationnelle des antibiotiques. La
connaissance des profils bactériologiques et des taux de résistance aux antibiotiques permettront

une prise en charge mieux adaptée a chaque contexte hospitalier.
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Abstact

Bacterial multi-resistance is currently a major problem in our hospitals, because of the
morbidity and mortality it causes mainly in resuscitation and intensive care settings, and also a
current medical problem. The objective of this study was to describe the epidemiological profile,
and the state of resistance of bacteria resistant to gram-negative Bacilli to Carbapenems at the

Avicenne military hospital in Marrakech, over a period of 2 years from January 2020 to June 2021.

This is a descriptive and prospective study of resistant gram-negative bacillus bacteria
identified from the database of the microbiology department, at the HMA of Marrakech. The results
show that the general prevalence of these resistant bacteria was 15.2%, with a clear predominance
of carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii (91.10%), followed by carbapenem-resistant
Pseudomonas aeruginosa (27.90%) and then carbapenem-resistant Enterobacteriaceae.
Carbapenems (34.35%). It should be noted that Enterobacteriaceae were mainly represented by

Escherichia coli (61.4%), Klebsiella pneumoniae (22.1%) and Enterobacter cloacae (5.8%).

These bacteria were isolated mainly from pneumopathies (36.8%), followed by urinary tract

infections (20.6%), then suppurative infections (18.4%) and bacteraemia (15.4%).

These BHRs were found almost at the level of all sectors of activity. However, they were
isolated mainly in intensive care (61%), followed by surgery services with (22%), then medicine

services with (3.7%) isolates.

These BHR constitute a problem of public health concern, hence the need for the rigorous
application of hygiene rules and the rational prescription of antibiotics. Knowledge of
bacteriological profiles and antibiotic resistance rates will allow care that is better adapted to each

hospital context.
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Fiche d’exploitation

\

Identification du patient :
Date du préléevement : .../.../201...
Sexe du patient :

O Féminin O Masculin
v Service d’origine :

O Médecine O Chirurgie O Réanimation O Externe O
Urgence PrécCiSer i ....omiiriecieeseceeetieee e e e

v Nature du prélévement :

AN

O Pus O ECBU O Cathéters O Hémocultures
O Prélevements respiratoires O Liquide céphalo-rachidien O
BiopsieO liquide d’ascite O AULresS : .oeeeeeeeeceeeren,

v Site infectieux :
O pneumopathies O bactériémies O infections
suppurées O infections urinaires O Autres :

v Espéece bactérienne isolée : ......ccceveeveeeveecreennen.
v Antibiogramme :

Sensible Résistant

Imipéneme (IMP)

Ertapéneme (ERP)

Méropénéme (MRP)

Colistine (CL)
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