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RESUME

Les entérobactéries dont le réservoir est le systéme digestif, constituent plus de 2/3 des
bactéries isolées dans un laboratoire clinique, et sont impliquées dans 80% des isolats
responsables d’infections. Utilisation inappropriée des antibiotiques ainsi que le manque
d’hygiéne dans les services a haut risque (réanimation et onco-hématologie) présentent 1’une
des responsables raisons dans 1’apparition et la diffusion des entérobactéries multi-résistantes
(EMR).

Notre étude rétro-prospective, couvrant la période allant du 01 Mars 2018 au 01 Avril 2019,
réalisé au niveau de laboratoire central du CHU Frantz fanon BLIDA, unité bactériologie, a
pour objectifs :

Le dépistage des porteurs asymptomatiques parmi les patients admis en onco-hématologie et
en réanimation, définir les facteurs de risque d’acquisition des EMR et d’expérimenter un
milieu maison a base de gelose MacConkey additionné de : ceftazidime et ertapéneme dans le
dépistage des entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3eme génération et les
entérobactéries productrices de carbapénemases.

179 patients ont été inclus dans notre étude (170/179 admis en service d’onco-hématologie et
9/179 admis en réanimation). La prévalence de EMR chez les patients d’onco-hématologie
était de  (56/376 : 14,89%) principalement Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli,les
mécanismes de résistance retrouvés chez les souches isolés étaient: production de beta-
lactamase a spectre ¢largi, production d’une céphalosporinase hyper-produite  AmpC et
production de carbapénémase, a des taux de: (25/56 : 44,64%), (31/56 : 55,36%) et (0%)
respectivement. 2/9 Patients admis en réanimation et participant a notre étude étaient porteur
d’entérobactéries résistantes aux céphalosporine de 3eme génération

Mots clés: Entérobactérie Multi-résistantes, Réanimation, Onco-hématologie, Dépistage,
Portage Digestif,



—
I
| —

ABSRACT

Enterobacteria, which have the digestive system as a reservoir, constitute more than 2/3 of the
bacteria isolated in a clinical laboratory, and are involved in 80% of the isolates responsible
for infections. Inappropriate use of antibiotics and lack of hygiene in high-risk services
(intensive care unit and onco-hematology) are one of the reasons for the emergence and
spread of multidrug-resistant enterobacteria (MDR-E)

Our retrospectivestudy, covering the periodfrom 01 March 2018 to 01 April 2019, carried out
at the central laboratorylevel of the Frantz Fan Hospital BLIDA, bacteriology unit, aims to:
Screening for asymptomatic carriers in onco-hematology and intensive care unit patients,
defining the riskfactors for acquiringRMEs and testing a MacConkey agar medium
supplementedwith: ceftazidime and ertapenem for enterobacteria screening resistant to 3rd
generationcephalosporins and carbapenemase-producingenterobacteria

179 patients wereincluded in ourstudy (170/179 admitted to onco-hematology and 9/179
admitted to intensive care). The prevalence of EMR in onco-hematology patients was
(56/376: 14.89%) mainly Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli, the
resistancemechanismsfound in isolatedstrainswere: extended-spectrumbeta-lactamase
production production of a hyperproducedAmpCcephalosporinase and
carbapenemaseproducingenterobacteria at levels of: (25/56: 44.64%), (31/56: 55.36%) and
(0%) respectively

. 2/9 Patients admitted to intensive care and participating in ourstudywere carriers of
Enterobacteriaceaeresistant to 3rd generationcephalosporin

Key words: Multi-drug Resistant Enterobacteriaceae, Intensive Care Unit, Onco-hematology,
Screening, fecal carriage
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Glossaire
Arsenal thérapeutique : c’est le schéma thérapeutique incluent les possibilitésthérapeutiques.
Bactéricide : substance ayant la capacité de tuer la bactérie.

Bactériostatique : substance qui inhibe la multiplication des bactéries sans les tuer.

Biotype : est un grouped’organismesde constitution génétique similaire, dont lesséquences

d’ADN sont trés proches.

Bouillon Nutritif : est un milieu largement utilisé pour la culture des micro-organismespeu
exigeants.

Cohorting :Ce terme désigne le regroupement de patients infectés ou colonisés par le méme
agent infectieux afin de confiner leurs soins dans une seule aire et prévenir les contacts avec des
patients vulnérables, une équipe de personnel est spécialement dédiée a ce groupe de patients.

(regroupement des patients en cohorte).

Ciliature péritriche : un systeme de flagelles recouvrant de tous cotés la surface d'une bactérie.
Permettent a la bactérie de se déplacer en tournoyant dans le milieu liquide.

Clone : un groupe de cellules oud’individusqui sont issu de la mémé unité ancestrale.

Constitutive : qui s’exprime en permanence quel que soit les conditions (ne besoin pas

d’inducteur)

Cytobactériologie : est I'étude des cellules, des microbes, et déchets des cellulescontenues dans
le liquide prélevé dans I'organisme. Cette analyse permet de mettre en évidence les, ou I’agents

infectieux en cause, au cours d'une infection.

Dépistage : consiste a rechercher une ou plusieurs maladies ou anomalies dites a chez les

individus d’une population donnée.
Déréprimer : Cesser de réprimer, cesser I'action, devenir inactif.

Diffusion : phénoméne par lequel deux ou plusieurs fluides en contact acquierent unerépartition

et des propriétés homogenes.

Emergence : apparition de nouvelles propriétés

PORTAGE DES ENTEROBACTERIESMULTI-RESISTANTES
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Enzyme chromosomique : (La télomérase) est une enzyme présente chez les organismes

eucaryotes, et qui, lors de la réplication de I'ADN, a pour mission d'habiller les chromosomes de
télomeres, des séquences nucléotidiques placées a leur extrémité et servant a les préserver

Enzyme plasmatique : (enzyme de restriction) est une proteine capable de couper unfragment

d’ADN au niveau d'une sequence de nucléotides caractéristique appelée site de restriction.

Etat sauvage : un organisme ou locus de gene qui prédomine dans les especes naturellesou
normales.

Gélose : est une substance nutritive favorisant ou inhibant (selon sa composition) laprolifération

et le développement des bactéries. Il s'agit donc du milieu de culture des bactéries.

Hémopathie maligne : un cancer des tissus hématopoiétiques caractérisé par un troublede

multiplication et la différenciation des cellules d’une lignée sanguine.

Inductible : qui ne s’exprime qu’on présence d’un métabolite ; I’inducteur.

Inhibiteur compétitif : est un inhibiteur enzymatique qui agit en se liant a un siteactif libre
d'une enzyme a la place d'un substrat.

Inhibiteur : est un composé dont I'action est d'inhiber (c'est-a-dire de ralentir fortementvoire
arréter) une réaction chimique.

Inoculum : Echantillon contenant des germes vivants, destiné a étre introduitau sein d'un milieu
favorable & sa multiplication, afin de I’identifier, de 1’étudier ou d’en produire une quantité
supérieure.

Milieu chromogene : le principe de ce milieu repose sur la présence d’un ou plusieurssubstrats
chromogenes permettant la coloration des colonies a la suite de sa dégradation par des enzymes

bactériennes.

Mortalité : ¢’estle rapport entre le nombre de déces etl’effectifmoyen de la populationdans un

lieu donné et pendant une période déterminée.

Mutation ponctuelle : est un changement de la structure du géne, affectant un aplusieurs

nucléotides (entre un et dix).

Neutropénie : trouble hématologique caractérisé par un taux bas de granulocytes

(polynucléaires neutrophiles) dans le sang.

PORTAGE DES ENTEROBACTERIESMULTI-RESISTANTES
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Nosocomial : terme employé pour une maladie contractée lorsd’unchospitalisation aprés 48H
d’admission.

Patients contact : tous les patients exposés a un cas, ¢’est-a-dire tous les patients pris en
charge en hospitalisation (hors consultation) par le méme équipe soignant un cas (quels que soit
les postes de travail considérés jour ou nuit), de soignants paramédicaux et/ou médicaux dés
lors que des contacts physiques ont pu étre généres lors de cette prise en charge.

Peptidoglycane (muréine ou mucopeptide) : est constituant essentiel de la paroibactérienne. Il
s’agit d’un polymérecomplexe formé par chaine polyosidique, un ensemble de chaines latérales

peptidique identique et des ponts inter peptidiques.

Perméabilité : d’un milieu poreux est la mesure de son aptitude a laisser traverser parun fluide

sous I’effet d’un gradient de pression ou un champ de gravité.
Phénotype : ensemble des caractéres apparentsd’unindividu (opposé au génotype).

Phénotypes de résistance : I’expression prépondérante d’un mécanisme de résistancede type
enzymatique (B-lactamases) ou non (imperméabilité, affinité faible pour certaines PLP....),
définissant un phénotype sauvage ou mieux de résistance naturelle.

Plasmide : Elément génétique du cytoplasme (séparé et indépendant du chromosome), hébergé
par un héte bactérien et dont la réplication est autonome.

Portage : en médecine infectieuse, est la capacité que posséde un individu, ou un animalde
transmettre un germe.

Prévalence : nombre de casd’unemaladie dans une population a un moment donné, englobant
aussi bien les cas nouveaux que les cas anciens.

Répresseur : est une protéine régulant négativement un ou plusieurs génes en se liant a une
séquence specifique sur I'ADN, appelée opérateur.
Reproductibilité : Faculté d'étre reproduit ; caractére de ce qui peut étre reproduit.

Lareproductibilité des étres vivants.

Résistance acquise : c¢’est lorsqu’une ou plusieurs souches d’une espece

bactériennenaturellement sensible a un antibiotique y deviennent résistantes.

Résistance naturelle : lorsque toutes les souches d’une méme espéce bactérienne

sontrésistantes a un antibiotique donné (insensibles au mode d’action de 1’antibiotique).

Restaurer : rétablir son activité.
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Rétrospective : se ditd’uneréaction qui se manifeste aprés coup.

Sporadique : maladie sporadique qui atteint des individus isolés d’une population (s’oppose a
épidémique et a endémique)
Synergie : est un type de phénomeéne par lequel plusieurs facteurs agissant en communensemble

créent un effet global.

Systeme d'efflux : est un mécanisme par lequel les cellules rejettent a I'extérieur des
Composes toxiques : antibiotiques, métaux lourds, drogues...

Transposon : Elément génétique transposable, composé d’ADN dont les terminaisonssont

constituées de séquences identiques inversées, capable de réplication et d'insertion ailleurs dans

le génome.

Typage : c’est la classification en types
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INTRODUCTION :

La découverte des antibiotiques a longtemps fait croire que la bataille contre les infections
d’origine bactérienne était gagnée. Malheureusement, le génie adaptatif des bactéries leur a
permis de développer des résistances, favorisées par le mésusage des antibiotiques.

Les entérobactéries sont des commensales du tube digestif de I’homme et de I’animal d’ou
leur appellation et elles présentent plus de 80% des germes isolés en laboratoire : Escherichia,
Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Serratia, Morganella, Salmonella, Shigella ; Sont les germes
bactériens les plus souvent retrouvés.

Les entérobactéries sont retrouvées a la téte des bactéries responsables d’infections
communautaire et nosocomiales, notamment les infections urinaires, les infections
respiratoires. [1]

Les infections a entérobactéries sont traitées généralement par les beta-lactamines, a savoir :
les pénicillines, les céphalosporines avec leur différentes générations, les carbapénemes
(meropéneme, imipéneme et ertapénéme) et les polymyxines (colistine), mais ces deux
derniéres décennies, on fait face a une augmentation de résistance a ces antibiotiques par
différents mécanismes. [2]

En effet on est confronté a une forte prévalence d’infections a entérobactéries résistantes aux
cephalosporines de 3eme génération surtout en milieu hospitalier et a I’émergence de souches
résistantes aux carbapénemes par production de carbapénemasesfortement épidémiogene [3];
essentiellement au niveau de service de la réanimation et en onco-hématologie. [4] [5]

La colistine paraissait le dernier rempart thérapeutique face aux infections a entérobactéries
productrices de carbapénemases mais des souches résistantes a la colistine sont de plus en
plus décrites dans le monde et méme en Algérie. [6][7]

Devant la course entre le développement d’antibiotiques et I’émergence de résistance, les
mesures de prévention de I’infection apparaissent comme un moyen de lutte déterminant pour
préserver I’antibiothérapie. Ceci n’étant envisageable qu’avec la mise en place d’une stratégie
de dépistage efficace s’appuyant sur une identification rapide des personnes porteuses de ces
entérobactéries multi-résistantes (EMR) afin d’informer le clinicien et de mettre en ceuvres les
précautions requises (précautions standards pour tout patient et précautions particulieres pour
ceux identifiés comme infectés ou colonisés) permettant de limiter la transmission croisee et
de garder de faibles taux d’infections a EMR. [8][9]

L’objectif du présent travail est la définition des stratégies de dépistage des bactéries multi et
hautement et toto-résistantes aux antibiotiques, 1’intérét qu’elles pourraient offrir et les
enjeux qu’elles représentent.
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CHAPITRE | : LES ENTEROBACTERIES
(RAPPEL BACTERIOLOGIQUE)
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I.1.Définition des entérobactéries:

La famille des entérobactéries est une trés vaste famille qui représente prés des trois quarts
des isolements d’un laboratoire de bactériologie médical [10]
Elle se définit par les caractéres communs suivants :

Bacille a gram négatif (2 a 4 microns de long sur 0,4 a 0,6 microns de large)
Immobiles ou mobiles grace a une ciliature péritriche

Aero-anaerobies facultatifs

Poussant sur milieux de culture ordinaires (non exigeant)

Oxydase négative

Fermentant le glucose avec ou sans production de gaz

Réduisant les nitrates en nitrites

1.1.1. Classification des entérobactéries :
La taxonomie des entérobactéries est la suivante :

arowdeE

Reégne: Bacteria
Embranchement : Proteobacteria
Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : enterobacteriales

Famille : enterobacteriaceae

Pour les genres de la famille des Enterobactériaceae, on retrouve plus d’une quarantaine, les
plus importants et les plus isolés en microbiologie clinique sont : Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter, Proteus, Shigella, Salmonella [11]

I.11. Caracteres bactériologiques:

I.11.1.Caracteres morphologiques :
Les entérobactéries répondent aux caracteres morphologiques suivants : [12]

Ce sont des bacilles Gram négatifs
Elles ont une longueur de 1,0 a 6,0 um et un diametre de 0,3 a 1,0 um
Elles ont une ciliature péritriche pour les formes mobiles

Non sporulées, parfois on rencontre des formes capsulées (Klebsiella spp)
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Figure 1: coloration de gram Escherichia coli Figure 2 : Aspect microscopique d Escherichia coli
vue par microscope optique, G*100 [originale] sousmicroscope électronique [13]

I.11.2.Caractéres culturaux :

L’ensemble de ces bactéries pousse habituellement trés aisément sur milieux ordinaires, la
température optimale de croissance est généralement de 35° a 37°C a I’exception des Yersinia
(30°a 37°C), des Pantoea et des Erwinia (27°a30°C).

Elles sont toutes aéro-anaérobies facultatives encore que certaines Erwinia puissent donner
une culture plus lente en anaérobiose

L’aspect général des colonies de ces bactéries sur gélose nutritive est florissant : colonie de 1
a 3mm de diamétre généralement bombées, lisses et brillantes (de nombreuses exceptions
existent) [14]

Figure 4: Aspect des entérobactéries sur

Figure 3:Aspect des entérobactéries sur gélose spécifique, (BCP a droite: Hektoen [originale]
colonie: jaune lac+, colonie incolore: lac-; MacConkey a gauche) [originale]
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I.11.3.Caracteéres biochimiques et identification des entérobactéries :

Malgré leur diversité enzymatique, les entérobactéries possedent en commun les caracteres
biochimiques suivants: [12]

o Oxydase négative
o catalase positive
o nitrate réductase positive

o Fermentation du glucose avec ou sans gaz (glucose +)

L’identification par des techniques de biologie moléculaire n’est pas encore a la portée de
tous les laboratoires. La recherche des caractéres généraux de la famille et la recherche des
caracteres biochimiques demeurent les moyens d’identification couramment mis en ceuvre.
C’est dans le domaine des Enterobactériaceae que 1’évolution technologique a été la plus
importante en bactériologie médicale. L’ ¢ere des galeries d’identification en tubes est quasi
révolue en pratiques quotidienne pour faire place a celle des galeries miniaturisées (systeme
API)

Figure 5 : galerie APl 20E bioMerieux, [originale]

Figure 6 : aspect de la galerie API 20E apreés I'ajout de la suspension bactérienne (avant incubation) [photo
originale]

Figure 7 : aspect de la galerie aprés incubation, Escherichia coli détectée [originale]
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I.11.4.Caractere antigéniques :

L’identification biochimique doit étre complétée pour certains genres (Salmonella, Shigella)
par la sérotypie. Celles-ci n’a de sens qu’une fois le genre ou I’espéce déterminé, car les
communautés antigéniques inter-especes et inter-genres sont nombreuses. Les entérobactéries
possedent plusieurs types d’antigénes différents : [14]

o Antigene de kunin ou Enterobacteriaceae Commun AntigenECA constitué¢ d’un
glycophospholipide spécifique des enterobacteries

o Antigénes O : antigéne de paroi constitué de LPS thermostable, perdu chez les souches
R (colonies rugueuses) qui deviennent auto-agglutinables en eau distillée

o Antigene H : antigene flagellaire (bactéries mobiles) constitué de flagelline
thermolabile

o Antigene K : antigéne capsulaire (Klebsiella et certaines souches d’E.Coli, shigella,
Citrobacter et Salmonella <antigéne V> constitué de couches externes des
polysaccharides qui peuvent masquer I’Ag O

o Antigénes d’adhésines (pili, fimbriae)

\'\uh,\m H
/ Antigéne K (Vi
Antigéne O

Figure 8: localisation des antigénes O, H et K sur la paroi des entérobactéries [17]

I.111.Habitat:

Les entérobactéries sont des commensales du tube digestif de I’homme et de I’animal d’ou
leur appellation mais elles sont aussi trés répandus dans 1’environnement [16]

Au niveau de I’intestin, les entérobactéries représentent une fraction importante de la flore
aérobie de I’intestin, elles se retrouvent en grand nombre au niveau du colon (du caecum au
rectum).

L’espéce Escherichia coli joue un role important en raison de sa présence constante et
dominante sur les autres espéces, elle constitue 80% de la flore aérobie avec uneconcentration
avoisinant les 108 E.coli/g de selles, d’autres espéces ont une présence moins marquée tel les
Proteus, Klebsiella, Citrobacter, Hafnia, Providencia et Enterobacter.[17]
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I.IV.Pouvoir pathogene:
Lesentérobactéries sont responsables de deux grands types de manifestations pathologiques:

e Pathologie spécifique : par exemple : la typhoide avec Salmonella typhi

e Pathologie opportuniste : principalement dans le cadre d’infections associées aux
soins

Les classes les plus communément isolées en bactériologie clinique appartiennent aux
genres : Escherichia, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Hafnia, morganella, Proteus,
Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella et Yersinia.

D’autre genres peuvent étre isolés rarement ou exceptionnellement chez I’homme : Cedecea,
Ewingella, Erwinia, etc. [14]

Il est & savoir que les pathologies (infections) opportunistes peuvent revétir plusieurs
aspects cliniques a savoir :

e Infections urinaires
e Infections génitales
e Septicémies

e Méningites

e Suppurations et abceés.

I.V.Transmissionet acquisition des entérobactéries et des entérobactéries multi-

résistantes :
La transmission des entérobactéries et plus particuliérement des EMRpeuvent se faire selon

plusieurs modalités.

L’utilisation des antibiotiques favorisant une pression de sélection et le manque d’hygiéne au
niveau hospitalier facilitent leur transmission.

Tout d’abord, I’acquisition des EMR, peut-étre :

e Endogene dite <<verticale>> : elle se fait par sélection d’un mutant résistant au sein
de la flore bactérienne commensale. Cette sélection se fait a la faveur d’un facteur
favorisant, principalement les antibiotiques qui sélectionnent les souches résistantes
au sein de cette flore, de par une pression dite : pression de sélection.

e Exogéne dite <<horizontale>>, c'est-a-dire par transmission croisée entre le réservoir
et I’hote, soit :
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— Directement
— Indirectement : par I’intermédiaire d’un vecteur (manuportée, aérien...)

L’intensité de cette transmission croisée est dépendante de la pression de colonisation
(importance quantitative du réservoir) chez I’hote et son environnement, mais aussi de la
durée d’exposition au pathogéne, de facteurs liés a I’hote, et des efforts et dispositions mis en
place pour la diminuer.

Le risque de transmission est accru en présence de diarrhée, incontinence, présence de
dispositifs invasifs et plaie avec écoulement. [18]

La pression de sélection croissante et la transmission croisée sont les principales explications
de I’émergence et de la dissémination des EMR.

La transmission croisée des EMR dans I’environnement est trés importante du fait de
I’importance de leur réservoir a savoir : le tube digestif, notamment en lien avec le péril
fécal[19]

Human community

Figure 9: mode de transmission des entérobactéries [18]
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CHAPITREII : LA RESISTANCE DES
ENTEROBACTERIES AUX
ANTIBIOTIQUES
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La résistance des entérobactéries aux antibiotiques

Les entérobactéries présentent un grand nombre de résistances naturelles, elles acquirent trés
aisément de nouveaux mécanismes d’antibio-résistance, le cumul de ces résistances
naturelles et acquises ménera aux situations de multi-résistance des entérobactéries, d’ultra-

résistance voir méme de toto résistance. [20]

I1.1. Résistance naturelle :

Le comportement des entérobactéries vis-a-vis des différents antibiotiques a permis de définir
la résistance naturelle, caractérisée par la stabilité au sein du méme genre et définissant ainsi
le phénotype sauvage.

La résistance naturelle est aussi d’une grande aide a la démarche d’indentification des
Enterobactériaceae. Toute divergence entre d’identification biochimique et le phénotype de
résistance doit interpeller le biologiste et ’amener a vérifier I’identification du germe.

Par exemple les membres de la tribu des Proteae sont naturellement résistants auxnitrofuranes
et a la colistine

Le comportement des entérobactéries vis-a-vis des beta-lactamines (Annexe N°2) (famille
d’antibiotiques de choix pour le traitement des infections dues aux entérobactéries) a permis
de décrire 4 classes de beta-lactamases en 1980 :

e Celles qui ne produisent pas naturellement de beta-lactamases (sensible) comme
Salmonella et Proteus Mirabilis, ou produisent une céphalosporinase a tres bas
niveau comme Escherichia coli et Shigella (classe 1)

e Celles qui produisent naturellement une penicillinase comme Kilebsiella,
Citrobacterdiversusetc (classe2)

e Celles (les plus nombreuses) qui produisent naturellement une céphalosporinase
(classe 3)

e Celles qui produisent a la fois une pénicillinase et une céphalosporinase a la fois
comme Yersinia enterocolitica (classe4) [13]

Actuellement, jusqu’a sept phénotypes de résistance naturelle allant de GO a G6 (groupe 0 au
groupe 6) ont été identifiés chez certains espéces des entérobactéries.

Tableaul: Entérobactéries et ATB : phénotypes de résistance naturelleR, résistant ; R*,
résistance hétérogéne observée dans plusieurs sous-groupes phylogénétiques.[21]

TIC/
‘ESPECES AMP AMC PIP ClG FOX CXM GEN TOB TET TIG COL NIT‘
C. freundii, C. braakii, C. R R R R
murliniae, C. werkmanii,
C. youngae
C. amalonaticus, C. sedlakii, C. R R R R
farmeri, C. rodentium
E. aerogenes R R R R
E. cloacaecomplex R R R R R
E. hermannii R R
H. alvei, H. paraalvei R R R R*
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Klebsiella spp., Raoultellaspp., C. R R

koseri

M. morganii R R R R R R R
P. mirabilis R R R R
P. vulgaris, P. penneri R R R R R R R
P. rettgeri R R R R R R R R
P. stuartii R R R R R R R R R
S. marcescens R R R R R R

Y. enterocolitica R R R R R

Tableau 2: groupes d'entérobactéries selon la résistance aux beta-lactamines [original]
2S/1 : sensible ou intermédiaire (résultat en fonction de I’espéce et de 1’isolatR/1/S : résistante ou intermédiaire ou sensible (résultat en
fonction de ’espéce et de I’isolat) © S—1 : tous les résultats sensibles interprétés intermédiaires! S—I : tous les résultats sensibles interprétés

intermédiaires si le test de synergie est positif pour au moins une C3G, une C4G, ou I’aztréonam.

Groupes Gr0 Grl Gr2 Gr3 Gr4 Gr5 Gro
Mécanisme Sensibl  Céphalosporinas  Pénicillinas  Céphalosporinas ~ Céphalosporina ~ Céphalosporina BLSE
e e @ se se chromosomique
L. de e de de bas de bas niveau de classe C et de classeA de bas
resistance (case-) classe C niveau pénicillinase inductibe niveau
non inductible de classe A =
céfuroximase
Entérobactérie  Salmonell E.coli K. E.cloacae yersinia P.Vulgaris K. ascorba
S a Shigella spp pneumonia E.acrogenes  enterolitica P.peneri K.Cryocresce
spp- € C.freundii i ns
P.mirabili K.oxytoca M.morganii serratia K.Georgina
s C. kcoserl H.Alvei Fonticola R Aqualitis
amalonatic P. rettgeri C.Sedlakii
u P.agglomerans E.persicina
S,
E.hermani
Peni A S g/ @ R R R R R/I—-I1
PeniA+Ac. S g/I2 S R R S JE
Clavulanique
Ticarcilline S S R S R S R/I—I
Ticarcilline+Ac S S S S S S S
.clavulanique
Pipéracilline S SI¢ SIC S 1/S?1
Pipéracilline+t S S S S S S
azobacteme
C1G S /P2 S R R R RII
C2G S S S R/I/S b S R R/I/I-I
Céfoxitine S S S R/1/SP S S S
C3G S S S S S S S 1
C4G S S S S S S S
Carbapénémas S S S S S S S
e

PORTAGE DES ENTEROBACTERIESMULTI-RESISTANTES

11




PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE : CHAPITRE IT | 2019

11.2. Résistances acquises des entérobactéries :
Ce terme est utilisé pour désigner des processus permettant a des bactéries appartenant a une espece
originellement sensible de devenir résistante a un ou plusieurs antibiotiques. Cette résistance acquise
peut provenir par une mutation chromosomique (plut6t rare) [22], ou par I’acquisition d'ADN étranger
par le biais de plasmides (plutot fréquent), d’intégrons ou de transposons [23]

On parle de transfert horizontal de genes de résistance et les mécanismes utilisés sont la conjugaison,
la transduction et la transformation.

Les entérobactéries utilisent différents mécanismes d’antibio-résistance, il peut s’agir de [24]:

-troubles de perméabilité pour les antibiotiques, ce qui empéche la pénétration de
L’antibiotique dans la bactérie,

-systemes d’efflux qui permettent d’évacuer les antibiotiques qui auraient pénétré dans la
bactérie,

-modification de la cible bactérienne de I’antibiotique,

-Mais le plus souvent, il s’agit d’enzymes détruisant 1’antibiotique. Exemple : les béta-
lactamines sont désactivés par les beta-lactamases.

I1.1.Entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3eme génération :

L’expansion de la résistance des entérobactéries aux céphalosporines de 3eme génération
constitue probablement 1’un des faits les plus marquants des deux derniéres décennies en
matiére d’antibio-résistance humaine et animale.

Cette résistance est assurée principalement par :

o La production de beta-lactamase a spectre étendu (BLSE)

o Céphalosporinase hyper-produite (AmpC)

I1.1.1.Par production de beta-lactamase a spectre étendu :

Les BLSE sont des enzymes a large spectre, appartenant en majorité aux classes A de
laclassification d’Ambler et 2be de Bush-Jacoby-Medeiros. (Annexe N°1 :)

Certains auteurs considérent également les béta-lactamases des classes D et 2de (de type
OXA) comme des BLSE. [25]

Les BLSE conférent une résistance a toutes les pénicillines, aux céphalosporines de lere,
2eme et 3eme génération et a certaine céphalosporine de 4 eme génération (céfépime ou
cefpirome), elles sont inhibées par I’acide clavulanique, tazobactam et le sulbactam.

A T’inverse, les entérobactéries productrices de BLSE restent habituellement sensibles aux
céphamycines (cefoxitine) et aux carbapénémes Cependant, le phénotype de résistance varie
avec la nature de la BLSE produite et selon leur niveau de production. [26]
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Les souches d’entérobactéries productrices de BLSE sont, dans leur tres grande majorité, aussi
résistantes aux autres familles d’antibiotiques, notamment aux fluoroquinolones et au
cotrimoxazole [27]

Les genes codant pour ces enzymes sont principalement situés sur des éléments génétiques
mobiles (plasmides, transposons...), expliquant la rapidité de leur diffusion.[2s]

Le premier isolat producteur de BLSE a transmission plasmidique a été observé en Allemagne
en 1983 et rapidement apres aux états unis [29].

Cette bétalactamase a été tout d’abord identifiée chez une souche de Klebsiella pneumoniae.
Cette enzyme s’est rapidement et facilement transmise aux autres especes dont /’Escherichia
coli. Par la suite, I’augmentation spectaculaire de la résistance des bactéries aux B-lactamines
a été largement associée a la propagation des BLSE. [30] [31] [32]

I1.1.2.Par production de céphalosporinase hyper-produite (AmpC) :

Entérobactéries productrices de céphalosporinases chromosomiques de haut niveau (ou -
lactamases de type AmpC).

Un certain nombre d’entérobactéries sont naturellement résistantes a 1’amoxicilline,
al’augmentin (association amoxicilline - acide clavulanique) et a la céfalotine (+/- certaines
ceéphalosporines de 2eme génération) par sécrétion d’une céphalosporinase chromosomique.

L’expression de cette céphalosporinase est médiée par le géne Amp-C. Plus de 20
bétalactamases de type Amp-C différentes ont été retrouvées. L hyper-secretion de I’AmpC
entraine une résistance de haut niveau aux lactamines

Seule la sensibilité a la céfépime (qui est une céphalosporine de 4eme génération) et aux
carbapénemes est maintenue.

La production de cette enzyme est sous le controle d’un systeme régulateur inductible codé
principalement par deux genes : ampD, ampR ;

Le niveau d’expression du gene ampC est contrdlé par le gene ampR (répresseur).

A 1’état normal, le niveau d’expression de la céphalosporinase est faible.

Une augmentation transitoire et réversible de la production de la céphalosporinase peut étre
observée en présence d’antibiotiques inducteurs comme la céfoxitine ou I’imipéneme.

AmpD a un effet inhibiteur sur AmpR. Des mutations dans la protéine AmpD aboutissent a
I’hyperproduction constitutive d’AmpC par levée de I’inhibition durépresseurAmpR. Cette
sécrétion peut étre augmentée alors d’un facteur d’environ1000. [28][33]

A T’inverse des E-BLSE, qui sont inhibés par : I’acide clavulanique, tazobactam et le sulbactam, les
céphalosporinasesAmpC ne sont pas inhibés par ces inhibiteurs. [34]
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I1.11.Entérobactéries productrices de carbapenemases :

Les carbapénémases produites par les entérobactéries appartiennent aux trois classes connues de
bétalactamases (classe A, B et D de la classification de Ambler).(Annexe N°1)

Dont les différences ont non seulement un intérét génétique et biochimique, mais aussi clinique,
car le profil de résistance et I'épidémiologie de ces souches different. [35]

Actuellement, les carbapénemases les plus importantes en microbiologie clinique sont : [36]

les carbapénemases de type KPC (Klebsiella pneumoniaeproductrice de
carbapenemases) (classe A)

— les métallo-bétalactamases (classe B) de type : VIM (Veronalntegron Métallo —
lactamase)

IMP (imipenemase)

plus récemment NDM (New Delhi métallo —lactamase)

— et les oxacillinases (classe D) de type OXA-48

La plupart des carbapénemases hydrolysent les béta-lactamines et les céphalosporines, mais aussi les
monobactames et les carbapénémes [37]

J Beta-lactamase de classe A

Chromosomique ou plasmidique Caractére épidémiogéne>hyperCase Différents types
niveaux de résistance # NmcA, Sme-1..., IMI-1..., SFC-1 GES (K. pneumoniag, E.
coli) Hydrolysent faiblement les carbapénemes KPC (Klebssielapneumoniae)
Hydrolyse toutes les beta-lactamines

o Beta-lactamases de classe B

Métallo-beta-lactamases Reésistances portées par plasmides, transposons, intégrons
IMP, VIM, GIM, KHM, NDM Hydrolysent fortement toutes les betalactamines (sauf
aztreonam)

o Beta-lactamases de classe D
Oxacillinase : spectre restreint Sauf OXA : hydrolyse fortement les carbapénemes, mais pas
les C3G
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I1.111. Entérobactéries résistantes a la colistine :

I1.111.1.Rappel sur la Colistine :

Les polymyxines sont des antibiotiques naturellement produits par différentes especes de
Paenibacillus. Il existe cing classes de polymyxines mais seulement deux sont utilisées en
thérapeutique : la polymyxine B et la polymyxine E (colistine) [38]

La colistine est un polypeptide de la famille des polymyxines du groupe E, produit par
Bacillus polymyxasubspeciescolistinus, découverte en 1947 par le chercheur japonais
YasuhiroKoyama [39]

Puis a partir des années cinquante qu’elle a été introduite pour le traitement des infections a
bacilles Gram négatif [40]

La colistine agit en se liant aux lipopolysaccharides (LPS), composant de la membrane
externe, uniquement présente chez les bacilles a Gram négatif. Son mécanisme d'action, non
totalement élucidé, peut étre expliqué par trois modes distincts et concomitants :

e lyse des membranes bactériennes (mode principal),

Le lipide A (présent au niveau de la membrane externe de la bactérie) joue un réle majeur
dans le mode d’action de la colistine.

En effet, les chaines d’acides gras du lipide A (chargé négativement) permettent I’ancrage de
I’antibiotique dans la membrane externe de la bactérie. De plus, il interagit avec des cations
divalents (Ca2+ et Mg2+) présents a la surface de la membrane externe.

Ses cations divalents forment alors des ponts entre les molécules de LPS permettant ainsi la
stabilisation globale de la membrane externe.

L’affinité du LPS pour la colistine étant supérieure a celle du LPS pour les cations divalents
(Ca2+ et Mg2+), une interaction électrostatique a lieu dans un premier temps entre le LPS,
chargé negativement, et I’antibiotique chargé positivement.

La colistine est donc capable de déplacer les cations de leur site de liaison déstabilisant la
structure de la membrane externe. Apres cette étape initiale d’interaction électrostatique, les
molécules d’antibiotiques s’insérent dans la membrane externe a proximité du lipide A via
leur chaine d’acides gras N-terminale.

Les bréches ainsi formées permettent le passage de molécules hydrophobes, de petites
protéines et facilitent également 1’insertion d’autres molécules d’antibiotique, il en résulte la
formation de zones membranaires tres déstabilisées au travers desquelles quelques molécules
de colistine peuvent traverser la membrane externe.

La colistine est alors capable de lyser la membrane cytoplasmique de la bactérie, induisant sa
mort (effet bactéricide).

e contact « vésicule-vésicule » :

La membrane externe est composée d’un feuillet interne uniquement phospholipidique et d’un
feuillet externe contenant essentiellement le LPS, des protéines et des lipoprotéines. Apres
avoir franchi la membrane externe, les polymyxines se retrouvent dans 1’espace inter-
membranaire ou elles sont capables de se lier aux phospholipides anioniques composant a la
fois le feuillet interne de la membrane externe et le feuillet externe de la membrane interne
(ou membrane cytoplasmique) de la bactérie. L’échange de lipides entre les deux membranes
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(externe et interne) induit une perte de spécificité dans la composition des membranes. Ceci
aboutirait a un désequilibre osmotique responsable de la lyse de la bactérie.

e formation de radicaux libres :

La colistine peut induire un stress oxydatif entrainant la formation d’espéces réactives de
I’oxygéne (ROS) tels que des ions superoxydes (02), du peroxyde d’hydrogéne (H202) et des
radicaux hydroxyles (OH).

Les ions O2 seraient produits lors de la traversée de la membrane externe et interne par la
colistine avant d’étre transformés en H2O2 par la superoxyde dismutase (SOD) de la bactérie.

Le H202 oxyde alors les ions ferreux (Fe2+) en ions ferriques (Fe3+), induisant la formation
de radicaux (OH).

Des taux élevés d’OH sont alors responsables de dommages au niveau de I’ADN (cassure),
des protéines (oxydation) et de lipides (oxydation), aboutissant a la mort de la bactérie

Ces trois mécanismes aboutissent a la mort de la bactérie [38]

La colistine a été utilisée jusqu’aux années quatre vingtet par la suite a été écartée des
protocoles thérapeutiques du fait de 1’apparition de nouvelles molécules telles que les
ceéphalosporines de troisieme génération mais surtout en raison de sa toxicité rénale. [41]

Son utilisation est restée exceptionnelle chez les patients atteints de mucoviscidose pour
controler les complications infectieuses [42]

Depuis I’émergence de bactéries multi-résistantes dont Klebisiellapneumoniae résistantes aux
carbapénemes et I’absence de nouveaux antibiotiques efficaces contre ces bactéries, un regain
d’intérét de 1’utilisation de la colistine a été observé. [43]

En 2012, elle est redevenue 1’antibiotique prescrit pour le traitement d’infections humaines
séveres liées a des bactéries résistantes a toutes les autres options thérapeutiques. [44]
Malheureusement, des dernieres années, des souches résistantes a la colistine ont fait leur
apparition, ce phénomeéne semble étre fortement lié a une utilisation excessive de la molécule
et a des doses non optimales favorisant ainsi, la pression de sélection. [45] [46] [47] [38].

Cette résistance, a émergée principalement dans les pays ou la prévalence des entérobactéries

productrices de carbapénemases (EPC) est importante, ainsi, ou la consommation de la
colistine est élevée.[48][49]

I1.111.2.La résistance des entérobactéries aux polymyxines :

La résistance acquise des entérobactéries aux polymyxines et plus précisément a la colistine,
peut étre :
e Soit une résistance chromosomique

e Soit une resistance plasmidique
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I1.111.2.1. Résistance chromosomique

Cette résistance est essentiellement liée a des altérations chromosomiques touchant divers
geénes.

Ces altérations ont pour principal objectif de conduire a des modifications de charge du LPS
ou a une perte du LPS, ce qui va empécher la fixation de la colistine.

Chez les entérobactéries, les modifications du LPS sont régulées par deux systemes appelés
PhoP/PhoQ (lui-méme régulé par la protéine transmembranaire MgrB) et PmrA/PmrB.

L apparition de mutations, délétions ou insertions sur ces genes est responsable de 1’antibio-
résistance. [38] [50]

I1.111.2.2. Resistance plasmidique :

En 2015, le premier mécanisme de résistance plasmidique a la colistine a été décrit en Chine
chez 1’animal (le porc) sur une souche d’Escherichia coli. Ensuite a été decrit la présence de
ce gene aussi chez ’homme et dans ’alimentation.

Ceci implique un risque de diffusion par transfert horizontal, de plus, taux de transfert des
plasmides portant mcr-1 a une valeur élevée, de ’ordre de 10 4 1073,

Le gene correspondant, mcr-1, code pour une phosphoéthanolamine transférase plasmidique,
qui catalyse I’addition de phosphoéthanolamine sur le lipide A conférant un bas niveau de
résistance a la colistine (concentration minimale inhibitrice (CMI) comprises entre 4 mg/L et
8 mg/L). [51]

Il est recommandée de tester la résistance a la colistine et de rechercher, en cas de résistance,

la présence des génes mer chez toute souche d’EPC isolée soit lors d’un dépistage ou soit
dans un prélévement a visée diagnostique [52]

I1.1V. Les entérobactéries multi-résistantes :

11.1V.1.Définition des entérobactéries multi-résistantes :

Une entérobactérie est considérée comme multi-résistante [Multi Drug Resistant] : si elle est
résistante a 3 ou 4 des 6 groupes d’antibiotiques mentionnés ci-dessous [53] :

e Tobramycine ou gentamycine

o Ciprofloxacine

e Céfotaxime ou ceftriaxone ou caftazidime
e Trimethoprime/ sulfamethoxazole

e Imipeneme ou meropeneme

e Pipéraciline-tazobactam
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11.1V.2.Définition des Entérobactéries ultra-résistantes :

Quant aux entérobactéries dites ultra-résistantes appelés aussi extensivly Drug ResistantXDR,
ce sont celles qui présentent une résistante a 5 ou 6 groupes des antibiotiques enumérés ci-
dessus. [53]

11.1V.3.Définition des Bactéries Hautement Résistantes émergente :

Ce sont des bactéries apparues y’a quelques années, et qui sont responsables d’infections
nosocomiales, elles comprennent :

e Entérocoques résistantes aux glycopeptides (ERG) par mécanisme de type van A ou
van B

e Entérobactéries productrices de carbapénemases (EPC), actuellement les principales
sont : Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter cloacae et
Citrobacterfreundii

Des conditions ont été mises en place afin de classer les bactéries comme BHRe:

e Commensale du tube digestif
e Résistante a de nombreux antibiotiques

e Meécanisme de résistance transférable entre bactéries

e Emergente selon 1’épidémiologie connue, n’ayant diffusé que sur des modes
sporadiques ou épidémiques limitées [54]

I1.1V.4.La toto-résistance des Entérobacteéries :
Ce sont des souches d’entérobactéries appelées pan-résistantes {PDREB Pan Drug
Resistantenterobacteriaceae} car résistantes a toutes les molécules antibiotiques disponibles y
compris la molécule considérée comme celle du dernier recours a savoir la colistine. [55]
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La formidable plasticité bactérienne conjuguée a la pression de sélection antibiotique, et un
respect insuffisant des précautions standard d'hygiene ou encore la prise en charge de patients tres
fragilisés ou hospitalisés au long cours ont contribué ces derniéres années a I'émergence de
souches bactériennes a fort pouvoir de diffusion, notamment des souches classées comme
bactéries multi résistantes (BMR) dont les EMR.

Il parait impossible de les éradiquer, mais il faut néanmoins essayer de controler au mieux leur
diffusion.

De plus, ces bactéries possédent un pouvoir « épidémiogene » particuliérement important qui peut
avoir des conséquences redoutables, tant a titre individuel qu'a titre collectif, avec des retombées
financieres et politico-médiatiques majeures.

La politique de mise en ccuvre de dépistage dans chaque établissement permettrait un meilleur
contrle de ces EMR, et qui dépend du risque de transmission et de 1’épidémiologie locale. Elle
s’appuie sur I’incidence de chaque EMR dans les prélevements a visée diagnostic et sur
I’identification de cas groupés [56].

A ce titre, le laboratoire de microbiologie doit étre en premiére ligne pour identifier les patients
porteurs de ces EMR et alerter le clinicien et 1'équipe soignante qui mettront alors en ceuvre les
mesures ad hoc de contrdle d'une épidémie potentielle : rappel des précautions standards, mise en
ceuvre de précautions complémentaires de type contact, isolement géographique des patients,
cohorting , surveillance et décontamination environnementales éventuelles, etc.

111.1.0bjectifs et importance du dépistage :
Il est important de connaitre le statut des patients vis-a-vis des EMR afin de :

e Mettre en ceuvre les précautions complémentaires de type <<contact>> en complément des
précautions standard (dépistage d’entrée)

e Identifier rapidement une transmission au sein d’un secteur de soin (dépistage d’intérét
itératifs) ou d’une communauté ; En contexte épidémique, 1’objectif est de produire un
résultat rapidement. L’efficacité du dispositif réside dans la rapidité de la mise en place des
précautions complémentaires.

e Mesurer 1’épidémiologie d’un secteur d’hospitalisation (dépistage a la sortie de 1’unité de
soin)

e Réaliser une décontamination cutanée ou digestive avant un geste invasif, par exemple en
préopératoire.

L’évaluation de I’impact des mesures de dépistage dans la maitrise du risque de transmission
d’EMR est difficile et la littérature sur le sujet repose principalement sur les études de faible
niveau de preuve et sur des recommandations d’experts.
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I11.11.Définition du portage des entérobactéries multi-résistantes :

Le portage des EMR est définie par: la présence, la croissance et la multiplication de ces
EMR (entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3eme génération, entérobactéries
productrices de carbapénémases et entérobactéries résistantes a la colistine) chez une personne,
sans observer aucun signe clinique et/ou symptdme de I’infection, la majorité des patients qui
contractent une entérobactérie multi-résistantes sont plus colonisées qu’infectées [57].

I11.111.Causes induisant le portage:

e L’ utilisation des antibiotiques :
Impact des antibiotiques sur le portage des EMR est divisé en deux :
- Impact quantitatif : perte de diversité.

Les effets des antibiotiques sur le microbiote intestinal dépendent de la concentration des ATB au
niveau du colon ou de ses métabolites actifs et de 1’activité de ces ATB sur 1’espéce bactérienne
présente. Ainsi I’ATB agit sur les bactéries sensibles provoquant: soit leur mort (effet
bactéricide), soit leur croissance sera bloquée (effet bactériostatique) ne laissant le systéme
digestif colonisé que par les espéces résistantes a ces ATB. Ces derniéres se trouveront seules,
facilitant ainsi leur développement et multiplication. [58][59][60]

- Impact qualitatif : perte d’effet de barriére.

Aussi décrit dans la littérature, 1’effet de la barriére intestinale est exercé principalement par les
anaérobies, ainsi les ATB ayant une bonne activité sur les anaérobies tels que la clindamycine,
peuvent affecter puissamment la capacité d’empécher la colonisation par les bactéries multi-
résistantes notamment les entérobactéries multi-résistantes ; dans une étude, un groupe a signalé
que la densité des entérobactéries résistantes augmentait sous I’exposition a des antibiotiques
actifs sur les anaérobies, dans ce cas les entérobactéries occupaient les niches qui semblaient étre
laissés par les anaérobies[61] [62] [63]

e La transmission des entérobactéries :

La transmission des entérobactéries multi-résistantes entre : les patients eux-mémes, patient-
personnel, patient-visiteur, environnement-patient, est favorisée par leur réservoir <<systéme
digestif>>, ce dernier participe auportage et a la dissémination des entérobactéries multi-
résistantes qui est fait d’une maniére rapide et facile.

e Laremarquable capacité d’adaptation des entérobactéries :

L’intelligence bactérienne réside dans sa capacité a s’adapter aisément et d’une maniere efficace
lorsqu’elle est en contact d’un ATB, son génie adaptatif lui permet a travers : des plasmides, des
transposons et des mutations de développer de nouvelles résistances non encore connues pour
cette espéce décrivant ainsi une résistance acquise favorisant ainsi une toto-résistance et un échec
thérapeutique [64]
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I11.1V.Les facteurs de risques de portage des entérobactéries multi-résistantes et les patients
a prélever :

Selon la littérature et les différentes études microbiologiques portant sur la prévalence, le portage
et I’acquisition des EMR, différents facteurs peuvent étre incriminés dans la prévalence du portage
des EMR, dont les principaux sont :[56][70] [71] [72]

e Un antécédent récent d’antibiothérapie longue ou utilisant plusieurs antibiotique

e Une antibiothérapie utilisant une céphalosporine de 3eme génération

e Une hospitalisation dans les services a haut risque d’acquisition d’EMR (service de la
réanimation, onco-hématologie, EPAHD, etc.)

e Un voyage récent dans une zone connue a forte prévalence d’EMR

e Une hospitalisation a I’étranger (dans les 12 mois précédent)

e Un rapatriement sanitaire depuis 1’étranger

e Un transfert inter-service dans le méme établissement hospitalier

e Etre en contact d’une personne connue porteuse d’EMR
e Exposition a des dispositifs invasifs (cathéters veineux, tube endotrachéal ...)

I11.V.Politique et Prélévements de dépistage-portage des EMR

111.V.1.Quand prélever et dans quels services ?
Les services concernés par les prélevements de dépistage sont présentés dans le tableau N°3.

La fréquence de prélévement en cours d’une hospitalisation est fonction de la durée moyenne de
séjour et de situation épidémiologique (toutes les semaines en réanimation et en onco-hématologie,
par exemple)

En cas de situation épidémique, la fréquence de dépistage s’effectuera selon un rythme défini avec un
dépistage de sortie qui doit, si possible, étre poursuivi apres transfert du patient dans un autre secteur
d’hospitalisation ou dans un autre établissement

Il est recommandé de ne pas réaliser de dépistage systématique dans les secteurs a faible fréquence
de BMR [14]

Le service d’onco-hématologieet le service de réanimation présentent un risque élevé d’acquérir
les bactéries multi-résistantes notamment les entérobactéries multi-résistantes, a cause de
I’utilisation trop importante des ATB induisant une pression de sélection, le dépistage pour ces
deux services doit étre systémique afin de déceler les porteurs ’EMR ou d’EPC ainsi mettre en
place les précautions standards et complémentaires rapidement.

Soins de suite et de réadaptation —SSR- : il s’agit d’une unité qui accueille des personnes de
plus de 60 ans nécessitant des soins de convalescences et rééducation, la durée de séjour dans ce
type de structure est limitée a 30 jours, mais qui peut €tre renouvelé dans le besoin avec 1’accord
du médecin de la structure.

Soins de longue durée —SLD- : cette unité est congue pour héberger de fagon prolongée, des
personnes agées souffrant de pathologies multiples et évolutives ou des personnes présentant des
risque important et fréquents de rechute, par exemple : psychiatrie, les établissements
d’hébergement pour personnes agées dépendants -EHPAD-, maison d’accueil spécialisée -MAS-.
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Pour les deux unités SSR et SLD, le dépistage n’est pas indiqué de maniére systemique mais
seulement en cas d’épidémie déja installée ou récente, en cas d’identification de porteurs d’EMR
ou d’EPC, les précautions d’hygié¢ne adaptées au projet de soins et a la rééducation mais aussi a la
nécessité d’une vie sociale.

Soins de courts séjours (hors réanimation) : par exemple, le service de gynécologie-obstétrique,
service de chirurgie, etc. le dépistage est indiqué de fagcon ponctuelle ou en situation épidémique a
cause des particularités que ce genre de services présente, on cite : transfert interne, transfert entre
établissement de santé médicaux et sociaux.[68] [69]

Tableau 3 :Les services concernés par le dépistage [58]

Réanimationet  Court séjours (hors Soins de suite et Soins de
onco- réanimation) réadaptation—  longue

hématologie SSR- durée —
SLD-

A I’admission Patients a risque (SARM, BHRe) Non

En situation épidémique installée ou récente
En cours Uniquement si Non Non Non
d’hospitalisation dépistage a

I’entrée

Non Uniguement en situation Non Non
A la sortie de ’unité épidémique installée ou

récente

I11.V.2.Quels sites prélever pour le dépistage des EMR ?
Le meilleur site anatomique pour la recherche des entérobactéries multi-résistantes est 1’écouvillon
rectal ou anal, du fait que le systeme digestif constitue le réservoir des entérobactéries, le
préléevement de selle peut étre lancé aussi pour la recherche des EMR, mais il ne possede pas un
rendement supérieur aux écouvillonnages rectaux des lors que ces derniers sont réalisés
correctement

Il est possible d’exploiter d’autres sites anatomiques pour la recherche des EMR afin d’augmenter
la sensibilité du dépistage en augmentant le nombre de sites prélevés. On peut exploiter un
prélévement d’urine, prélévement de gorge, prélévement buccal.

Cependant, la multiplication des sites de préléevement augmente la charge en soin et de travail au
laboratoire. L’adaptation de la stratégie doit donc étre au préalable mesurée. Elle dépend de la
situation épidémiologique. [54][70][71][72][73][75]

111.VV.3. Comment prélever ?

Prélever avant toute toilette ou antisepsie, a I’aide d’un écouvillon stérile ; pour le prélevement
anal ; L’écouvillonnage peut se faire de la maniére suivante : humidifier 1’écouvillon dans un
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milieu de transport stérile, I’introduire dans le sphincter rectal sur 2 a 3 cm (1-1,5 pouces), tourner
et retirer, Vérifier la présence de traces de mati¢res fécales sur 1’écouvillon visibles a I’ceil nu,
dans le cas contraire, il convient de demander un nouveau prélevement.

Figure 10 : technique de préléevement [75]

Figure 11 : écouvillon anal [originale]

Ce prélévement peut étre fait par le patient lui-méme. L’infirmiére vérifiera alors la présence de
maticres fécales sur I’écouvillon. Ce prélévement peut aussi étre remplacé par un prélévement de
selles. [76]

Les écouvillons avec milieux de transport doivent étre privilégiés, Le milieu de transport de Cary-
Blair peut étre utilisé pour le transport de nombreux pathogénes entériques, par exemple :
Escherichia coli.

Sa consistance semi-solide permet un transport facile et le milieu de Cary-Blair est stable et peut
étre stocké apres préparation, a température ambiante pendant une durée maximale de un an dans
des récipients fermés hermétiquement. [77]

Les milieux Amies et Stuart sont d’autres milieux similaires a celui Cary-Blair. Ces deux milieux
de transport sont acceptables pour le transport des entérobactéries mais ils ne sont pas aussi bons
que le milieu Cary-Blair. [77]

Les délais de conservation des échantillons avant analyse dépendent fortement de 1’utilisation ou
non de tels écouvillons.

111.VV.4. Combien de temps preélever un porteur ?

La durée de portage d’EMR est régie par plusieurs criteres a savoir :
e Le genre et I’espece de la bactérie
e Son caractére commensale ou saprophyte,
e Lesite de portage,
e Les conditions favorisant un portage prolongé,
e Le nombre de sites de portage et de dépistages,
e La persistance d’une exposition a des patients porteurs,

e Lasensibilité de la technique du prélevement de dépistage.
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La décision d’arrét de dépistage d’un porteur est prise par le microbiologiste aprés confirmation de
la négativation de prélevement de dépistage-portage.ll est recommandé pour les EPC d’obtenir au
minimum trois dépistage négatifs a un intervalle d’une semaine, dont au mieux 1’un sous ou au
décours d’une antibiothérapie. [54]

Les critéres pour aider & affirmer une négativation :

e L’existence de plusieurs prélévements de dépistage négatifs, prélevés a plus d’une semaine
d’intervalle

e Un dépistage négatif chez un patient recevant des antibiotiques sélectionnant dans les
flores commensales

e La qualité du prélevement et sa négativité apres enrichissement par culture en milieu
liquide en présence d’antibiotique.

Les critéres de négativation seront d’autant plus prudents que ’EMRen cause est associée a une
situation d’épidémie récente et limitée (au contraire d’une épidémie installée ou d’une endémie),
et d’un enjeu épidémiologique local ou national important.[14]
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CHAPITRE IV : EPIDEMIOLOGIE DU
PORTAGE DES
ENTEROBACTERIESMULTI-
RESISTANTES
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La prévalence du portage des entérobactéries multi-résistantes notamment les entérobactéries
résistantes aux céphalosporines de 3eme génération soit par production de beta-lactamases a
spectre élargi ou céphaloporinase hyper-produite, les entérobactéries productrices de
carbapénemases, ainsi que les entérobactéries résistantes a la colistine est variable selon plusieurs
parametres a savoir :

e Le pays, laville, I’hopital

e Le service d’hospitalisation : on note une prévalence élevée au niveau du servicede la
réanimation et 1’onco-hématologie par rapport a d’autres services tels : EPAHD, service de
soin de courte durée, service de gynécologie, etc.

IV.1. Epidémiologie du Portage des entérobactéries multi-résistantes en oncologie-
hématologie:

IV.1.1. Entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3eme génération :

IV.1.1.1.En Amérique:

Uneétude réalisée a Chicago, menée De 2000 a 2005, ou 17872 patients hospitalisés dans des
unités désignées a haut risque (unité de soins intensives et service d’onco-hématologie) ont
bénéficiés d’un prélevement a visée de dépistage des entérobactéries productrices de beta-
lactamases a spectre élargi.

Cette étude la plus longue jamais faite au niveau des Etats-Unis a montré que le taux de
colonisation par les entérobactéries productrices de BLSE a doublé au cours de la période d'étude
(6 ans), passant de 1,33% des patients a risque élevé en 2000 a 3,21% en 2005.[78]

IV.1.1.2.En Asie :

Une étude comparative portant sur le portage des E-BLSE chez des sujets sains non hospitalisés et
des sujets hospitalis¢é au niveau du service de 1’oncologie, a été menée au département de
microbiologie a I’institut des sciences médicales Amrita (Kochi, Inde) a partir du novembre 2011
jusqu’a juillet 2013.

Des échantillons de selles consécutifs non répétitifs d'adultes agés de 18 ans ont été collectés apreés
avoir obtenu le consentement éclairé et ont été traités dans les 24 heures suivant le prélevement.
Parmi les 480 échantillons analysés, 260 provenaient de personnes en bonne santé venues subir un
bilan de santé complet et 220 de patients hospitalisés pendant plus de 72 heures a I'hdpital,

Le résultat de cette etude a montré une prévalence nettement supérieure chez les sujets hospitalisés
que pour les sujets sains non hospitalisés.

Le taux global du portage des E-BLSE était de 62,7 % (138/220) parmi les patients hospitalisés et
33,8% (88/260) parmi les personnes sains non hospitalisés.
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La caractérisation génotypique d'isolats représentatifs de E-BLSE (51 de personnes en bonne santé
et 53 de patients hospitalisés) ont révélé une prédominance des génes CTX-M (77-88%), par
rapport aux autres genes de BLSE (TEM, SHV).

La présence des trois genes de BLSE a été plus souvent observée chez Klebsiella sppcomparé a
Escherichia coli.[79]

IV.1.1.3.En Europe:
République Tcheque:

Une étude d’une durée de 3 mois (1 novembre 2012 - 31 janvier 2013)a été réaliséeau département
d’hémato-oncologie, Université Hopital Olomouc, République Tcheque.
Des prélevements rectaux ont été effectués chez tous les patients traités dans ce dernier.

Au cours de la période d'étude, 71 patients retrouvés, un total de 15 patients (21,1%) ont été
retrouvés porteurs d’entérobactéries produisant des béta-lactamases a large spectre. Des
entérobactéries BLSE et AmpC-positives ont été trouvées dans 8 (11,3%) et 7 (9,8%) patients,
respectivement.

Parmi les 15 patients avec le GIT colonisé par producteurs de béta-lactamases a large spectre, un
seul a été hospitalisé pour la premiére fois. La longueur moyenne de la durée d'hospitalisation était
de 25 jours (extrémes: 3-70 jours). Treize patients (86,7%) avaient été hospitalisés au département
hémato-oncologie au cours des six mois précedents (séjours antérieurs allant de 3 a 58 jours; une
moyenne de 21 jours).

Les 8 cas d’entérobactéries BLSE-positives comprenait des souches de Klebsiella pneumoniae
(75,0%), Escherichia coli (12,5%) et Enterobacter aerogenes (12,5%). Les bactéries positives
pour AmpC étaient Citrobacterfreundii (42,8%), Enterobacter cloacae (28,6%), Escherichia coli
(14,3%) et Klebsiella pneumoniae (14,3%).

La PCR a révélé la présence d’un geéne pour la béta-lactamase du groupe analogue a CTX-M-1
dans 7 cas de BLSE-positifs, le géne blaSHV a été détecté dans 6 cas, et le géne blaTEM a été
noté dans tous les isolats positifs pour ESBL.

Les isolats produisant de I'AmpC codés pour les genes des enzymes CIT (3/7), DHA (2/7) et
Groupes EBC (3/7), deux isolats contenaient deux génes simultanément.[80]

Les tableaux (5 et 6) résument les entérobactéries isolées et leurs génes de résistances.

Tableau4: les entérobactéries BLSE isolées et leur genes impliqués

Espece Nombre isolés Type de beta-lactamase
Klebssiellapneumonia 5 CTX-M-1 LIKE, SHV, TEM
Klebssiellapneumonia 1 SHV, TEM
Escherichia coli 1 CTX-M-1-LIKE, TEM
Enterobacter aerogenes 1 CTX-M-1-LIKE, TEM

PORTAGE DES ENTEROBACTERIESMULTI-RESISTANTES



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE : CHAPITREIV | 2019

Tableau5: les entérobactéries isolées AmpC et les génes impliqués

Espece Nombre des isolats Type de beta-lactamase
Citrobacterfreundii 2 CIT

Citrobacterfreundii 1 CIT, DHA

Enterobacter cloacae 1 EBC

Enterobacter cloacae 1 EBC, DHA

Escherichia coli 1 CIT

Klebsiella pneumoniae 1 DHA

IV.1.1.4.En Algérie

Une étude a éte réalisée de février 2012 a mai 2013 dans l'unité d'oncologie pédiatrique de
I'n6pital Beni-Messous. L'unité avait une capacité de 12 chambres et 36 lits.

La population de I'étude comprenait 171 enfants avec différents cancers; un questionnaire a été
rempli pour chaque participant en ce qui concerne I'age, le sexe, I'admission précédente,
l'utilisation récente d'antibiotiques et le type de cancer. Sur les 171 enfants atteints de cancer
inclus dans cette étude, 93 (54%) étaient des porteurs d’E-BLSE.

Parmi les 93/171 patients, 103 E-BLSE ont été isolés, dont 49 Klebssiellapneumoniae, 38
Escherichia coli, 12 Enterobacter cloacae, 3 Klebsiella oxytoca et 1 Citrobacterbraakii.

Amplification PCR a confirmé que toutes les souches étaient des producteurs de BLSE. Les génes
de BLSE identifiés étaient blaCTX-M-15 (n = 91/103; 88%), blaCTX-M-14 (n = 6/103; 6%) et
blaCTX-M-3 (n = 6/103; 6%). Aucun gene codant pour la carbapénémase ont été détectés par la
PCR multiplex. [81]

Tableau 6: les entérobactéries isolées et leur géne de résistance.

K.pneumoniae Escherichia  E .cloacae K.oxytoca Citrobacterbraakii
n=49 coli n=38 n=12 n=3 n=1

CTX-M-15 | 46 (94) 32 (84) 10 (83) 2 (67) 1 (100)

n=91

CTX-M-14 |[1(2) 5 (13) 0 0 0

n=6

CTX-M-3 2 (4) 1(3) 2 (17) 1 (33) 0

n=6

IV.1.2.Les entérobactéries productrices de carbapénéemase :

IV.1.2.1.En Amérique :

Actuellement, la carbapénémase la plus répandue aux FEtats-Unis est la Klebsiella
pneumoniaecarbapénémase (KPC), Cette carbapénémase a médiation plasmidique se trouve le
plus souvent dans Klebsiella sppet Escherichia coli, mais se rencontre également chez d’autres
espéces d’Enterobacteriaceae. En 2009, les premieres Enterobacteriaceae productrices de KPCont
été détectées dans le Minnesota. En 2010, deux carbapénémases connues sous le nom de métallo-
lactamases (MBL) ont été isolées pour la premiere fois.
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Aux Etats-Unis: New Delhi MBL (NDM) et Verona codé par intégronVerona (VIM) ont été
détectés ou le Centers for disease control and prevention(CDC) rapporte des antécédents
d'exposition aux soins de santé en Inde ou au Pakistan chez les patients dont leur isolat était positif
aNDM. [82]

1IV.1.2.2.En Asie :

Chine :

Une étude a été menée a la Fujian MedicalUniversity Union Hopital de Fuzhou, dans la province
du Fujian, de novembre 2011 a Janvier 2013. Un total de 303 patients admis en service
d’oncologie était inclus dans 1’étude, le portage des EPC a été estimé a un taux de 6,6% ce qui
représente 20/303, les genes de carbapénemase isolé étaient : KPC-2, IMP-4, KPC-2 et NDM-1.

1V.1.2.3.Europe :
Espagne :

Une étude comparative effectuée sur deux périodes2006 et 2009-2010, entre une population de
personnes saines non hospitalisée et une population de patients admise en oncologie al’hopital de
Madrid.

Pour la lere étude allant du 01 janvier au 31 avril 2006, un nombre total de 600 échantillons ont
été récolté de 569 patients {114 patients hospitalisé (20%) et 455 personnes non hospitalisés
(80%)}.

Pour la 2eme période d’étude, un nombre total de 500 échantillons ont été récolté a partir de 474
patients {166 patients hospitalisés (35%) et 308 patients hospitalisés (65%)}.

Sur le nombre total des patients (1100) dépistés pour le portage des EPC, 294 étaient porteur de
carbapéneémasece qui représente un pourcentage total de 26,72% {196/294 (66,66%) étaient le
groupe des patients hospitalisés, le reste 98/294 (33,34%) appartenait au groupe des patients sains
non hospitalisés.

Les génes de carbapénémases isolés sont : OXA-48 (42,42%), KPC (12,32%), VIM (20,62%),
IMP (14,13%) et NDM (5, 51%) [83]

1V.1.2.4.Au Maghreb :

Au Maroc, une étude réalisé a I’hopital de Meknes dans le but de déterminer la prévalence de
portage des EPC pour les patients admis en service d’hématologie, sur les 93 patients admis, 81
ont bénéficié¢ d’un prélévement rectal maximum 48h apres leur admission, sur les 81 prélévements
22 étaient porteur d’EPC (27,16%), le géne OXA-48 était le prédominant suivi de KPC.[84]

IV.1.2.5.En Algérie :

En Algérie, OXA-58 a été décrite pour la lere fois a Tlemcen, depuis nous assistions a
I’émergence des autres génes OXA-24, OXA-72.
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Le portage des EPC en Algérie est inconnu a cause d’absence d’études faites sur ce sujet, les rares
études faites en Algérie sur les EPC concernent la prévalence et ’incidence des EPC dans les
infections.

Selon le rapport publié en 2017 par le réseau algérien de surveillance de la résistance aux
antibiotiques (AARN) portant sur la prévalencedes EPC par secteur de soins, nous retrouvons
11/343 dans plusieurs services (y compris onco-hématologie) ce qui vaut a un pourcentage de
3,21%. [85]

IV.11. Epidémiologie des entérobactéries multi-résistantes en réanimation :
IV.11.1.1es entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3eme génération :

IV.11.1.1. Aux états unis :

Selon une étude menée a 1’hopital Johns Hopkins a Baltimore, portant sur la prévalence et
I’épidémiologie de la colonisation par les entérobactéries multi-résistantes chez des enfants admis
en service de soins intensifs sur une durée allant du 16 juillet 2014 au 15 janvier 2016. Un nombre
total de 854 prélevements rectauxa été collectt a partir de 859 enfants.
La prévalence des Enterobactériaceae multi-résistantes isolées (E-BLSE et AmpC) a partir de
préléevements d'admission était de 7,6% (n = 65). Les BLSE et les AmpC et ont été identifiées
respectivement, chez 2,8% (n = 24) et 4,4% (n = 38) des enfants. Les Enterobacteriaceae multi-
résistantes identifiées comprenaient les espéces E. coli (n = 29), Enterobacter cloacae (n = 17),
Citrobacter spp (n = 11), K. pneumoniae(n = 5), Proteus mirabilis (n = 2) et Morganellamorganii
(n=1) [8e]

1IV.11.1.2.En Asie :

Inde :

Une étude descriptive réalisée au niveau du département de microbiologie pour une période de 2
mois (juin 2016 a ao(t 2016). 60 prélevements rectaux ont été prélevés chez les patients admis a
I’unité de soin intensive apres une période de 48 h. 39/60 (65%) ont montré un résultat positif. Sur
ce nombre : 22/39 (56%) étaient des Escherichia coli productrices de BLSE et 17/39 (43%) des
Klebsiella spp. Vingt-trois (38%) des patients examineés infectés par des organismes producteurs
de BLSE ont développé une infection a entérobactéerie BLSE.[87]
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1V.11.1.3.En France :

Plusieurs études réalisées en France depuis 2006, dans le but d’estimer la prévalence du portage
des E-BLSE a 1’admission en service de réanimation.

Les taux des prévalences retrouvées varient entre 3,7% (hopital de Dijon) et 15,4% (hopital de
Créteil).Une évolution de la prévalence du portage au niveau des hopitaux de Paris, de 8% en
2011 a 14,1% sur la méme période a été remarquée. [8s]

Portage d’EBLSE a I’'admission en réanimation, France

14,1% 15,4% 13,4% 13,2%

8,0%

3,7% 4,5% 5,2%

Dijon Rennes Orléans Paris Paris Créteil Paris Boulogne
2006-2013 2008-2012 2012-2014 2011 2011 2009-2015 2012-2014 2014-2015
%rlléyzegfaee[gqll.Camusetal. élgﬁs Gr%rF et alﬁgzan et al. Carbonne et al. Repessé et
CCM2016 Jinfect2016 BMC CMI  AIC2017 AIC2017AIC2017
CMI2017 ID 2016 2014

Figure 12 : L’évolution du portage des E-BLSE chez les admis en réanimation en France. [88]

IV.11.1.4.Au Maghreb :

Au Maroc Au niveau de I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech, durant I’année2015 et 2016.
Les principaux résultats obtenus sont : Sur les 9042 prélévements bactériologiques analysés, 1356
préléevements bactériologiques étaient positifs dont 215 prélevements concernaient les BMR, soit
une prévalence globale de 16%. [89]

En Algérie :

Une étude réalisée dans le but d’évaluer le portage des entérobactéries résistantes aux
cephalosporines de 3eme genération admis en service de réanimation.

L’étude a été menée sur une période de 4 mois (09 Février 2014 au 15 Mai 2014) au sein du CHU
de Bejaia KhellilAmrane. Un total de 70 prélevements réalisés, 40 souches ont été isolées et
identifiées dont 29/40 (72,5%) étaient productrices de BLSE. Les principales espéces isolées sont :
Escherichia coli (n=17) Enterobacter sp (n=9) et Citrobactersp (n=3). [90]
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IV.11.2.les entérobactéries productrices de carabapénemases :

1V.11.2.1.Aux états unis :

La méme étude qui avait été menée a 1’hopital Johns Hopkins a Baltimore portant sur la
prévalence de la colonisation par les entérobactéries multi-résistantes chez les enfants admis en
unité de soins intensives, a montré une prévalence faible de portage des EPC chez ces enfants, qui
égale a 0,4% (n = 3). Les EPC isolées appartenaient au genre : Klebsiella pneumoniae, (KPC) [91].

1V.11.2.2.En Asie :

Une étude avait ét¢ menée afin d’estimer la prévalence du portage des EPC, chez des patients
admis en service de réanimation. L’étude avait été conduite sur 3 hépitaux universitaires a Seoul en
Corée du sud, sur une durée de deux mois (de juin a aout 2012), 347 patients ont été admis au
service de réanimation des hdpitaux participants, ou chacun d’eux a eu un prélévement rectal a
I’admission. La prévalence du portage des EPC était trés basse 0,3% de la taille de 1’échantillon, ce
qui représente un seul patient colonisé par Escherichia coli productrice de carbapénemase. [92]

IV.11.2.3.En Afrique :
Algérie :

Selon le rapport du réseau de surveillance de la résistance des bactéries aux antibiotiques, établi en
2017, les EPC en réanimation était de 11/886 donnant un pourcentage de 1,24%.

Les EPC en Algérie, ont été isolés a partir de prélévements a visée de diagnostic.

Egypte :

Une étude menée a 1’hopital du Caire —Egypte- portant sur la colonisation de I’intestin par des
entérobactéries productrice de carbapénémase chez des enfants admis en unité de soins intensif,
sur une période de 06 mois (du septembre 2015 au février 2016). 100 prélevements rectaux
correspondant a 100 enfants admis en USI ont été récolté donnant comme résultat 413 souches
d’entérobactéries ont été isolées.

100/413 souches isolées étaient des entérobactéries résistantes aux carbapénemes, une prévalence
de 24%, 80/100 des souches d’entérobactéries résistantes aux carbapénemes (80%) présentaient un
mécanisme enzymatique de résistance par production de carbapénémase. Les entérobactéries
productrices de carbapénemases appartenaient aux espéces suivantes : Escherichia coli (n=17),
Klebsiella pneumoniae (n=60), klebsiella oxytoca (n=1), Enterobacter cloacea (n=2).

Avec une préedominance du gene bla-OXA-48 (80% des EPC isolés) [93]
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IV.11.3.les entérobactéries résistantes a la colistine :

La résistance acquise des entérobacteries a la colistine, est une résistance de découverte récente, le
1% isolat portant le géne de resistance a la colistine mcr-1 a été découverte en 2015b en Chine chez
I’animal.

D’autres génes sont été mis en évidence par la suite : mcr-2 en Belgique présent chez des
entérobactéries des bovins et porcs, mcr-3 et mcr-4 identifiés recemment.[94] [95]

IV.11.3.1.En Amérique :

Au Etat Unis on noter une prévalence de 11 % des souches d’entérobactéries résistante a la
colistine (naturelle et/ou acquise) au Brésil parmi les 4620 souches testées (isolées entre

2000 et 2016). Parmi ces souches, 16 (soit 0,3 %) possédaient une résistance plasmidique a la
colistine de type mcr-1 En Argentine, la surveillance nationale de la résistance aux antibiotiques
conduite par le WHONET-Argentina Network regroupant 90 laboratoires fait état d’une
augmentation significative de la résistance a la colistine chez Escherichia coli passant de

0,4 % en 2012 a 0,8 % en 2014. [96]

1V.11.3.2.En Asie :

les souches d’entérobactéries résistantes a la colistine en asiereprésentent 13,5% des souches
d’entérobactéries isolées, dont la moitié¢ des souches résistante ont été isolées en Chine (75), suivi
respectivement, de Taiwan, Laos, Malaise, Vietham, Cambodge et Inde avec 14, 6, 2, 1, 1 et 1.[36]

IV.11.3.3.En Europe

France :

19 cas de portage des entérobactéries résistantes a la colistine ont été signalé au centre national de
référence de la résistance aux antibiotiques depuis 2016, sur les 19 cas de portage des
entérobactéries résistantes a la colistine, 4 souches étaient aussi des entérobactéries productrices
de carbapénemases avec un antécédent d’hospitalisation a 1’étranger (Ile Maurice, Maroc, Cote
d’ivoire et le Portugal).Le haut conseil francais de la santé publique a déclaré en 2017, un cas de
transmission secondaire du géne mcr-1 dans un établissement francais.[97]

Pays-Bas :

Une étude hollandaise réalisée entre novembre 2014 et juillet 2015, dans le but d’estimer la
prévalence du portage des entérobactéries résistantes a la colistine dans les feces des patients
admis en médecine interne, les salles d’opération ainsi que les patients fréquentant la clinique
externe de greffe de rein du centre hospitalier universitaire de Leiden (LUMC) aux Pays-Bas.
L’étude porte sur 621 échantillons de selles récoltés et testés pour le portage des genes mcr par
PCR en temps réel. Seulement 2 échantillons issus de 2 patients différents ont révélé la présence
du géne mcr-1 indiquant une résistance a la colistine, donnant une prévalence faible de 0,32%

En Belgique :

La prévalence de la résistance a la colistine chez les entérobactéries en médecine humaine est
inconnue, cet antibiotique n’étant testé que par un nombre restreint de laboratoire et souvent en
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2eme intention sur des souches d’entérobactéries présentant un caractere de multi-résistance et en
milieu hospitalier seulement.

Dans le cadre de ses missions de centre de référence, le laboratoire de microbiologie CHU UCL
Namur et centre de référence des bactéries gram négatif multi-résistantes a évalué la sensibilité in
vitro a la colistine a partir d’un échantillonnage de 800 souches d’entérobactéries multi-résistantes
et présentant pour la majorité¢ d’entre elles une diminution de sensibilité ou une résistance aux
carbapénémes. Ces souches isolées a partir de prélevements cliniques ou de frottis de dépistage
dans plus de 90 laboratoires (hospitaliers et privés) belges ont étaient adressées en premiére
intention pour confirmation d’EPC. Une résistance associée a la colistine a pu étre été mise en
évidence pour 1% des souches d’Escherichia coli et pour 12% des Klebsiella pneumoniae testées.
A noter qu’une augmentation significative de la résistance était observée au cours du temps (14%
en fin 2015 vs. 8% au début 2015), particulierement chez les souches de K. pneumoniae
productrices de carbapénémase de type KPC (29/87 [33%] en 2015 vs. 10/72 [14%] en 2014) mais
pas pour celles produisant d’autres types de carbapénémases. Cette derniere observation suggere
fortement une augmentation de la résistance a la colistine liée a la diffusion épidémique régionale
et interrégionale des souches de Klebsiella pneumoniae productrices de carbapénémase KPC-3
retrouvees en Belgique et dont le caractére clonal est bien reconnu. [98]

Avant novembre 2015 : il a été noter une augmentation des Klebsiella pneumoniae résistante a la
colistine en Gréce de 3.5% en 2008 => 20.8% en 2010 et en ltalie de 22.4% en 2011 => 43% en
2013-2014 Espagne : 13.2% en 2010 => 31.70% en 2015. [99]

IV.11.3.4. Au Maghreb :

Une étude tunisienne, réalisée de facon rétrospective sur des souches isolées entre 2005 et 2010
dans la région de Safex a permis d’identifier des prévalences de résistance a la colistine
respectivement de 0%, 1,2% et 1,4% pour les souches d’Escherichia coli, K. pneumoniae et E.
cloacae.

IV.11.3.5.En Algérie :

Le réseau algérien de surveillance de la résistance des bactéries aux antibiotiques a signalé la
découverte récente de I’existence de souches d’Escherichia coli porteuse du gene mcr-1, le 28
novembre 2016 ; il s’agit de deux souches humaine et deux souches vétérinaires.

Le réseau algérien de surveillance de la résistance des bactéries aux antibiotiques révele des taux
faible de résistance a la colistine chez les patients hospitalisés et les non hospitalisés dans le cadre
des infections et aucune souche d’entérobactérie résistante a la colistine n’a été signalé dans la
cadre du portage ; Les germes bactériens impliqués dans la résistance a la colistine sont :

Escherichia coli (33/1545 soit 2,14%), Klebsiella pneumoniae (15/586 soit 2,56%), Entérobacter
spp  (7/158 soit 4; 43%) et Enterobacter cloacae (1/46  soit  2,17)
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CHAPITRE V : ROLE DU
MICROBIOLOGISTE DANS LE
DEPISTAGE DES
ENTEROBACTERIESMULTI-
RESISTANTES
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Les microbiologistes ont un réle crucial dans le dépistage des entérobactéries résistantes aux
cephalosporines de 3eme génération, des entérobactéries productrices de carbapénemases et
les entérobacteéries résistantes a la colistine.

IIs possédent dans leur trousse différentes méthodes, a savoir: les milieux chromogénes, les
milieux spécifiques aux entérobactéries additionnés d’ATB et la biologie moléculaire (PCR
en temps réel, etc.). Les industriels essayent de développer et de les performer pour un

dépistage rapide et efficace.

Tableau 8 : récapitulatif des différentes méthodes de dépistage [original]

Meéthodes

Milieux
sélectifs
additionnés
d’ATB

Phénotypiques

Milieux
chromogénes

génotypiques

Principe Intéréts Limites

La méthode utilise

deux avantages :

—Utilisation de
milieux sélectifsaux —  Découverte  Moins spécifiques
entérobactéries de nouvelles

—Utilisation d’un ATB résistances
permettant la

selection du

mécanisme de

résistance recherché.

Un substrat
chromogene est
dégradé par une

enzyme — Détectionrapi -  certains milieux ne
caractéristiques de la de détectent pas tous les
bactérie cible en : un mécanismes de
composeé sucre et un — sensible résistance
chromogene, ce

dernier en présence — spécifique

d’oxygeéne forme un

dimére qui colore la

colonie typique.

Il s’agit d’une — Cout élevé
amplification des — Technique

geénes de résistances rapide

couplés plus ou moins — Ne détectent que les
a une identification — Sensible génes dont les
d’espece. amorces sont utilisées

PORTAGE DES ENTEROBACTERIESMULTI-RESISTANTES



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE : CHAPITRE VI | 2019

V.1. Dépistage des entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3eme génération:

V.1.1. Méthodes phénotypiques :

V.1.1.1.Culture sur milieux non chromogéne additionné d’ATB :

IIs sont & proscrire car moins specifiques que les milieux chromogenes sélectifs du commerce.
Par exemple, les milieux pour la détection des E-BLSE ont une sensibilité équivalente, mais
une spécificité de 56 a 60% pour les milieux non chromogenes sélectifs contre 77-82% pour les
milieux chromogeénes sélectifs. Les milieux sélectifs non chromogénes peuvent cependant avoir
un intérét lors de la découverte d’une nouvelle résistance dans ’attente de la mise sur le marché
de milieux chromogenes sélectifs adaptés [14]

V.1.1.1.1. La BD Drigalski lactose Agar avec ceftazidime :

La drigalski lactose agar est un milieu différentiel similaire & la MacConkey Agar et aux
milieux a base de désoxycholate. Elle est utilisée comme milieu différentiel sélectifs pour les
bacilles a gram négatifs (entérobactéries et certains non fermentaires), et inhibe les bactéries a
gram positif.

Additionnée deceftazidime (4mg/L) ou cefotaxime (2mg/L), deux céphalosporines a large
spectre, la Drigalski a été utilisée pour isoler les entérobactéries résistantes aux
ceéphalosporines de 3eme génération

Pour plus de détail, voire Annexe N° 8.

V.1.1.2.Culture sur milieux gélosés chromogenes :

Ces milieux permettent d’obtenir simultanément une orientation de I’espéce et de la résistance.

IIs peuvent parfois dés 24H donner un résultat avec une bonne valeur prédictive positive.

IIs permettent également une bonne visualisation des populations doubles ou multiples. Leur
spécificité et leur sensibilité sont variables mais sont continuellement ameliorées par les
fabricants. Les milieux dédiés a I'isolement des E-BLSE contiennent en plus des antibiotiques
qui inhibent la croissance des bactéries a Gram positif et des levures, une céphalosporine de
3eme g@énération qui assure la sélectivité du phénotype de résistance recherché. Lors d’un 1%
résultat positif, il est donc important de confirmer I’identification et la résistance par réalisation
d’un antibiogramme, et éventuellement de CMI et d’autres tests complémentaires,
conformément aux recommandations du CLSI, en effet les milieux sélectifs ne permettent pas
d’objectiver le mécanisme de résistance. Par exemple une entérobactérie hyper-productrice de
céphalosporinase peut étre faussement identifiée une E-BLSE.

La sensibilité de la technique utilisant les milieux chromogenes s’accroit grace a une phase de
culture en milieu liquide en présence d’ATB mais au détriment de la rapidité de réponse.
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Principe :

Milieu chromogénique sélectif contenant des substrats chromogénes permettant la coloration
des colonies a la suite de sa dégradation par des enzymes bactériennes spécifiques et de la
libération du chromophore, et des antibiotiques « — 1’isolement et I’identification des micro-
organismes sont cibles en une seule étape, ce qui permet de raccourcir le temps de rendu du
résultat.

V.1.1.2.1.Gélose brillianceESBL :

La gélose Brilliance™ ESBL est une boite chromogeéne de dépistage pour les organismes
producteurs de B-lactamase a spectre étendu (BLSE). Le milieu permet une identification
présomptive des Escherichia coli et du groupe Klebsiella, Enterobacter, Serratia et Citrobacter
(KESC), producteurs de BLSE, directement a partir des échantillons cliniques [106][107]

e L’inclusion de cefpodoxime, un marqueur largement reconnu pour la résistance liée
aux BLSE, permet d’inhiber la plupart des Enterobacteriaceac non-BLSE

e L’inhibition des AmpCs réduit I’incidence des résultats faussement positifs par
rapport aux milieux de culture traditionnels, limitant ainsi I’emploi de tests de
confirmation

Figure 13 :Gélose Brilliance E-BLSE [108]

V.1.1.2.2.Gélose ChromIDESBL:

Le chromIDESBL est un tout nouveau et innovant milieu chromogene spécialement congu
pour la détection des entérobactéries productrices de BLSE.

L'isolement et la détection est basé sur 1’utilisation au sein du milieu d'antibiotiques, tel que le
cefpodoxime qui est reconnu comme étant le marqueur de choix pour ce mécanisme de
résistance. [109]

Figure 14 : Gélose ChroMidESBL [110]
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D’autres milieux chromogenes pour le dépistage des entérobactéries productrices de beta-
lactamases a spectre élargi, sont disponibles et peuvent étre aussi utilisés, a savoir :

e Gélose BLSE : développé par la société AES Chemunex.
e Gélose ChroMagar E-BLSE : fournit par la société ChroMagar.

Tableau 8 : caractéristiques des principaux milieux de dépistage des Entérobactéries BLSE [14]

milieux Composition Fournisseur réactions remarques
milieu ATB enzymatique
BLSE Agar boite & 2 AES / incubations 18-24H milieu
compartiments ~ Chemunex non chromogene
Drigalski +
CTX
MacConkey +
CAZ
ChromiDESBL cefpodoxime bioMerieux beta-glucoronidase incubation 18-24H jusqu'a
betla glucosidase 48h
desamine
CHROMagarESBL NC CHROMagar NC Incubation 18-24H
prepaprationextemporanement
le milieu
Brillance ESBL cefpodoxime Oxoid galactosidase + incubation 18-24H jusqu'a
glucuronidase 48h
galactosidase
Desaminase

V.1.2.Méthodes moléculaires:

Les méthodes moléculaires détectent les genes codant les BLSE y compris celles a bas niveau de
résistance (qui peuvent passer inapercues par les méthodes phénotypiques). Ces techniques sont
méme capables de détecter ces génes de résistance directement a partir du prélévement
biologique sans passer par la culture bactérienne, ce qui permettra un gain de temps crucial pour
le traitement des patients [111]

Cependant ces techniques moléculaires relevent d’un laboratoire de référence ou de recherche et
sont utilisées plus a visée épidémiologique que diagnostique. L’identification moléculaire
communément utilisée pour la détection des BLSE de type TEM et SHV est basée sur
I’amplification des genes blaTEM et blaSHV suivie du séquengage.

V.1.2.1.Détection des génes TEM et SHV :

Le séquencage est essentiel afin de différencier les enzymes parentales non-BLSE des différents
variant BLSE de type TEM ou SHV. Plusieurs méthodes moléculaires qui ne nécessitent pas le
séquencage, ont été développeées pour caractériser les BLSE, telles que, la PCR-RFLP
(restriction fragment lengthpolymophism), la PCR-SSCP (single
strandconformationalpolymorphism) et la PCR en temps réel. Cependant, ces techniques

PORTAGE DES ENTEROBACTERIESMULTI-RESISTANTES



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE : CHAPITRE VI | 2019

présentent des limites face a la diversité des mutations ponctuelles générant les BLSE de type
TEM et SHV et par conséquent elles n’arrivent pas a couvrir tous les variants BLSE[112]

V.1.2.2.Détection des génes CTX-M :

Contrairement au BLSE de type TEM et SHV, I’obtention d’un produit PCR par des amorces
specifiques du gene blaCTX-M sans passer par le séquencage, chez une souche productrice de
BLSE, est souvent suffisant pour déduire que le gene blaCTX-M est responsable de ce
phénotype. Différentes approches moléculaires ont été récemment décrites pour le dépistage
rapide des bactéries productrices de BLSE de type CTX-M, telles que la PCR utilisant 4couples
d’amorces spécifiques de chaque groupe CTX-M, D’amplification d’un fragment d’ADN
universel commun a la majorité des groupes de CTX-M, la PCR duplex, la PCR multiplex, la
PCR en temps réel et le pyro-séquencage [112]

V.1.2.3.Technique micro-array :

Gréace a la nouvelle technologie du micro-array, qui permet de détecter un nombre illimité de
génes en une seule réaction, une nouvelle méthode de détection des BLSE a été récemment
développée par Check-points. Elle permet la détection de la quasi-totalité des mutants TEM et
SHYV (en différenciant les variants BLSE des variants non BLSE), des CTX-M (en différenciant
les CTX-M des différents groupes) et des carbapénemases de type KPC, OXA-48, VIM, IMP et
NDM-1

Cette méthode d’identification est basée sur le principe d’une amplification multiplex ligation-
dépendante qui nécessite I’emploi d’'une ADN ligase et d’un couple de sondes. L’une des deux
sondes est courte et constituée d’une séquence cible et d’une amorce. La deuxiéme sonde est
constituée d’une deuxieéme séquence cible et d’une deuxiéme amorce entre lesquelles se trouve le
« Zip code » qui est une séquence complémentaire a un oligo-nucléotide unique (cZip) fixé dans
le micro-array.

La ligature des deux sondes se fait apres leur hybridation a la séquence d’ADN cible spécifique
de chaque beta-lactamase générant une collection de molécules d’ADN qui seront amplifiées par
PCR.

Seules les molécules d’ADN formées d’une paire de sondes réunies par la ligase peuvent étre
amplifiées car elles seules disposent des deux sites de fixation des amorces. Les produits PCR
sont détectés par hybridation des « Zip codes » a leurs séquences complémentaires (cZip codes)
immobilisées dans le micro-array. La détection est ensuite réalisée a la biotine incorporée a
I’extrémité 5’ de ’une des deux amorces. Finalement, cette technique repose sur 1’utilisation
d’une série de sondes ciblant des marqueurs d’ADN dont les séquences sont spécifiques a
chaque enzyme et générant ainsi des profils d’hybridation micro-array permettant d’identifier et
de distinguer les différentes beta-lactamases.

Cette technique a montré une spécificité et une sensibilité de 100 % pour la majorité des classes
de beta-lactamases testées [113][114]
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V.11.Dépistage des Entérobactéries productrices de carbapénémases :

V.11.1.Milieux chromogeénes :

Ces dernieres années, des milieux sélectifs ont été développes pour le dépistage des EPC.
Parmi ces milieux, on distingue essentiellement 6 milieux commerciaux : [115] [116]

- CHROMagar™ KPC (CHROMagar)

- ChromIDRCarba (bioMerieux)

- BrillianceR CRE (Oxoid)

- ChromIDR OXA-48 (bioMerieux)

- mSuperCARBA™ (CHROMagar) ou SUPERCARBA medium <« maison >
- ChromIDRCarba SMART (bioMerieux)

V.11.1.1.CHROMagar™ KPC

Ce milieu contient du méropeneme a de fortes concentrations et des chromogénes facilitant
I’identification rapide des espéces bactériennes. Il en résulte une détection médiocre des
EPC présentant de bas niveaux de résistance aux carbapenemes (notamment OXA-48).

En tenant compte de 1’épidémiologie frangaise des EPC, ce milieu n’est PAS recommandé
pour le dépistage des EPC (géne OXA-48 retrouveé en France plus que KPC)

V.11.1.2.ChromIDRCarba (bioMerieux) et BrillianceR CRE (Oxoid)

Ces deux milieux contiennent un carbapeneme et des chromogenes facilitant I’identification
rapide des especes bactériennes d'entérobactéries. Les études réalisées avec ces deux milieux
ont montre de bonnes sensibilité et spécificité pour la détection des EPC, hormis pour
certaines souches productrices d’OXA-48.

Figure 15 : Brillance CRE (OXOID)
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Remarque :

Ces deux milieux sont donc recommandes pour la détection des EPC en complément d’un
milieu additionnel possédant une meilleure sensibilité de détection des entérobactéries
productrices d’OXA-48

V.11.1.3.mSuperCARBA™ (CHROMagar) ou SUPERCARBA medium <« maison>>

Le SUPERCARBA medium a été mis au point par le CNR de la résistance aux antibiotiques
specifiquement pour la détection des EPC.

Ce milieu «< maison > posséde une trés bonne sensibilité de détection vis-a-vis de tous les types
d’EPC notamment les souches productrices d’OXA-48.

Il contient de I’ertapeneme (0,25 mg/L), du sulfate de zinc (70 mg/L) et de la cloxacilline (250
mg/L) (39, 41).

Ce milieu « maison > a été adopte par la societé CHROMagar qui y a incorpore des
chromogeénes. Jusqu'a récemment, ce milieu de culture devait étre prépare par le laboratoire de
bactériologie.

Depuis fin 2017, le milieu mSuperCARBA™ est vendu directement pré-coule par la

Société CHROMagar. [120]

V.11.1.4.ChromIDR OXA-48 (bioMerieux)

La gélose ChromIDROXA-48 est un milieu chromogéne sélectif destine au dépistage des
entérobacteries productrices de carbapenemase de type OXA-48 (42). [120]

o Avantage :
—Milieu commercial chromogéne possédant une bonne sensibilité pour la détection des souches
productrices d’OXA-48.

o Inconvénient :
- Sensibilité médiocre pour la détection des EPC produisant une autre carbapenemase
Qu’OXA-48 (KPC, NDM, VIM ou IMP).
- Les souches productrices de carbapenemase OXA-244 peuvent ne pas pousser sur ce milieu.

Remarque :

Ce milieu est recommandé pour la détection des EPC en complément d’un milieu additionnel
possédant une bonne sensibilité de détection des entérobactéries productrices de
carbapenemase autre que OXA-48 (ChromIDRCarba, BrillianceRCRE) ou en cas de
dépistage lors d’une épidémie connue avec une souche productrice d’une carbapenemase
de type OXA-48.

V.11.1.5.ChromIDR CARBA SMART (bioMerieux)

La gélose ChromIDRCARBA SMART est un milieu sélectif chromogeniquebi-platedestinée au
dépistage de toutes les entérobacteries productrices de carbapenemase.
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La moitié de la gélose correspond a la gélose ChromIDR-CARBA, I’autre moitié correspond a la
gélose ChromIDR-OXA-48.

Figure 16 : ChroMidCarba

- Avantage:
Milieux commercial chromogene possédant une bonne sensibilité pour la détection des
souches productrices de carbapenemase quel que soit le type decarbapénémase.

- Inconvénient :

Les souches productrices de carbapenemase OXA-244 peuvent ne pas cultiver sur ce milieu.
[117]

V.11.2.Méthodes moléculaires :

Ces techniques reposent sur I’utilisation d’une technique PCR directement sur des échantillons
cliniques (écouvillons rectaux).

De nombreuses techniques de biologie moléculaire ont été récemment commercialisées :

- XpertrCarba-R, (Cepheid)

- AmplidiagrCarbaR+VRE, AmplidiagrCarbaR+MCR (Mobidiag)

- Check Direct CPE on BD MAX™ (Check-Points)

- eazyplexrSuperBug CRE (OptiGene)

- CarbaplexrIVD PCR (Brucker)

- CREELITeMGBRrK:It (ELITech)

Généralement, les techniques moléculaires sont considérées comme possédant une meilleure
sensibilité que les méthodes de dépistage basées sur la culture bactérienne.

Les méthodes moléculaires sont d’un grand intérét par rapport a la culturepour le dépistage
de certains variants d’OXA-48 (OXA-244), ne poussant pas ou mal sur les milieux de dépistage
des OXA-48 du fait d’une faible activitéd’hydrolyse vis-a-vis de la témocilline.[119]. Cependant,
des faux positifs ont également été décrits pour ces tests moléculaires [117]

Pour les laboratoires réalisant des tests moléculaires directement sur les prélevements rectaux, il
est conseille d’effectuer en parallele un ensemencement sur un milieu de dépistage (ex :
ChromIDCarba SMART).

Devant toute discordance entre les deux tests, on devra s’interroger sur la possibilité d’une culture
faussement négative (ex : OXA-244 possédant une faible activité carbapenemase et ne poussant
pas sur certains milieux sélectifs, patient faiblement colonise) ou une méthode moléculaire
faussement positive. Il existe également des faux négatifs avec les méthodes moléculaires
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pourtant réputées plus sensibles que les méthodes utilisant la culture. Quoiqu’il en soit, devant
toute discordance, il est conseille de répéter les prélévements.

e Avantage :

- Excellentes spécificité et sensibilité
- Permettent de déterminer le type de carbapénémase

e Inconvénients :
- Cout éleve
- Ne détectent que les genes recherches
- Risque de faux positifs et de faux négatifs [118].

V.11.3.Intérét d’une étape d’enrichissement dans le dépistage des entérobactéries
productrices de carbapénémases :

Bien qu’il ait été démontre qu’une étape d’enrichissement améliore la détection des
entérobactéries productrices des carbapenemase de type KPC, I’apport d’unetelle étape dans
la détection des autres EMR/EPC n’a pas été clairement établi. Ledésavantage majeur de cette
¢tape d’enrichissement est le délai additionnel qu’elleimpose (18 h a 24 h) dans la
confirmation ou I’infirmation de la détection d’'une EMRdans les prélevements de dépistage.
A T’inverse, en situation épidémique, cetteétape d’enrichissement pourrait augmenter la
sensibilité du dépistage despatients colonises. [119]

Recommandations :

— Situation non épidémique :
Ensemencement direct des prélévements dé dépistage sur milieux adéquat.

— Situation épidémique :
JO : Ensemencement des prélévements directement sur des géloses selectives +
ensemencement d’un bouillon liquide d’enrichissement (bouillon cceur-cervelle ouTripticase
soja)
J1 : Si absence de colonies sur les géloses sélectives, ensemencement des memesgeloses
sélectives a partir du bouillon d’enrichissement

La présence de certains types de résistance peut étre confirmée par des tests enzymatiques
(recherche de carbapénémase par hydrolyse de 1’imipenéme), ou par des tests de biologie
moléculaire (recherche du géne mcr-1, par exemple) [14]. Un résultat négatif n’exclut pas la
possibilité d’identifier ultérieurement une EMR.
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V.111.Dépistage des entérobactéries résistantes a la colistine :

V.111.1.Milieux non chromogéne additionné d’ATB:

V.111.1.1Milieu Hektoen additionné de 2ug de colistine.

Le milieu Hektoen est un milieu spécifique utilisé pour I’isolement des entérobactéries,
additionné de 2ug de colistine, considéré comme 1I’ATB le plus actif sur les bacilles gram
négatif, il permet d’¢éliminer toutes les entérobactéries sensibles ne laissant pousser que les
entérobactéries résistantes a la colistine. [120][121]

V.111.2.Milieu chromogenes:

Les milieux de culture bactériens sélectifs permettent de rapidement détecter et identifier
les organismes résistants aux polymyxines.

V.111.2.1.SuperPolymexin Medium

SuperPolymyxin, un de ces milieux, utilise une éosine base de gélose au bleu de méthylene
(EMB), avec sélection pour le PolymexinResistance (PR) bactéries a Gram négatif
obtenues par 1’ajout d’une faible concentration de colistine (3,5 pg ml), de daptomycine
(10 pg mll) et I’amphotéricine B (5 pg mll) afin d’inhiber la croissance des bactéries
gram-positive et des agents fongique. Ce médium a été évalué et il a été prouvé étre
sensible et spécifique dans la croissance sélective d’entérobactérie résistantes aux PN, soit
a partir de cultures pures ou en utilisant des échantillons de selles a pointes [122]

Figure 17 : SuperPolymexin Medium [123]

V.111.2.2.ChroMagar Colapse

Congu pour étre sélectif dans I’isolement et la différenciation de toutes les souches
d’Acinetobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas et Enterobacteriaceae avec mécanismes
intrinseéques, acquis ou non caractérisés de la résistance. Un avantage potentiel par rapport a
SuperPolymyxin serait la capacité de récupérer et de différencier le PR organismes Gram
négatif non fermentatifs ainsi qu’entérobactéries [122]

PORTAGE DES ENTEROBACTERIESMULTI-RESISTANTES



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE : CHAPITRE VI | 2019

Figure 18: ChroMagarCOLAPSE [124]

V.111.3.Biologie Moléculaire :

Les techniques moléculaires sont capables de détecter la présence des génes mcr-1 et mcr-2
responsables de la résistance plasmidique a la colistine. Dans une étude récente, une PCR
permet en temps réel a été mise au point pour la détection du gene mcr-1 directement a partir
de selles [125]

Cependant, cette technique a été mise en point avant la découverte du géne mcr-2 qui ne
présente que 79% de similitude avec le géne mcr-1, malheureusement les amorces utilisées
pour cette étude ne sont pas capable de détecter ce nouveau variant qui semble plus prévalant
que le mcr-1 surtout en Belgique. [126]

Y’a eu récemment, la mise en place d’une nouvelle PCR, et qui permet de détecter tous les
génes mcr (de 1 jusqu'a 5) ainsi que leur variant de maniere rapide et efficace mais aussi de
mieux les voir sur gel d’agarose. Il s’agit d’une technique PCR multiplex, ’utilisation de
différents amorces pour chaque géne mcr a permet de pallier au probléme rencontré dans les
précédentes méthodes moléculaire utilisée pour la détection des génes de résistance a la
colistine.[126]
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Chapitre VI : CONDUITE A TENIR EN
CAS D’IDENTIFICATION ET
D’ISOLEMENT D’UNE
ENTEROBACTERIEMULTI-
RESISTANTES
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VI1.1.Rdle du microbiologiste devant un cas de dépistage positif a EMR :
L’isolement d'une EMR, a partir d'un prélevement a visée de dépistage, doit étre
systématiquement signalé au clinicien et a I'équipe soignante.

Le laboratoire de microbiologie doit donc mettre en évidence sur son compte-rendu de
résultats la présence d'une EMR (tampon dédié, iconographie, feuille séparée, etc.), de fagon a
permettre la mise en ceuvre rapide des mesures nécessaires ; L’information de I'ensemble de
I'équipe soignante doivent permettre de limiter la diffusion des EMR. [127][128]

Des mesures supplémentaires concernant l'isolement des patients mais aussi le personnel
peuvent étre mises en ceuvre. Il a été démontré que plus une épidémie est maitrisée
précocement, plus il est aisé de I'endiguer. Grace a une information rapide du clinicien de la
part du microbiologiste, ces derniers peuvent alors mettre au plu vite, en accord avec les
services d’hygiéne hospitaliere et avec I'appui du CLIN, toutes les mesures supplémentaires
ad hoc afin d'endiguer au plus vite la propagation de I'agent infectieux, a savoir:

e Investigation de la source,

e Tracabilité des patients et des germes,

e Désinfection des locaux,

e Sectorisation des porteurs et des contacts,
e Equipes dédiées,

e Cohorting

En contexte épidémiques, on s’attachera a produire rapidement un résultat afin de mettre en
ceuvre les précautions complémentaires de type contact le plus rapidement possible

Dans le compte-rendu bactériologique, il est important de spécifier les différentes EMR qui
ont été recherchées et la méthode utilisée. La négativité du dépistage n’exclut pas la
possibilité d’identifier une EMR ultérieurement (notamment aprés un traitement antibiotique)
ni que la EMR soit présente en dessous du seuil de détection.

En cas de dépistage positif, il est nécessaire de préciser le ou les sites dans lesquels ’EMR a
été isolée. Une indication spécifique doit également étre rajoutée sur le compte-rendu de
fagcon automatisée ou, a défaut, manuelle afin de notifier de facon évidente les porteurs
d’EMR dans le service permettant aux soignants de mettre en ceuvre rapidement les
précautions complémentaires de type contact.[129][130][131][132][73][74][72]
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VI.11.Conduite & tenir devant I’identification d’un porteur d’EMR au sein du service
d’hospitalisation:

VI.11.1.Maitrise de la diffusion et la transmission des entérobactéries multi-
résistantes :

Afin de limiter la propagation des EMR dans les services et les unités de soins notamment
dans les unités les plus sensibles telles : la réanimation, 1’hématologie, etc., les organisations
mondiales et internationales se sont mises d’accord sur les recommandations de maitrise des
bactéries multi-résistantes notamment les entérobactéries résistantes aux céphalosporines de
3eme génération, les entérobactéries productrices de carbapénémases et les entérobactéries
résistantes a la colistine.

Ces recommandations reposent sur  des précautions a mettre en place selon les
situations qu’on divise en 3 parties :

Précautions standards qui concerne tout les patients, précautions complémentaires de
types : contact et gouttelettes qui quant aeux concernent les patients porteurs et/ou infectées
par des Bactéries multi-résistantes BMR et a la fin on retrouve le dernier type de précautions :
qui en plus des précautions complémentaires on ajoute des mesures spécifiques et une
identification rigoureuse, ce dernier type de précautions concerne les Bactéries Hautement
Résistantes émergentes BHRe, dans notre cas il s’agit des EPC. [132]

Pan résistance et échec MAITRISE DE LA DIFFUSION des
thérapeutique émergences
Identification + mesures spécifiques BHR

(Dépistage des contacts + cohorting + gestion des transferts)

Figure 19 : les différents niveaux de précautions a appliquer pour la maitrise de la diffusion des résistances bactériennes [132]
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VI.11.1.1. Définition des précautions standards :
Pour la définition des précautions standards, se référer a I’annexe N°9.

VI1.11.1.2. Définition des précautions complémentaires :
Les précautions complémentaires viennent toujours en avale des précautions standards, et sont
divisées en 3 types en fonction du mode de transmission des bacteries, anciennement appelé :
isolement technique, et reposent sur le principe : le patient peut sortir de sa chambre a
condition que les mesures suivent.[138] [139]

VI.11.1.2.1.Précautions complémentaires contact :
Prévention de la transmission d’agents infectieux aprés contact physique entre un sujet
colonisé ou infecté et un sujet réceptif (contact direct) ou par I’intermédiaire d’un vecteur
présent dans I’environnement (contact indirect)

Principe : tout ce qui sort de la chambre est correctement décontaminé ou emballé
Les PCC sont indiqués pour le patient, le personnel de santé et tout visiteur entrant.

VI1.11.1.2.2.Précautions complémentaires gouttelettes :

Prévention de la transmission, a courte distance (moins d’un metre), d’agents infecticux par la
production de gouttelettes contaminées, supérieures a 5y, émises lors de la toux, des
éternuements, de I’expression orale ou lors de certains soins.

VI1.11.1.2.3Précautions complémentaires air :
Prévention de la transmission, au-dela d’un métre, d’agents infecticux portés par des
particules de moins de Sp résultant de la dissémination dans I’air de gouttelettes de poussicres
contaminées.[139]

Tableau 10 : précautions complémentaires de contact et précautions complémentaires gouttelettes [original]

Transmission par Transmission par Transmission
contact interhumain lessécrétionsoro- AériennePrécautions«
Précautions« contact »  trachéobronchiques air »
PCC Précautions« gouttelettes » PCA
PCG
Hygiéne des mains SHA SHA SHA
Chambre Recommandée Recommandée Chambreindividuelle
individuelle (ou regroupement) (ou regroupement) Obligatoire
Masque Lunettes  Précautions Standard Masque typechirurgical Masqueobligatoire

dans I'environnementimmeédiat TypeFFP1
du patient (<1,5m)

Gants Si contact avec patient Précautions Standard Précautions Standard
ou environnement

Sur-blouse Si contact avec patient Précautions Standard Précautions Standard
ou environnement
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Matériel et linge Précautions Standard Précautions Standard Précautions Standard

déplacement A limiter A limiter A limiter +++

VI1.11.2. La chimio-décontamination des porteurs d’EMR :

La chimio-décontamination a pour but de réduire, voire méme éradiquer le portage de certains
types de BMR, par exemple les entérobactéries multi-résistantes ou on fait une
décontamination digestive, afin de participer a limiter la dissémination de ces bactéries a
partir des réservoirs humains

VI .11.2.1. La chimio-décontamination digestive :

VI.11.2.1.1.Les indications de la décontamination digestives des EMR :

» Dans les unités a risque éleve :

- cas unique ou situation épidémique limitée : décontamination de tout patient ayant un
portage digestif authentifié de E-BLSE

- situation épidémique non contrélée : I'efficacité de la décontamination digestive n'est pas
reconnue

> Dans les autres unités : décontamination de tout patient non autonome (incontinent ou
devant utiliser le bassin) ayant un portage digestif authentifié de EBLSE.

VI1.11.2.1.2.Comment ?
Par I’administration de 2 antibiotiques des 3 mentionnés ci-aprés pendant au moins 3 semaines :

Colimycine : - adulte : 9 a 12 millions d'unités par jour en 3 a 4 prises
- enfant : 250 000 U/kg/jour en 4 prises
- nouveau-né : 90 000 U/kg/jour en 4 prises

Néomycine : - adulte : 2 grammes par jour en 4 prises
- enfant : 15 mg/kg/jour en 2 a 4 prises

Erythromycine base : - adulte : 2 grammes par jour en 2 prises
- enfant : 50 mg/kg/jour en 2 prises

D’autres schéma thérapeutique peuvent étre utilisé, par exemple : la ciprofloxacine, la
colistine, la polymixine B, la néomycine et I’acide nalidixique

Le controle de I’efficacité de cette décontamination digestive repose sur une analyse
hebdomadaire des écouvillons rectaux des patients ayant subi la décontamination. 3

écouvillons rectaux négatifs successifs permettent d’en conclure une négativité de portage.
[140] [141] [142]
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VI1.11.2.2.La décontamination cutanée :

C’est une méthode utilisant un antiseptique, qui est la chlorhexidine a 2% et qui se résume a
faire un nettoyage quotidien avec des lingettes dans le but de diminuer la charge bactérienne
cutanée des patients hospitalisés dans les unités de soins intensives ou les patients d’onco-
hématologie. La chlorhexidine est un antiseptique a large spectre actif sur les bactéries a gram
positif mais aussi les bactéries a gram négatif, et cette méthode amontré une efficacité dans la
réduction de la charge bactérienne de ces patients, mais elle présente quand méme quelques
inconveénients, on cite :

e Réaction allergique cutanée
e Développement de résistance des micro-organismes
e Hypersensibilité et anaphylaxie [143] [144]

VI1.11.2.3.Les limites de la décontamination :
Comme toute thérapie utilisant des antibiotiques, la décontamination digestive présente des
limites et des contre-indications ; on cite :

e L’utilisation prolongée des ATB lors de la décontamination peut étre la cause de
1I’émergence de nouvelles résistances.

e L’utilisation de la vancomycine avec les autres ATB de la décontamination, peut etre
dangereux si une endémie de SARM et/ ou d’entérocoque est présente, on peut alors
constater I’émergence de staphylocoque et/ ou d’entérocoque résistant a la
vancomycine.

e L’utilisation de la décontamination n’est efficace et sans danger que si le portage des
EMR et/ou des SARM est contrdlé au niveau communautaire, au niveau de 1’hdpital et
au niveau du service.

e La décontamination digestive n’est indiquée que dans les services a faible niveau de
bactéries multi-résistantes.

e Ladécontamination peut étre utile a certains patients, mais elle ne doit pas considérée
comme une stratégie thérapeutique permettant de contréler 1’écologie bactérienne d’un
service de réanimation et/ ou d’onco-hématologie.

e La chimio-décontamination digestive doit étre évitée en situation endémique car elle
peut faciliter la sélection de souches multi-résistantes. [145] [146] [147]
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PRESENTATION DE L’ETUDE
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|.PRESENTATION DE L’ETUDE:
Il s’agit de deux études réalisées au niveau de 1’unité de bactériologie du laboratoire central,
du CHU Blida, unité FRANTZ FANON.

I.1.Présentation de I’étude la premiére étude:

1.1.1.Type et période de I’étude :
Il s’agit d’une étude rétro-prospective, et a été conduite sur une durée de 13 mois allant du 1%
Mars 2018 au 1" Avril 2019 ;

Elle porte sur I’exploitation des résultats d’une étude de dépistage de portage des
entérobacteries multi-résistantes, chez les patients admis au service d’onco-hématologie.

1.1.1.1.Critere d’inclusion :
— Patient : tout patient admis en onco-hématologie
— Prélevement : tout préléevement confondu, a visée de dépistage des patients admis en
onco-hématologie
— Souche : toute souche d’entérobactérie présentant une multi-résistance.

1.1.1.2.Critéres d’exclusions :
Ont été exclu :

— Les prélevements recus hors le service mentionné ci-dessus
— Les souches isolées chez le méme patient, présentant le méme profil antibiotique.

1.1.2.0bjectifs :

I.1.2.1.Principal :
Dépister parmi la population de [’étude les patients porteurs asymptomatiques
d’Entérobactéries multi-résistantes (EMR).

I.1.2.2.Secondaire :
Définir les facteurs de risque de développement d’infection chez les sujets colonisés par ce
type de bactérie.

1.1.2.3.0Optionnel :
Mettre en place les précautions standards et les précautions complémentaires d’hygiéne
(PCH) requises afin de limiter la transmission croisée des EMR aux autres patients et le risque
de diffusion épidémique
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I.11.Présentation de la seconde étude :

1.11.1.Type et durée de I’étude :
Il s’agit d’une enquéte prospective realisée au niveau de I’unité polyvalente du service des
UMC du CHU Blida, unité FRANTZ FANON, suite a la découverte fortuite de deux cas de
bactéries multi-résistantes appartenant a Klebsiella pneumoniae, 1’enquéte a été réalisée en

une journée (le 07 mars 2019), ou nous avons regu au niveau de 1’unité de bactériologie, les
écouvillons rectaux des patients hospitalisé ce jour-la.

I.11.2.Critéres d’inclusion :

— Tout patient hospitalisé au niveau de la réanimation le jour de 1’étude

— Prélevementsrectaux des patients hospitalisés au niveau de la réanimation

|.11.3.Critéres d’exclusion :
Ont été exclu :

— Les souches bactériennes présentant le méme profil antibiotique isolées chez le méme
patient.
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MATERIELS ET METHODES
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I1.1.Matériels :

I1.1.1Matériels biologique :

— Les souches d’entérobactéries isolées de différents types de prélevements a visée de
dépistage.
— Souche contrdle qualité : E. coliATCC 25922.

I1.1.2.Matériels non biologiques :
Eau physiologique, eau distillée, disque d’ATB, seringues, spatule, verreries, les milieux de
cultures, écouvillons.

11.1.3.Appareillages :
Etuve, autoclave, pied a coulisse, densitométre, bec benzéne, microscope optique,
réfrigérateur, pince, balance.

I1.11.Méthode appliquée :
La méme méthode de travail a été appliquée pour les deux études.

I1.11.1.Description de la technique :

A la réception de I’échantillon (écouvillons de gites), on procéde a son enregistrement sur le
registre en lui attribuant un numéro d’ordre et en mentionnant toutes les informations relatives
au patient, a savoir : nom, prénom, 1’age, type de prélévement, service d’hospitalisation, ainsi
que le résultat de 1’¢tude de 1’état frai du prélévement.

Pour I’ensemencement, tout geste doit étre fait acoté du bec benzéne, la 1°" étape consiste a
humidifier 1’écouvillon en ajoutant quelques gouttes du bouillonBGT (on peut utiliser le
bouillon BHIB ou méme de I’cau distillée lorsque les deux bouillons sont indisponibles), puis
a ’aide de I’écouvillon humide, on décharge sur un 1* cadran sur un milieu spécifique a
I’isolement des entérobactéries a savoir : milieu hecktoen ou milieu BCP, puis a I’aide d’une
pipete pasteur qu’on stérilise au bec benzéne, on fait des ré-isolement sur 4 cadrans, on incube
la boite de pétri, couvercle en bas, dans I’étuve a 37°C +/- 1 pendant 18a 24H.

Aprés incubation, on Vérifie la poussée de bactéries ou non ; absence de culture, on délivre le
résultat : absence de culture. Si la poussée bactérienne était positive, on réalise des tests de
sensibilités aux antibiotiques (AMC, CTX et ETP sur milieu Mueller Hinton (MH).
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Prélevement par écouvillon rectal ou anal

|

Culture

\ /
BCP/Y—Iektoen

i ol

Cultlre positive culture négative
Ré-isolemer[t sur MH avec résultat : absence de culture
Disque;AMC+ CTX Disquey ERT

Imag1 e synergie

o o
l |

Présence CTX résultat  Test coﬁplémentaire
de BL SE
tl 2 Test de Hodge

R S
+ 4 2, EDTA
Entéro R Tésultat : absence
Aux €3G d’EMR ,
1v '1 '1 '1
_ Entérobactéries * TH+ TH+ TH- TH-
Dete!mination détermination profil complet de la
Genre et espéce résistance aux ATB*

* . Annexe N3

Figure 20: logigramme du protocole suivi durant notre étude.

PORTAGE DES ENTEROBACTERIESMULTI-RESISTANTES m



PARTIE PRATIQUE : MATERIELS ET METHODES | 2019

[1.11.1.1Préparation de I’inoculum pour antibiogramme :

-A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprie, racler & I’aide
d’une ansede platine ou pipette pasteur quelques colonies bien isolées et parfaitement
identiques.

-Bien décharger I’anse ou la pipette dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5 MF ou
a une D.O. de 0,08 a 0,10 lue & 625 nm. L’utilisation d’un densitométre est fortement
souhaitable.

11.11.1.2.Ensemencement :

— Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum.

— L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube,
afin dedécharger au maximum.

— Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries
serrées.

— Répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon
sur la périphérie de la gélose.

— Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger 1’écouvillon a
chaque fois.

e Application des disques d’antibiotiques :

— Tester les antibiotiques : amoxicilline+ acide clavulanique (AMC), amoxicilline
(AM), céfotaxime (CTX)

— Presser chaque disque d’antibiotique a 1’aide de pinces bactériologiques stériles et ne
pas déplacer les disques apres application.On incube les boites a 37°C pendant 18 a
24h, toujours le couvercle en bas.

Toutes souches suspecte BLSE et/ou carbapénemase, fera 1’objet d’une identification
biochimique gréce a la galerie API 20Fet un antibiogramme.

11 .11.2.Présentation de la galerie APl 20F

Galerie de 20 micro-tubes préts a I’emploi permettant de réaliser 23 tests biochimiques afin
d’identifier des bacilles Gram — appartenant a la famille des enterobacteriaceae.
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I1.11.2.1Préparation de I’inoculum :

D
)
N
S5ml d’eau distillée stérile
Figure 21: prélévement souche pure [originale] < Suspension d’opacité de 0,5 MF
——

11.11.2.2.Ensemencement de la galerie :
Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile,
pointe appuyée a I’intérieur et sur le co6té pour éviter la formation de bulles.

Figure 22: galerie API 20E [photo originale]

Pour certains caracteres :

Figure 23: parameétres a remplir complétement Figure 24:paramétre nécessitant une atmospheére

[original] anaérobie par I'ajout de la vaseline [original]
Remplir de suspension le tube remplir le tube de suspension et ajouter de la et
la cupule : VP, GEL, CIT. Vaseline LDC, ODC, ADH, H2S et UREE

On incube la galerie dans 1’étuve, 37°C +/- 2°pendant 18 a 24 heures.
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I1.11.2.3.Interprétation :
Apreés incubation :

Une souche BLSE positive est déclarée par I’apparition d’une image de synergie (bouchon de
champagne) entre les disques d’AMC et de CTX.

Une souche productrice de carbapénemase présentera un diametre d’inhibition autour du
disque d’ERT inferieur a 18mm. *

* . selon les recommandations de la standardisation des tests d’ATB, 7eme édition 2014

Figure 25 : apparition d'image de synergie: bouchon Figure26:absence d'image de synergie[originale]
de chalpagne ; [originale]

11.11.2.4.Interprétation de la galerie API 20F:
> Les 10 premiers tests :

Test négatifs :

Figure 27 : les 10 premiers tests de la galerie API 20E négatifs [originale]

PORTAGE DES ENTEROBACTERIESMULTI-RESISTANTES



PARTIE PRATIQUE : MATERIELS ET METHODES | 2019

Test positifs :

Figure 28: les 10 premiers tests de la galerie API 20E positifs [originale]

> Les 10 derniers tests :

Test négatifs :

Figure29:les 10 derniers tests de la galerle API 20E negatlfs [orlglnale]

Test positifs :

Figure30 : les 10 derniers tests de la galerie AP1 20E positifs [originale]
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11.2.2.5.1dentification de la souche :

w - ‘\\‘\." =y _ Y. LYY T. T
SRRANCHIRC CasuaRaeHS
it - AN A A - ./Aty., ../ A \".-'J'\./“\qu =
ONPG ADH LDC ODC [CIT| H2§ URE TDA IND [VP| [GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA
+ - 4+ = 4+ = 4+ = - <+ - 4+ + 4+ + + + + + +

Figure 31 :galerie APl 20E aprés une puit d'incubation et ajout de réactifs[original]
yopi 2pE / / ////
OO

¥
N ReRSARARE SEEaen e

@ww s ) ) GGy G G)

Figure32: fiche d'identification de la galerie APl 20E [originale]

Puis a I’aide du logiciel APIword, on reporte le code obtenu et on note la souche qui
correspond a ce code avec un pourcentage de 1’identification.
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RESULTATS ET DISCUSSION
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I11.1. Résultatset discussion de la lere étude :

11.1.1.Prélévements :
Durant la période de I’étude ,170 patients atteints d’hémopathie maligne ont bénéficié¢ d’un

prélevement de dépistage, 376 prélevements de gites & visée de dépistage ont été effectués
(buccal, nasal, vaginal, anal, auriculaire, oculaire et gorge).

I11.1.2. Résultats de la recherche du portage d’EMR :

170 Patients dépistés

376 Prélévements effectués

60Prélévements 19prélevements 295prélévements 2 prélévements
culture positive levures absence d’entérobactérie non conformes

Figure 33 : schéma simplifié de la répartition des résultats de dépistage

111.1.1.2.1.Répartition selon la nature du prélévement :
Tableaull : répartition des prélévements selon leur nature

prélevement | buccal Anal nasal Gorge auriculaire | vaginal oculaire

nombre 97 97 93 37 34 18 1

réparition des prélevements

M buccal m®anal nasal Mgorge M auriculaire vaginal oculaire

9,04 4,78% 0,26%

|

9,84%

Figure 34: répartition des prélevements recus
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On constate que les prélevements les plus fréquemment effectués dans le cadre de dépistage
sont les prélévements buccaux et anaux, suivi des prélevements nasaux.

On constate par ailleurs que pour 73 (170-97) patients, ces prélévements (anaux et buccaux)
n’ont pas été effectués, ce qui pourrait décélérer le taux d’isolement d’entérobactéries multi-
résistantes constaté dans notre étude moindre.

111.1.3.Résultats de culture des prélevements de dépistage :

170 Patients dépistés

376 Prélévements effectués

60Prélevements 19prélevements 295prélévements 2 prélevements
culture positive levures absence d’entérobactérie non conformes

89 bactéries isolées toutes
familles et tout genres
confondu

Entérobactéries 58/89

Entérobactéries Entérobactéries
sensible 2/58 résistante 56/58

Fiaure 35 : schéma simplifié de la répartition des résultats de dépistace
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111.1.1.2.Répartition des entérobactéries multi-résistantesselon I’espeéce :

répartition des entérobactéries selon I'espece

20
15
10
5
0 1 I_l'! s 1 >
B klebssiela pneumoniea W Escherichia coli M E. cloaceae
M klebssiela oxytoca M E.faecalis M Enterobacter sp
Proteus sp Proteus mirabilis Enterobacter aerogenese

Citrobacter freundii

Figure36 : répartition des entérobactéries multi-résistantes selon I’espéce bactérienne

111.1.1.3.Répartition des entérobactéries multi-résistantes isolées selon le

mécanisme de résistance :
56/58 souches d’entérobactéries isolées étaient résistantes, et présentant deux mécanismes de
résistances (production d’une BLSE et un mécanisme de résistance aux C3G), répartis comme
suit :

— 16 souches de Klebsiella pneumoniae productrices de beta-lactamases a spectre élargi.

— 6 souches de klebsiellapneumoniae présentant un mécanisme de résistance aux C3G

— 7 souches d’Escherichia coli productrices de beta-lactamases a spectre élargi.

— 9 souches d’Escherichia coli présentant un mécanisme de résistance aux C3G

— 4 souches d’E.faecalisrésistante aux C3G

— 1 souche d’Entérobacteraerogenese productrices de beta-lactamases a spectre élargi.

— 1 souched Entérobacteraerogenese résistante aux C3G

— 1 souche proteussp productrice de BLSE

— 1 soucheproteussp résistante aux C3G

— 2 souches proteusmirabilisnon productrice de BLSE

— 4 souches d’Entérobactercloaceaerésistantes aux C3G

— 1 souche de Klebssielaoxytoca résistante aux C3G

— 1souched Entérobacterspproductrice de BLSE

— 1souched ’Entérobactersp résistante aux C3G

— 1 souche de Citrobacterfreundii résistante aux C3G
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Répartition des entérobactéries isolées selon la résistance

W KP BLSE+ W KP non BLSE

M E.coli BLSE+ M E.coli non BLSE

M E.faecalis non BLSE M Enterobacter aerogenese non BLSE
M Proteus sp non BLSE B Proteus mirabilis non BLSE

Enterobacter cloaceae non BLSE ~ m Klebssiela oxytoca
m enterobacter Sp non BLSE Citrobacter freundii
Proteus sp BLSE enterobacter Sp BLSE

2% 2% 29 2% 2%
7%

3%
2%
2%

Figure37 : répartition des entérobactéries isolées selon le mécanisme de résistance

De I’ensemble des préléevements : 89 étiologies bactériennes ont été isolées a partir de 376
prélevements donnant un taux de positivité de 23,67% chez les sujets admis en onco-
hématologie atteints d’hémopathie maligne.

56 souches d’entérobactéries multi-résistantes (sujet de notre thése) ont été isolées, soit un
taux de 14,97%, aucun cas de résistance aux carbapénémes ou a la colistine n’a été isolé.

Les entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3eme génération isolées, présentaient
deux mécanismes de résistance : une production de beta-lactamase a spectre élargi retrouvé
chez26/56 (46,42%) et 30/56 (53,57%) présentaient un mécanisme de résistance aux
céphalosporines de 3eme génération (C3G) autre que la production de BLSE.

De similaire résultats déja trouvés chez plusieurs études notamment : celle de Benamara M et
al qui a révélé que sur une période de 08 ans (allant du 1°" janvier 2011 au 31 décembre 2018)
un taux de 20,45% d’entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3eme génération chez
les sujets admis en onco-hématologie, aussi 1’étude réalisée en Republique Tcheéque, qui sur
une période de 3 mois (allant du 01 Novembre 2012 au 31 Janvier 2013) a révélé une taux de
20,1% (15/71) d’entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3eme génération, avec 8
souches productrices de beta-lactamase a spectre élargi (11,3%) et 7 souches productrices de
cephalosporinases hyper-produite AmpC (9,8%), une autre étude réalisée en Cote-d’Ivoire a
montré une prévalence de portage d’entérobactéries productrices de BLSE de 27%. Ces souches

avaient été détectées dans les fécés d’individus sains vivant dans un village (Albrechtova et al.,
2014).
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On constate que souvent des taux élevés d’entérobactéries multi-résistantes sont isolées chez
les patients admis en onco-hématoogie, atteints d’hémopathie maligne.

En effet, I’hémopathie maligne représentent a ce jour 1’'une des pathologies, les plus a risque
d’acquisition de BMR notamment les EMR, secondaire a de multiple facteurs de risque
cumulés, incluant: la présence de dispositifs invasifs, la lourdeur thérapeutique et la
myélosuppression ; cette derniere engendre un état de neutropénie profonde voir I’aplasie, qui
affaibli les patients sur le plan immunitaire et les expose a un risque important d’infections a
EMR. L’utilisation empirique d’ATB et notamment les beta-lactamines dans la prise en
charge des infections a entérobactéries a induit 1’émergence de souches multi-résistantes.

Cette émergence est la conséquence de la pression de sélection des antibiotiques [148] [149] [150]
[151][152]

111.1.1.4.Répartition des entérobactéries multi-résistantes isolées selon la nature du
prélevement :

Les entérobactéries multi-résistantes ont été isolées a partir des prélévements initiaux
suivants : anal, buccal, vaginal, nasal et gorge, en proportion suivante :

Tableau 12 : répartition des especes d’entérobactéries isolées selon la nature du prélévement

prélévement

espéce
KPBLSE+

KP non BISE
E.coliBLSE+

E.coli non BLSE
E.faecalis non BLSE

Enterobacter aerogenes [l
non BLSE

Enterobacter
aerogenesBLSE

Proteus sp non BLSE

Proteus mirabilis non

BLSE

Enterobacter cloacea 1 1
non BLSE

Enterobacter spBLSE
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Enterobacter sp 1
BLSE

i
BLSE

Total par prélévement 45 1 4 3 3

On constate que le prélevement anal, est le prélévement le plus rentable dans le dépistage des
entérobactéries multi-résistantes,

Cette constatation est faite suite a 1’isolement de 45 souches d’entérobactéries multi-
résistantes ce qui représente un taux de 80,35% des souches isolées tout prélévement
confondu (45/56), a partir du prélevement anal, ce qui est en parfait accord avec la littérature,
ceci est expliqué par le réservoir des entérobactéries (systeme digestif). Suivi du prélévement
nasal (4 souches d’EMR ont été isolées a partir de 93 prélevements).

On constate aussi que malgré le nombre élevé de prelevements buccaux effectués (97
prélévements), le taux d’isolement d’entérobactérie multi-résistante est trés faible (1souche
sur 56) par rapport au prélévement nasal et anal.
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Entérobactéries

Entérobactéries Entérobactéries
sensibles multi-résistantes

Prélevement Prélévement Prélévement Prélévement Prélévement

45/56 EMR 1/56 EMR 3/56 EMR 4/56 EMR 3/56 EMR

Figure 38 : résumé de la répartition des entérobactéries multi-résistantes selon la nature du prélévement

PORTAGE DES ENTEROBACTERIESMULTI-RESISTANTES



PARTIE PRATIQUE : RESULTATS ET DISCUSSION | 2019

I11.11. Résultat de la 2eme étude :
La 2eme étude a été menée sur une journée, suite a la découverte fortuite de deux souches de
klebisiellapnemoniae ultra-résistantesmetallo-carbapénémase, ne restant sensible qu’a la
colistine, isolée a partir d’un prélévement distal protégé (PDP) ; au niveau du service de la
réanimation, ou nous avons recu :

9 prélévements rectaux des patients hospitalisés ce jour-lIa, et leur résultat est présenté dans le

tableau suivant :

Tableau 13: résultat de I'enquéte de dépistage faite au niveau du service de la réanimation

Numero

CULTURE

prélevement BACTERIEN

1
2

NE
NON

Oul

NON
Oul

Ooul

Ooul

NON
Ooul

NON

RESULTAT

Absence de culture bactérienne

Absence d’entérobactéries multi ou ultra-
résistante

Absence de culture bactérienne

Entérobactérie résistantes aux céphalosporines
de 3eme génération

Absence d’entérobactéries multi ou ultra-
résistante

Absence d’entérobactéries multi ou ultra-
résistante

Absence d’entérobactérie multi-résistante

Absence de culture bactérienne

Entérobactérie résistantes aux céphalosporines
de 3eme génération
Absence de culture bactérienne

RESISTANCE

/

CTX:S, Cs:S,ETP :S

/

AMC: R,CTX: R
ETP:S,Cs:S

ETP:S,AMC:S,CTX:S
AMC: R,

CTX:S,ETP:S
/

/

CTX:R,Cs:S,ETP:S

/

5 prélevements sur 9 avaient une culture bactérienne positive, dont 2/5 présentaient un
mécanisme de résistance aux céphalosporines de 3eme génération.

Le patient dont la souche de Klebsiella pneumoniae ultra-résistante a été isolée n’était pas
inclu dans la population de notre enquete suite a son transfert vers un autre service.

On note que la souche ultra-résistante de Klebsiella pneumoniae, qui est a 1’origine de
I’enquéte de dépistage n’a pas diffusé chez les autres patient, donc il s’agit d’une souche de
la flore du patient qui est devenue résistante suite a 1’utilisation prolongée des ATB et a
I’exposition aux dispositifs invasifs (le paient était sous ventilation respiratoire et sous
ertapéneme) ; Utilisation d’ATB et de dispositifs invasifs étaient toujours liée a une forte
prévalence et présentant toujours un facteur de risque élevée d’acquisition d’entérobactéries
multi-résistantes notamment en service de réanimation, constations ayant déja été mentionnée
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dans d’autres études, notamment 1’étude réalisée en Inde dans le cadre de dépistage des
entérobactéries multi-résistantes en réanimation.. [87]
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ETUDE 3 : ELABORATION ET
EVALUATION D’UN MILIEU DE
CULTURE ADDITIONNE
D’ANTIBIOTIQUE
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L’un des moyens les plus efficaces pour freiner la dissémination des entérobactéries multi,
ultra et toto-résistantes reste : le dépistage précoce des porteurs de ces EMR que ce soit en
milieu hospitalier et/ou communautaire. Le dépistage permet non seulement d’identifier les
porteurs asymptomatiques des EMR mais aussi d’instaurer de maniere précoce les précautions
standards et/ou complémentaires afin de lutter contre la propagation et la dissémination des
entérobacteries multi-résistantes.

C’est dans ce cadre, que nous avons souhaité améliorer les techniques de dépistage appliquées
au laboratoire par 1’¢laboration d’un milieu de culture spécifique aux entérobactéries
additionné d’antibiotiques dans le but de sélectionner les résistances recherchées.

Nous avons utilisé 1’agar MacConkey comme milieu sélectif pour les entérobactéries, et nous
y avons ajouté de :

— De la ceftazidime (qui est une céphalosporine de 3eme génération) afin de dépister les
entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3eme génération.

— De ’ertapénéme (qui est une carbapéneme) dans le but de dépister les entérobactéries
productrices de carbapénemases.

IV.1.0bjectif :
L’objectif de cette étude est d’expérimenter :

e Le milieu de dépistage MacConkey additionné de ceftazidime a une concentration de
2mg/l.
e Le milieu MacConkey additionné d’ertapénéme a une concentration de 2mg/I

pour le dépistage en un temps raisonnable ( moins de 24h) la présence d’entérobactéries
résistantes aux céphalosporines de 3eme génération et les entérobactéries productrices de
carbapénémases respectivement dans les prélevements de dépistage au niveau des unités a
haut risque d’EMR ou dans des situations d’épidémies.

e Tester la stabilité du milieu élaboré.

Pour le protocole adopté pour notre étude, il est inspiré d’une étude faite en juillet 2014
intitulé : Evaluation of Drigalski agar supplementedwithceftazidime (2 mg/L) forselective
isolation of extended-spectrumbeta-lactamase (ESBL) producingEnterobacteriaceae, et publié
dans le journal africain de la microbiologie et de la recherche.

IV.11.Matériels et Méthode:
IV.11.1.Souches de références :
Pour notre étude, nous avons utilisé les souches de références suivantes :

— Escherichia coliATCC 25922 : sensible aux ATB
— Pseudomonas aeruginosaATCC 27583 : sensible aux ATB

PORTAGE DES ENTEROBACTERIESMULTI-RESISTANTES



PARTIE PRATIQUE : ETUDE 3| 2019

IV.11.1.Souches résistantes :
Des souches résistantes a la ceftazidime et a I’ertapénéme connues ont été utilisées.

Figure40:les différentes souches utilisées

Figure39:souches ATCC E.coli et sur gélose nutritive [originale]

P. aeruginosa [originale]

IV.111.Moyen & valider :

L’agar MacConkey, fournit par I’institut pasteur d’Alger —IPA- additionné de ceftazidime
d’un cOté et etrapénéme d’un autre a 2mg/l est comparée a la méthode classique adoptée par
le personnel de I’'unité bactériologie (méthode expliquée en détails lors de la lere partie
pratique : dépistage des patients admis en réanimation et en onco-hématologie, page :64).

IV.111.1.Préparation de la solution mére d’antibiotiques :

Une quantité de 2 mg de : ceftazidime et ertapénéme est pesée ensuite ajoutée a Sml d’eau
distillée stérile, nous obtenons ainsi une concentration initiale de 0,4mg/l de chaque ATB.

IV.111.2.Préparation du mélange : milieu MacConkey et ATB :

Le milieu MacConkey fournit par I’IPA et il est prét a I’emploi, il suffit juste de le faire
fondre a ’autoclave. liquide, nous remplissons des flacons stériles avec 20 ml, nous prenons
les flacons stériles remplient de gélose et on les mets dans un bain mari a 80°C pendant 5mins
Le volume (Vi) de la solution mére d’antibiotique a ajouter aux flacons de gélose de 20 ml est
déterminé par la relation suivante :

CiVi= CfVf..ooon. (1)
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Ci : concentration initiale de la solution d’antibiotique (0,4 mg/ml)

Vi : volume de la solution d’antibiotique a ajouter ( ?)

Cf : concentration finale du milieu MacConkey additionné d’ATB (2mg/1)
VT : volume finale de la gélose (20ml)

En utilisant les données ci-dessus ainsi que 1’équation(1), nous trouvons que le volume Vi de
la solution d’antibiotique a ajouter au 20 ml de la gélose est égal a 100l

Apres 5mins, on retire les flacons de la gélose du bain main mari, on laisse refroidir sur la
paillasse, apres on incorpore 100ul de I’antibiotique (ceftazidime ou ertapénéme), apres
homogénéisation du mélange, le contenu de chaque flacon est versé dans des boites de pétri
de 90mm.

Figure41:balance avec un poids de 0,2mg Figure42:gélose MacConkey en flacon
d'ATB [originale] fournit prét a I'emploi [originla]

IV.111 .3.Contréle qualité :
Le milieu est contr6lé par les souches sensibles, Escherichia coli ATCC et Pseudomonas
aeruginosa ATCC et les souches sensibles de Klebsiella pneumoniae afin de s’assurer de sa
qualité de milieu de dépistage des entérobactéries multi-résistantes.
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IV.I1I .4.Test de stabilité :
Ce test est performé dans le but de voir la stabilité du milieu, sachant qu’un antibiotique en
poudre, une fois en solution a une stabilité médiocre. Pour ce faire ; on utilise les souches de
références ATCC ainsi que les souches bacteriennesconnues déja résistantes a I’ertapénéme et
a la ceftazidime.

— MacConkey additionné de ceftazidime :

Ce milieu est élaboré dans un but de dépistage des entérobactéries résistantes aux
céphalosporines de 3eme genération, on a testé deux souches sensibles (ATCC Escherchia
coli et ATCC Pseudomonas aeruginosa) ainsi que deux souches résistantes (Klebsiella
pneumoniae 7063, et Klebsiella pneumoniae 7062).A partir des souches de conservations, on
ré-isole sur milieu gélose nutritive, dans le but de tester la stabilité avec des colonies de 24H.
Les images suivantes montrent le résultat obtenu :

(@) (b) (©) (d)

©) Q) @) (h)

Figure43:test de stabilité pour la gélose MacConkey additionné de 2mg/l de ceftazidime sur 10jours[photo originale
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(@) JO souche de Klebsiella pneumoniaeresistantes a la ceftazidime
(b) JO souche d’ATCCE.coli et Pseudomonas aeruginosa

(c) Ensemencement J4 des 4 souches

(d) Ensemencement J5 des 4 souches

(e) Ensemencement J6 des 4 souches

(f) Ensemencement J7 des 4 souches image frontales de la boite
(g) Ensemencement J7 des 4 souches

(h) Ensemencement J10 des 4 souches

— MacConkey additionnée d’ertapéneme :

Ce milieu est développé dans le but de dépister et de rendre une réponse rapide quant a la
présence d’une entérobactérie productrice de carbapénémases. Pour le test de la stabilité,
on a utilisé les mémes souches ATCC sensibles (E.coli et P.aeruginosa), pour la souche
résistante, on a opté pour une souche de Klebsiella pneumoniae : EDTA +, test de hodge
+. Les suivantes montrent le résultat obtenu :

(@) (b) (©) (d)

(9)
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Figure 44: test de stabilité pour la gélose MacConkey additionné de 2mg/I d’ertapénéme [originale]

(a) ensemencement JO des 3 souches

(b) ensemencement J1 des 3souches

(c) ensemencement J2 des 3 souches

(e) ensemencement J3 des 3 souches

() ensemencement J10 des 3 souches

(9) ensemencement J10 des 3 souches : image frontale

On remarque dans les deux cas, qu’on a de trés bons résultats :

— Les souches ATCC sont sensibles aux ATB et par la suite elles ne devraient pas
pousser sur 1¢ gélose MacConkey, c’est ce que nous avons trouvé dans les deux cas
(MacConkey+ ceftazidime et MacConkey+ ertapenéme)

— Les souches résistantes doivent pousser sur la gélose malgré I’existence des ATB, et
c’est ce que nous avons obtenu comme résultat.

— Pour le milieu MacConkey additionné de ceftazidime, on a obtenu un résultat
identique entre J10 et JO.

— Pour le milieu MacConkeyaddtionné d’ertapénéme, on a obtenu un résultat identique
entre J10 et JO.

IV.111.5.Expérimentation du milieu :
Dans le but de valider le milieu et de s’assurer de son efficacité, on a lancé les préléevements
des malades recus a notre niveau en deux méthodes :

1. Méthode classique (utilisant gélose BCP)
2. Méthode nouvelle (MacConkey + ATB)

Les prélevements testés étaient :

— 3 prélevements Prélévement Distal Protégé (PDP), appartenant a 3 patients différents
admis en reanimation

— 3 prélevements de gites d’un seul patient : (prélévement anal, buccal et nasal)

— 6 préléevements de gites d’une seule personne : (prélevement buccal, nasal, anal, retro-
auriculaire, plaie inguinale et plaie axillaire)

— 9 prélévements correspondant a 9 patients différents effectués au niveau du service de
la réanimation pour un objectif double : comparer la nouvelle méthode a la méthode
classique, et faire un dépistage pour les 9 patients admis en réanimation le lundi 20
mai 2019.
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V.11 .6. Résultats et discussion de la comparaison entre les deux méthodes :

e Pourles 3PDP:

On a obtenu exactement le méme résultat entre les deux méthodes :

Tableau 14 : bactéries isolées a partir des 3 PDP

Numéro prélévement

Méthode classique

Méthode nouvelle

743 Enterobacter cloacae Absence de culture
sensible

744 Un seul type de colonie Acinetobacter baumanii
correspondant a
Acinetobacter baumanii

745 Deux types de colonies : Deux types de colonies :

klebsiellapneumoniaeKPC
résistantes a toutes les ATB
Acinetobacter baumanii
multi-résistantes

Klebsiella pneumoniaeKPC
résistantes a toutes les ATB
Acinetobacter baumanii
multi-résistantes

Figure45:culture sur BCP et sur MacConley additionné de 2mg/l ceftazidime [originale]

On y voit : absence de culture sur la boite de MacConkey 743, par contre on voit une pousséee
bactérienne sur toutes les autres boites, une galerie API est lancee a partir des colonies des
différentes boites afin de déterminer 1’espéce bactérienne ainsi qu’un antibiogramme complet
entérobactérie est pratiqué afin de rendre une réponse compléte au clinicien mais aussi pour
détecter la résistance par moyen de disque d’ATB par diffusion en milieu solide.
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e Pour les prélevements de gites (anal, buccal, nasal, rétro-auriculaire, plaie inguinale et
plaie axillaire)

Les 6 prélevements appartenaient au méme patient, et enregistré sous le numéro 766 sur le
registre.

— Sur les boites de MacConkey additionné de ceftazidime, aucune entérobactérie n’a
poussé aprés une incubation de 24h

— Par contre sur la boite BCP et pour le prélévement anal, y’avait une poussé de deux
types de bactéries, aprés avoir testé : 3 antibiotiques (AMC, CAZ et IMP) sur gélose
MH, on a trouvé que les deux bactéries étaient sensibles, ce qui explique ’absence de
culture sur la boite de MacConkey.

(b)

(d) ©

Figure46 : les préléevements de gites cultivés sur milieux MacConkey + ceftazidime ou ertapénéme. [Originales]

(@) Prélevement nasal cultivé sur les deux MacConkey

(b) Prélévement de plaie inguinale cultivé sur les deux MacConkey
(c) Prélévement buccal cultivé sur les deux MacConkey

(d) Prélévement anal cultivé sur les deux MacConkey

(e) Prélevement de plaie axillaire cultivé sur les deux MacConkey
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e Pour les prélevements de gites (anal, buccal et nasal) prélevés chez le méme patient et

enregistre sous le numéro de 772 sur le registre, on a trouve :

— Sur les boites de BCP on a eu la poussée de deux types de colonies
d’entérobactéries pour le prélevement anal.

— Sur les boites de MacConkey, on a eu la poussé des deux types de colonies
retrouvées sur la gélose BCP,

— Absence de culture sur les boites de MacConkey additionnés des deux ATB, de
meme pour les boites de BCP (pour le prélevement nasal et buccal).

Apres avoir tester:AMC, CAZ et IMP pour la boite positive de BCP, et apres avoir fait
I’antibiogramme complet pour les deux types de colonies isolés sur MacConkey, on a trouvé
qu’il s’agit de: Klebsiella pneumoniaeBLSE + et Escherichia coli résistantes aux
céphalosporines de 3eme génération.

e Pour I’enquéte de dépistage réalisé au niveau de la réanimation le 20 Mai 2019, le résultat
obtenu est présenté dans le tableau suivant :

Tableaul5: résultat du dépistage effectué le 20.05.19 au niveau de la réanimatio

Numéro CULTURE RESULTAT RESISTANCE
d’enregistrement BACTERIENNE
BCP Mac
Conkey

790 Oul Oul Klebsiella pneumoniae BLSE +
Klebsiella pneumoniae, R aux C3G
Enterobacter cloacae R aux C3G

791 Oul NON Absence ’EMR /

792 (0]9] NON Absence ’EMR /

793 OulI Oul Klebsiella penumoiae EPC, TH+, EDTA+
Escherichia coli BLSE+
Citrobacterfreundii R aux C3G

794 Oul OuUl Acinetobacter baumanii Multi-résistante
Enterobacter cloacae R aux C3G

795 OuUl OuUl Escherichia coli BLSE+
Klebsiella pneumoniae EPC, TH+ et EDTA +
Proteus vulgaris R aux C3G

796 Oul Oul Klebsiella pneumoniae EPC, TH+, EDTA+

797 Oul Oul Klebsiella pneumoniae EPC, TH+, EDTA +
Proteus mirabilis

798 NON | OUI Klebsiella pneumonia EPC, TH+, EDTA+
Citrobacterfreundii
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Sur les deux milieux utilisés, on a trouvé les mémes types de colonies, a 1’occurrence des
prélevements N 791 et 792, ou on a eu seulement une poussé sur milieu BCP, et apres avoir
testé : AMC, CAZ et IMP, on a trouve que c’était une bactérie sensible ce qui explique
I’absence de culture sur le milieu MacConkey additionné d’ertapénéme, et de ceftazidime.

Et pour le prélevement N 790, y’avait pas de culture bactérienne sur la boite de MacConkey
additionné d’ertapénéme, ce qui est en accord parfait avec les bactéries isolées a partir de ce
prélévement.

(@) (b) (c)

(d)

Figure4?7 : Exemples de prélevements de gites de I’enquéte de dépistage cultivés sur milieux MacConkey + ceftazidime ou
ertapéneme. [Originales]

(@) la culture du prélévement N 795 sur MacConkey
(b) la culture du prélevement N 797 sur MacConkey
(c) la culture du prélévement N 794 sur MacConkey
(d) la culture du prélevement N 796 sur MacConkey et BCP
(e) la culture du prélévement N 793 sur MacConkey
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Sur la totalité des prelevements testés par les deux méthodes (classique et la nouvelle utilisant
I’ATB), on a obtenu des résultats similaires en termes d’efficacité mais avec des avantages
importants pour la nouvelle méthode de dépistage utilisant I’ATB.

— Concernant les avantages de la nouvelle méthode par rapport a la méthode classique ;
rapidité de dépistage : la nouvelle méthode peut économiser un temps allant jusqu'a
48h si la culture est polymorphe et nécessite un ré-isolement des colonies

— Utilisation moins de disques d’antibiotiques, permettant de réduire le cout de la
méthode (ceci est dit une étude financiére comparative entre les deux méthodes est
souhaitable afin de choisir la meilleure méthode en terme d’efficacité et cout)

— L’étude de stabilit¢ du milieu MacConkeyaditionné d’antibiotique a montré une
grande stabilité, le milieu peut étre préparé et conservé dans un refrigirateur a une
température de 4°C pendant au minimum 10 jours, ce présente un avantage
remarquable pour ce milieu.

Ceci dit la nouvelle méthode présente quelques inconvénients, notamment le manque de
spécificité, ce qui améne a dire que les milieux chromogenes et les méthodes moléculaires
restent les méthodes de choix pour le dépistage des bactéries multi ultra et toto-résistantes a
cause de leur specificite et sélectivité élevées.
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La diffusion des souches multi-résistantes, d’entérobactéries résistantes aux céphalosporines
de 3eme génération, et I’émergence de souches d’entérobactéries productrices de
carbapénémases, en milieu hospitalier, présentent un risque majeur et constitue une menace
de santé publique, réduisant de maniére trop importante I’arsenal thérapeutique pour faire face
aux infections dues a ces souches bactériennes provoquant une mortalité élevée dans les
services a haut risque d’acquisition d’EMR.

Pour faire face, a cette menace, un proverbe prend place :
Mieux vaut prévenir que guérir

Un dépistage précoce et efficace permet d’identifier des patients a risque ; associé a une mise
en place rigoureuse des précautions complémentaires d’hygiene permettent de mieux contenir
la diffusion des bactéries multi-résistantes essentiellement les entérobactéries multi, ultra et
toto-résistantes, et de mieux adapter I’antibiothérapie prophylactique pour les patients atteitns
d’hémopathie maligne, permettant ainsi de garder I’efficacité des antibiotiques.
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| Classification trice | Activité enzymatique
Fonctionnelle(Bush) B —lactamines hydrolysés
clavulaniqu
e

Pénicillines
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Idem 2b + aztreonam,
Carbapénémes et certaines C3G

B S

Annexe 1: classification des beta-lactamases d'aprés Ambler et Bush
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Annexe 2 : classification des beta-lactamines

Annexe 3 : Liste des antibiotiques a tester pour les entérobactéries ainsi que les valeurs
critiques du diametre d’inhibition :

ATB Testé Charge des disques ()
S

Ampicilline 10 <13 14-17 >18
Azetronam 30 < >21
Amoxicilline+ acide  20/10 < >18
clavulanique

Cefalotine 30 < >18
Cefazoline 30 < >23
Cefoxitine 30 < >18
Cefotaxime 30 < >26
Ceftazidime 30 < >16
Imipiéneme 10 < >23
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Ertapénéme 10 < >22
Amikacine 30 < >17
Gentamicine 10 < >15
Acide nalixidique 30 < >19
Ciprofloxacine 5 < >21
Colistine CMI < =
Chloramphénicol 30 < >32
Furnane 300 < >17
Trimethoprime+ 1,25/23,75 < 2
sulfaméthoxazole
fosfomycine 200ug < >16

Milieu de transport Cary-blair :

Est un Milieu de transport pour les bactéries Gram — et les germes anaérobies, sa composition
est la suivante :

COMPOSITION grammes/litre)

Hydrogénophosphate de sodium 1,1
Thioglycolate de sodium 15
Chlorure de sodium 50
Chlorure de calcium 0,09
Agar 5,6
pH 8,4 +0,2

Annexe 4: composition du milieu Cary Blair

Composition des milieux de culture :

» Gélose nutritive

COMPOSITION Gramme / litre

Extrait de viande 1litre
Peptone trypsique 15¢
NaCL 59
Agar 159

Annexe 5: composition de la gélose nutritive
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» MacConkey :

COMPOSITION Gramme / litre
Peptone 20,09
Lactose 100g
Sel Biliaire n°3 159
Rouge neutre 0,05¢
Chlorure de sodium 59
Cristal violet 0,001¢
Agar 159
Ph=7,1

Annexe 6: composition du milieu MacConkey

> Muller-Hinton :

' COMPOSITION Gramme / litre |
Infusion de viande de boeuf 300 ml
Peptone de caseine 17,59
Amidon de mais 159
Agar 179
Ph=74

Annexe 7: composition du milieu Muller-Hinton

Annexe N°g : Milieu BD Drigalski lactose agar avec ceftazidime.
Mode opératoire:

On roule I’écouvillon sur une petite partie de la gélose au niveau du bord de la boite, puis a
’aide d’une pipette pasteur on strie la gélose a partir de cette zone ensemencée, on incube 18
a24ha37°C

Interprétation :

Sur cette gelose seuls les bacilles gram negatif résistants a la ceftazidime (les entérobacteries
et certains non fermentaires) se développent, selon la coloration de la colonie qui traduit la
capacité de la bactérie a fermenter le lactose ou pas qu’on pourra distingue entre elles. Des
tests biochimiques sont nécessaires pour identifier les bactéries, des tests supplémentaires
doivent étre effectués pour confirmer que ces bactéries produisent des BLSE ou des
AmpC.[100][101][102]
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Conservation du milieu :

Les boites de pétri, dés leur réception sont conservées dans 1I’obscurité entre 2 et 8° C, dans
leur emballage d’origine, jusqu'a leur utilisation. Les boites peuvent étre ensemencées jusqu'a
la date de péremption indiquée.

Les boites provenant de piles de 10 peuvent étre utilisées pendant une semaine, dans la
mesure ou elles sont conservées dans un lieu propre entre 2 et 8° C. [103][104][105]

ANNEXE N°9 : Définition des précautions standards :

Les précautions standard (PS) constituent la base de la prévention de la transmission croisée
des micro-organismes. Elles ont montré leur efficacité et représentent les premieres mesures
barriéres a respecter. Il est nécessaire de les connaitre et de les appliquer, pour tout soin, en
tout lieu, pour tout patient quel que soit son statut infectieux, et par tout professionnel de
santeé.

Les précautions standard constituent un socle de pratiques de base s’intégrant dans toute
stratégie de prévention des infections associées aux soins et de maitrise de la diffusion des
bactéries résistantes aux antibiotiques. Elles contribuent a la sécurité des soins
(soignant/soigné) lors de la prise en charge d’un patient.

Les précautions standard sont a appliquer pour tout soin, en tout lieu, pour tout patient quel
gue soit son statut infectieux, et par tout professionnel de santé. Elles partent du principe que
tout individu est potentiellement porteur, colonisé ouinfecté par des micro-organismes
pouvant se transmettre lors du soin.Elles concernent les professionnels de sante, les aidants ou
toute personne intervenantdans les soins. [133]

Les précautions standards sont au nombre de sept 7 :

- Lavage et/ou désinfection des mains.

- Port de gants

- Port de sur blouse, lunettes, masques.

- Conduite a tenir lors d’un contact avec du sang ou un liquide biologique.
- Gestion des surfaces.

- Gestion du matériel souillé.

- Transport de prélevements biologiques, linge et matériels souillés.

Hygiéne des mains

La désinfection systématique des mains a cing moments clés : [134]

- avant tout contact avec le patient,

- avant un geste aseptique,

- apres un risque d’exposition a un liquide biologique,
- apres le contact avec le patient,

- apres le contact avec I’environnement du patient.
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Figure 20 : lavage des mains

L’antisepsie des mains par friction avec une solution (ou un gel) hydro alcoolique est la
méthode actuellement a privilégier en matiére d’hygiéne des mains pour le controle de
I’infection nosocomiale [135]

Figure 21: lavage par une solution hydro-alcoolique

Port de gants

Le port de gants ne remplace pas 1’hygiene des mains. Les gants doivent étre saisis avec des
mains propres pour éviter leur contamination.

Les gants sont changés entre deux patients ou deux activités (y compris pour le méme
patient). lls sont mis juste avant le contact, le soin ou le traitement. Ils sont retirés dés la fin
du soin pour étre jetés avant de toucher 1I’environnement. [136]

Le port de gants lors d’un contact avec un liquide biologique afin de protéger le soignant du
risque infectieux [134]

La recommandation est « une paire de gants pour un soin » et chaque retrait de gants est
accompagné d’un geste d’hygiene des mains
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Figure 22 : port des gants

La tenue professionnelle :

La tenue professionnelle est adaptée a 1’activité pratiquée. Elle est changée quotidiennement
et chaque fois qu’elle est souillée. [136]

Le port d’un tablier plastique a usage unique (ou d’une sur blouse imperméable) lors des soins
souillant, mouillants ou exposants aux projections de liquides biologiques [137]

Figure 23: tenue professionnelle

Matériel souillé :

Le matériel piquant / tranchant a usage unique est déposé immédiatement aprées usage dans un
container adapté, situé au plus prés du soin et dont le niveau de remplissage est Vérifié.

Ne pas re-capuchonner les aiguilles, ne pas les désadapter a la main. Le matériel réutilisable
souillé est manipulé avec précaution et il subit un procédé d’entretien (stérilisation ou
désinfection) approprié. Vérifier que le matériel a subi un procédé d’entretien (stérilisation ou
désinfection) approprié¢ avant d’étre réutilisé.

Surfaces souillées :
Les nettoyer et les désinfecter avec un désinfectant approprié.
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Transport de prélevements biologiques, de linge, de matériel souillé :

IIs doivent étre transportés dans un emballage étanche et fermé.

Si contact avec du sang ou liquide biologique :
- apres piqlre ou blessure : lavage et antisepsie au niveau de la plaie.

- apres projection sur les muqueuses (conjonctive, bouche...) : ringage abondant.
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