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PROFESSEURS :

Février, Septembre, Décembre 1973
1. Pr. CHKILI Taieb Neuropsychiatrie
Janvier et Décembre 1976

2. Pr. HASSAR Mohamed Pharmacologie Clinique
Mars, Avril et Septembre 1980

3. Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam Neurochirurgie
4. Pr. MESBAHI Redouane Cardiologie

Mai et Octobre 1981

5. Pr. BOUZOUBAA Abdelmajid Cardiologie

6. Pr. EL MANOUAR Mohamed Traumatologie-Orthopédie
7. Pr. HAMANI Ahmed* Cardiologie

8. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasculaire
9. Pr. SBIHI Ahmed Anesthésie —Réanimation

10. Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique



Mai et Novembre 1982

11.
12.
13.
14.
15.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ABROUQ Ali*

. BENOMAR M’hammed

. BENSOUDA Mohamed

. BENOSMAN Abdellatif

. LAHBABI ép. AMRANI Naima

Novembre 1983

16.
17.
18.
19.
20.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ALAOUI TAHIRI Kébir*

. BALAFREJ Amina

. BELLAKHDAR Fouad

. HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia
. SRAIRI Jamal-Eddine

Décembre 1984

21.
22.
23.
24.
25.
26.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. BOUCETTA Mohamed*

. EL GUEDDARI Brahim El Khalil
. MAAOUNI Abdelaziz

. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

. NAJI M’Barek *

. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

27.
28.
29.
30.
31.
32.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. BENJELLOUN Halima

. BENSAID Younes

. ELALAQUI Faris Moulay El Mostafa
. IHRAI Hssain *

. IRAQI Ghali

. KZADRI Mohamed

Janvier, Février et Décembre 1987

33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AJANA Ali

AMMAR Fanid

CHAHED OUAZZANI Houria ép.TAOBANE
EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
EL HAITEM Naima

EL MANSOURI Abdellah*

EL YAACOUBI Moradh

ESSAID EL FEYDI Abdellah
LACHKAR Hassan

OHAYON Victor*

YAHYAOUI Mohamed

Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie-Cardio-Vasculaire
Anatomie

Chirurgie Thoracique
Physiologie

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie
Neurochirurgie
Rhumatologie
Cardiologie

Neurochirurgie
Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-Faciale
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-laryngologie

Radiologie

Pathologie Chirurgicale
Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Cardiologie
Chimie-Toxicologie Expertise
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Médecine Interne
Neurologie



Décembre 1988

44.
45.
46.
47.
48.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
DAFIRI Rachida

FAIK Mohamed

HERMAS Mohamed

TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ADNAOUI Mohamed

AOUNI Mohamed

BENAMEUR Mohamed*
BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
CHAD Bouziane

CHKOFF Rachid

KHARBACH Aicha

MANSOURI Fatima

OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
SEDRATI Omar*

TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991

60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL HAMANY Zaitounia
ATMANI Mohamed*
AZZOUZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM
BELKOUCHI Abdelkader
BENABDELLAH Chahrazad
BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif
BENSOUDA Yahia

BERRAHO Amina

BEZZAD Rachid

CHABRAOUI Layachi

CHANA El Houssaine*
CHERRAH Yahia

CHOKAIRI Omar

FAJRI Ahmed*

JANATI Idrissi Mohamed*
KHATTAB Mohamed

NEJMI Maati

OUAALINE Mohammed*
SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH
TAOUFIK Jamal

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne
Médecine Interne
Radiologie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Urologie

Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie
Dermatologie
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie
Anesthésie-Réanimation

Médecine Préventive, Santé Publique et Hygiéne

Pharmacologie
Chimie thérapeutique



Décembre 1992

81. Pr. AHALLAT Mohamed

82. Pr. BENOUDA Amina

83. Pr. BENSOUDA Adil

84. Pr. BOUJIDA Mohamed Najib
85. Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza
86. Pr. CHRAIBI Chafiq

87. Pr. DAOUDI Rajae

88. Pr. DEHAYNI Mohamed*

89. Pr. ELHADDOURY Mohamed
90. Pr. EL OUAHABI Abdessamad
91. Pr. FELLAT Rokaya

92. Pr. GHAFIR Driss*

93. Pr.JIDDANE Mohamed

94. Pr. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
95. Pr. TAGHY Ahmed

96. Pr.ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

97. Pr. AGNAOU Lahcen

98. Pr. AL BAROUDI Saad

99. Pr. BENCHERIFA Fatiha

100. Pr. BENJAAFAR Noureddine

101. Pr. BENJELLOUN Samir

102. Pr. BEN RAIS Nozha

103. Pr. CAOUI Malika

104. Pr. CHRAIBI Abdelmijid

105. Pr. EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
106. Pr. EL AOUAD Rajae

107. Pr. EL BARDOUNI Ahmed

108. Pr. EL HASSANI My Rachid

109. Pr. EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
110. Pr. EL KIRAT Abdelmajid*

111. Pr. ERROUGANI Abdelkader

112. Pr. ESSAKALI Malika

113. Pr. ETTAYEBI Fouad

114. Pr. HADRI Larbi*

115. Pr. HASSAM Badredine

116. Pr. IFRINE Lahssan

117. Pr. JELTHI Ahmed

118. Pr. MAHFOUD Mustapha

119. Pr. MOUDENE Ahmed*

120. Pr. OULBACHA Said

121. Pr. RHRAB Brahim

122. Pr. SENOUCI Karimaép. BELKHADIR

Chirurgie Générale
Microbiologie
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Anesthésie Réanimation
Neurochirurgie
Cardiologie

Médecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Radiothérapie
Chirurgie Générale
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Médecine Interne
Chirurgie Cardio- Vasculaire
Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie



123.

Pr

. SLAOUI Anas

Mars 1994

124.
125.
126.
127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI llham

CHERKAOUI Lalla Ouafae
EL ABBADI Najia

HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

138.
139.
140.
141.
142.
143.
144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151.
152.
153.
154.
155.
156.
157.
158.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir
BEDDOUCHE Amograne*
BENAZZOUZ Mustapha
CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

IBRAHIMY Wafaa
MANSOURI Aziz
OUAZZANI CHAHDI Bahia
RZIN Abdelkader*
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

159.
160.
161.
162.
163.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AMIL Touriya*

. BELKACEM Rachid

. BELMAHI Amin

. BOULANOUAR Abdelkrim

. ELALAMI EL FARICHA EL Hassan

DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed

Chirurgie Cardio-vasculaire

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie

Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Urologie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Gynécologie Obstétrique
Médecine Préventive, Santé Publique et Hygiene
Cardiologie

Urologie

Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie

Chirurgie Pédiatrie

Chirurgie réparatrice et plastique
Ophtalmologie

Chirurgie Générale



164. Pr. EL MELLOUKI Ouafae*
165. Pr. GAOUZI Ahmed

166. Pr. MAHFOUDI M’barek*

167. Pr. MOHAMMADINE EL Hamid
168. Pr. MOHAMMADI Mohamed
169. Pr. MOULINE Soumaya

170. Pr. OUADGHIRI Mohamed
171. Pr. OUZEDDOUN Naima

172. Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

173. Pr. ALAMI Mohamed Hassan
174. Pr. BEN AMAR Abdesselem
175. Pr. BEN SLIMANE Lounis
176. Pr. BIROUK Nazha

177. Pr. BOULAICH Mohamed
178. Pr. CHAOUIR Souad*

179. Pr. DERRAZ Said

180. Pr. ERREIMI Naima

181. Pr. FELLAT Nadia

182. Pr. GUEDDARI Fatima Zohra
183. Pr. HAIMEUR Charki*

184. Pr. KANOUNI NAWAL

185. Pr. KOUTANI Abdellatif

186. Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
187. Pr. MAHRAOUI CHAFIQ

188. Pr. NAZI M’barek*

189. Pr. OUAHABI Hamid*

190. Pr. SAFI Lahcen*

191. Pr. TAOUFIQ Jallal

192. Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

193. Pr. AFIFI RAJAA

194. Pr. AIT BENASSER MOULAY Ali*
195. Pr. ALOUANE Mohammed*
196. Pr. BENOMAR ALI

197. Pr. BOUGTAB Abdesslam

198. Pr. ER RIHANI Hassan

199. Pr. EZZAITOUNI Fatima

200. Pr. KABBAJ Najat

201. Pr. LAZRAK Khalid ( M)

Novembre 1998

202. Pr. BENKIRANE Majid*
203. Pr. KHATOURI ALI*
204. Pr. LABRAIMI Ahmed*

Parasitologie

Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Générale
Médecine Interne

Pneumo-phtisiologie

Traumatologie-Orthopédie

Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie

Neurologie

O.RL.

Radiologie
Neurochirurgie

Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie

Anesthésie Réanimation
Physiologie

Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie

Anesthésie Réanimation
Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Laryngologie
Neurologie

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie

Radiologie

Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique



Janvier 2000

205.
206.
207.
208.
209.
210.
211.
212.
213.
214.
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENCHERIF My Zahid

BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHAOUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB El Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

EL OTMANYAzzedine

GHANNAM Rachid

HAMMANI Lahcen

ISMAILI Mohamed Hatim

ISMAILI Hassane*

KRAMI Hayat Ennoufouss
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

224.
225.
226.
227.
228.
229.
230.
231.
232.
233.
234.
235.
236.
237.
238.
239.
240.
241.
242.
243.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said
BENCHEKROUN Nabiha
CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOQUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*

LACHKAR Azzouz

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat

MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*

ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

244. Pr. ABABOU Adil
245. Pr. AOUAD Aicha

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Cardiologie
2Anesthésie-Réanimation
Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie
Rhumatologie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anesthésie-Réanimation
Urologie
Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie
Anatomie Pathologique
Pédiatrie
Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale
Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Cardiologie



246.
247.
248.
249.
250.
251.
252.
253.
254.
255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.
269.
270.
271.
272.
273.
274.
275.
276.
277.
278.
279.
280.
281.
282.
283.
284.
285.
286.
287.
288.
289.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BALKHI Hicham*
BELMEKKI Mohammed
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BENYOUSSEF Khalil
BERRADA Rachid

BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUHOUCH Rachida
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HAJOUI Ghziel Samira
EL HIURI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid

EL OUNANI Mohamed
EL QUESSAR Abdeljlil
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf

NABIL Samira

NOUINI Yassine
OUALIM Zoubhir*
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser
TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia
TAZI MOUKHA Karim

Décembre 2002

290. Pr. AL BOUZIDI Abderrahmane*
291. Pr. AMEUR Ahmed *

Anesthésie-Réanimation

Ophtalmologie

Neurologie

Néphrologie

Pneumo-phtisiologie

Gastro-Entérologie

Cardiologie

Pédiatrie

Dermatologie
Gynécologie Obstétrique

Rhumatologie

Anatomie

Cardiologie

Radiologie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale

Radiologie

Gynécologie Obstétrique

Anesthésie-Réanimation

Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique

Ophtalmologie

Chirurgie Générale

Radiologie

Pédiatrie

Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique

Chirurgie Générale

Anesthésie-Réanimation

Chirurgie Thoracique

Traumatologie Orthopédie

Chirurgie Vasculaire Périphérique

Médecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Gynécologie Obstétrique

Urologie

Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique

Pédiatrie

Urologie

Anatomie Pathologique
Urologie



292. Pr. AMRI Rachida

293. Pr. AOURARH Aziz*

294. Pr. BAMOU Youssef *

295. Pr. BELMEJDOUB Ghizlene*
296. Pr. BENBOUAZZA Karima

297. Pr. BENZEKRI Laila

298. Pr. BENZZOUBEIR Nadia*

299. Pr. BERNOUSSI Zakiya

300. Pr. BICHRA Mohamed Zakariya
301. Pr. CHOHO Abdelkrim *

302. Pr. CHKIRATE Bouchra

303. Pr. EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
304. Pr. EL AL Haj Ahmed

305. Pr. EL BARNOUSSI Leila

306. Pr. EL HAOURI Mohamed *
307. Pr. EL MANSARI Omar*

308. Pr. ES-SADEL Abdelhamid

309. Pr. FILALI ADIB Abdelhai

310. Pr. HADDOUR Leila

311. Pr. HAJJI Zakia

312. Pr.IKEN Ali

313. Pr.ISMAEL Farid

314. Pr. JAAFAR Abdeloihab*

315. Pr. KRIOULE Yamina

316. Pr. LAGHMARI Mina

317. Pr. MABROUK Hfid*

318. Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss*
319. Pr. MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
320. Pr. MOUSTAINE My Rachid
321. Pr. NAITLHO Abdelhamid*
322. Pr. OUJILAL Abdelilah

323. Pr. RACHID Khalid *

324. Pr. RAISS Mohamed

325. Pr. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
326. Pr. RHOU Hakima

327. Pr. SIAH Samir *

328. Pr. THIMOU Amal

329. Pr.ZENTAR Aziz*

330. Pr.ZRARA Ibtisam*

PROFESSEURS AGREGES :
Janvier 2004

331. Pr. ABDELLAH El Hassan

332. Pr. AMRANI Mariam

333. Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
334. Pr. BENKIRANE Ahmed*

335. Pr. BENRAMDANE Larbi*

336. Pr. BOUGHALEM Mohamed*

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Chirurgie Pédiatrique
Urologie
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie
Urologie
Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
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INTRODUCTION



Les carbapénémases sont des [-lactamases ayant une activité
hydrolytique vis-a-vis des carbapénémes associés ou non a linactivation
d’antibiotiques appartenant a la famille des B-lactames. L’émergence de ces
enzymes est décrite de facon croissante dans le monde entier et constitue un
réel probléme pour la santé publique, car ils sont fréquemment impliqués dans
les infections tant communautaires, qu’acquises dans les milieux de soins ainsi
le fait que les carbapénemes représentant trés souvent les derniéres
molécules actives de l'arsenal thérapeutique pour combattre les bactéries
multi résistantes. De plus, l'identification des genes de résistance de ces
bactéries sur des plasmides est également une source d’inquiétude puisque
cette caractéristique facilite la transmission de cette résistance a d’autres

especes bactériennes.

Les carbapénémases se développent rarement, mais les bactéries qui
les portent se propagent facilement. Les classes spécifiques de
carbapénémases se retrouvent habituellement le plus couramment dans la
zone géographique ou elles sont apparues, mais se propagent dans le monde
entier, généralement lorsque des patients recoivent des soins dans un autre
pays, mais depuis le signalement des premiers cas de colonisation ou
d'infection par des souches de carbapénémases en 2008 (VIM-1: Vérone
intégron codé métallo-B -lactamase) et en 2010 (NDM-1: New Delhi Métallo-
béta-Lactames), un nombre croissant bactéries productrices de
carbapénémases ont été répertoriées. La majorité des patients affectés

n'avaient pas séjourné dans des pays décrits comme étant a risque élevé pour



I'acquisition de carbapénémases, ce qui montre que ces germes ultras

résistants circulent maintenant de facon endémique dans les hopitaux [1] [2].

Seule I'étude de I'épidémiologie et du mode de transmission et de
détection précoce des souches productrices de carbapénémases permet la
mise en place rapide de mesures adéquates de prévention et de controle afin

de limiter leurs introductions et transmission dans les milieux de soins.

Ce travail vise a :

» présenter les différents carbapénémases, leur classification,
épidémiologie et les possibilités thérapeutiques encore efficaces
en ce moment,

» démontrer I'évolution de la résistance des carbapénémases
dues a leurs mécanismes de résistances diverses et complexes et
la nature de leur patrimoine génétique,

» Décrire les différentes techniques de dépistage les plus récentes
utiliser dans les laboratoires cliniques ou de références et
démontrer leur role dans la prévention des éclosions des
carbapénémases dans les milieux de soins.

» Exposer une synthése des recommandations et mesures de
prévention et contrdle a appliquer pour prévenir I'introduction et
la propagation des souches productrices de carbapénémases

dans les milieux de soins.



CHAPITRE I: RAPPEL SUR LES
CARBAPENEMES



Généralités/Historique: ' 1

Les Carbapénémes (Figure 1). Sont des béta-lactamines obtenus a partir
de Streptomyces cattleya possédant un tres large spectre antibactérien associé
a une grande stabilité envers la quasi-totalité des béta-lactamases. Elles sont
historiquement considérées comme les médicaments de choix pour le
traitement des infections graves causées par des bactéries produisant des
spectres étendus de béta-lactamases (BLSE) ou utilisées en dernier recours,
lorsque d'autres antibiotiques n'ont pas fonctionné. Toutes les carbapénemes
sont administrées par injection, a l'exception du tébipénem qui existe sous

forme de comprimés.

Figure 1. Squelette de base des carbapénemes



Quatre molécules sont commercialisées : I'imipeneme, le méropéneme,
I’ertapénéme et le doripénéme (Figure 2).

1985 s I Ar) T S
Imipénéme / * ~y S
1995 ) T
Méropénéme l LK~ A, \
; ) ::,‘x__..\ |_1. | f,..
2002 Toud
Ertapénéme I A o A
= ‘k l.'JH.". -II" ru'll 7
2008 'I 0 o e
DDripénéme & i\ g — _.:..__” — ﬂf N~ 3 FIH,
[6]

Figure 2. Structure des carbapénémes

C'est en 1976 que fut découverte la thiénamycine, produite par
Streptomyces cattleya. La molécule était instable, ce qui conduisit au

développement, dans les années 1980, d'un dérivé N-forminidoyl semi-



synthétique, I'imipénéme. En raison d’une dégradation rapide in vivo par la
déhydropeptidase rénale humaine (DHP-1), l'imipénéme doit étre co-

administré avec un inhibiteur de cette enzyme, la cilastatine.

L'imipénéme posséde un quasi-monopole au sein de cette famille en
France, alors que le méropéneéme, apparu environ dix ans plus tard, est
largement utilisé dans d’autres pays d’Europe et en Amérique du Nord. Le
début des années 2000 a vu l'‘apparition de nouvelles carbapénémes

I’ertapénéme et le doripénéme.

Il.  Classification des carbapénémes : ' 1°

Certains auteurs ont proposé une classification des différentes

carbapénémes :

Le Groupe 1 comprend des molécules a large spectre avec une efficacité
limitée sur les bacilles a Gram négatif non fermentant (ertapéneme

essentiellement).

Le Groupe 2 comprend les molécules ayant une bonne efficacité sur les
bacilles a Gram négatif non fermentant (imipenéme, méropénéme,

doripénéme).



Un troisieme groupe comprend notamment le composé PZ-601, une
carbapénéme en cours de développement avec une activité anti-Gram positif,

notamment le staphylocoque résistant a la méthicilline.

1. Mécanisme d’action: ! ®

Les carbapénemes agissent en liant les peptidases bactériennes,
les penicillin binding proteins (PBP) et plus spécifiguement la PBP-2 et la PBP-3,
des bacilles Gram négatifs. Ces PBP sont des peptidoglycanes responsables du
maintien de la paroi cellulaire. En court-circuitant ce mécanisme, on entraine

un défaut de la paroi cellulaire ; s'ensuit une lyse bactérienne.

IV. Spectre d’action : P°]

Les carbapénémes sont actives sur les bactéries a Gram positif, sauf les
staphylocoques résistants a la méticilline et Enterococcus faecium résistant a

I"ampicilline.

Les entérobactéries sont trés sensibles aux carbapénémes, y compris les
souches productrices de BLSE et les souches productrices de céphalosporinase
a haut niveau. L'imipéneme, le doripénéme et le méropéneme ont une activité

comparable sur Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii.



Stenotrophomonas maltophilia et certains isolats de Clostridium difficile
sont résistants aux carbapénemes. Initialement, seuls les bacilles a Gram
négatif producteur de métallo- béta -lactamases, de carbapénémases de la
classe A d’Ambler ou présentant une imperméabilité a I'imipénéme pouvaient
étre résistants aux carbapénemes. Actuellement, I'émergence de béta -
lactamases de classe D possédant un spectre étendu aux carbapénemes remet
en question l'efficacité de ces molécules en clinique. Les carbapénemases de

classe D ont surtout été décrites chez Acinetobacter baumannii.

V. Utilisation des carbapénémes : ®'°

En général, la prescription des carbapénémes doit étre envisagée au
dernier recours pour le traitement des infections bactériennes, le tableau
(tableau 1) ci-dessous énumere les différents cas ou [I'antibiothérapie

nécessite I'utilisation des carbapénémes



Tableau 1 : Différents cas ou I'antibiothérapie nécessite I'utilisation des carbapenemes
selon sanford guide to antimicrobial therapy.

Syndromes cliniques Selon le germe

(infection séveres)

- Infection nosocomiale séveres | - Acinetobacterspp.

(pneumonie, sinusite sur une - Pseudomonas aeruginosa.
intubation nasotrachéale). - Alcaligenes spp
- Sepsis d’origine inconnu. Enterobacteries :

- Enterobacter spp
- Infection intra abdominales - Serratia spp
séveres. - Citrobacter spp
- Proteus spp
- Méningites bactériennes. - Escherichia coli ou klebsiella spp

avec ESBL ou AmpC.
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Chapitre Il: Carbapénemases
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l. Définition:

L'usage des antibiotiques de la famille des carbapénémes s’est répandu
au cours des dernieres années, notamment pour le traitement d’infections
causées par des bactéries résistantes aux céphalosporines de 3e génération.
Tout comme d’autres bactéries, une résistance aux antibiotiques utilisés a été
développée. Dans le cas présent, elles ont développé une résistance aux
carbapénémes conférée par la production d’'une carbapénémase. Certains

chercheurs ont préféré la nomenclature enzymes hydrolysant les
carbapénemes " a |I'expression '"carbapénémases", suggérant que les
carbapénémes sont qu'un segment de leur spectre substrat. Cependant, le
terme carbapénémase s'est retranché dans la littérature B-lactamase et est

utilisé tout au long de cette étude.

Actuellement, ces enzymes a capacités hydrolytiques polyvalentes
constituent un groupe hétérogene d’enzymes, définies sur la base d’un spectre
enzymatique (hydrolyse d’au moins un carbapénéme disponible) et non sur
une base structurale. Dans presque tous les cas, elles hydrolysent non
seulement les agents antimicrobiens de la classe des carbapénéemes, mais aussi
les pénicillines (p. ex. pipéracilline/tazobactam) et les céphalosporines de
premiere, de deuxieme et de troisieme génération. Les plus fréguentes sont :
KPC (classe A d’Ambler), VIM, IMP, NDM (classe B), OXA-48 et OXA-23 (classe

D). Ces enzymes sont retrouvées dans une grande variété d’espéces

12



bactériennes (Entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter

baumannii).

II. Origine des carbapénémases:*!

La conception des antibiotiques Carbapénémes a été inspirée par la
thiénamycine produit naturel, produit par le sol organisme Streptomyces
cattleya. En fait, les carbapénémes et les acides olivanic ont été parmi les plus
puissants B-lactamines d'origine naturelle identifiées a partir de diverses
sources naturelles dans les premiers programmes de dépistage de produits. En
raison de la prévalence de ces molécules dans le sol, il est logique de s'attendre
a ce que les enzymes capables de dégrader ces B-lactames serait produit par
des organismes environnementaux tels que Bacillus cereus et Bacillus
anthracis, les bactéries caractérisés métallo-B-lactamases qui donnerait un
avantage sélectif pour la croissance de ces especes environnementales. Ces
carbapénémases chromosomiques peuvent avoir évolué d'abord chez les
bactéries comme un mécanisme de protection a leur paroi cellulaire contre des
menaces extérieures et peuvent également jouer un role dans la régulation de

la synthese de la paroi cellulaire.
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1. Classification:

Dans les premiers travaux de B-lactamases, avant que les génes aient été
clonés et séquencés régulierement, la méthode de classification de I'enzyme
béta-lactamase impliquée I'analyse biochimique de I'enzyme, la détermination
du point isoélectrique, la détermination de I'hydrolyse du substrat, la cinétique
enzymatique et les profils d'inhibition. Actuellement la Classification des B-
lactamases peut étre définie en fonction de deux propriétés : fonctionnelles et
moléculaires. Il existe plusieurs classes de carbapénemases. Chaque classe est
désignée par un acronyme de trois lettres, p. ex. KPC = Klebsiella pneumoniae

carbapénémase; NDM = New Delhi métallo-B-lactamases.

1. Classification fonctionnelle: 71 1111]

Ce processus de classification fonctionnelle a évolué pendant de
nombreuses années depuis la classification de Karen Bush en 1988 dans un
régime largement accepté et divise actuellement les B-lactamases les plus
connus en quatre grands groupes fonctionnels (groupes 1 a 4), avec plusieurs
sous-groupes du groupe 2 qui sont différenciés selon le groupe spécifique

substrat ou un inhibiteur de profils. Dans ce systeme de classification

14



fonctionnelle, les carbapénémases se trouvent principalement dans les groupes

fonctionnels 2f, 3 et 2d (tableau 2).

Tableau 2. Classification fonctionnelle des carbapenemases. (8l

GROUPES FONCTIONNELS TYPE D’ENZYME

NMC

IMI

2f SME

KPC

GES

IMP

VIM

GIM

SPM

NDM

2d OXA
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Actuellement, il y a 239 Enzymes d’OXA : oxacillinases, dont au moins 9
sont des BLSE et au moins 37 sont des carbapénémases. Ces derniers sont
classés comme des sous-groupes 2df dans la classification fonctionnelle
(Tableau 3).

Tableau 3: Sous-groupes des carbapenemases D de la famille des

oxacillinase B —lactamases. ®

Groupe Sous-famille Membre (s) d’OXA Supplémentaires
d’enzyme
1 OXA-23 OXA-27, OXA-49
2 OXA-24 OXA-25, OXA-26, OXA-40, OXA-72
3 OXA-51 OXA-64 to OXA-71, 75-78, 83, 84, 86-89, 992, 94,
4 OXA-58 = -
5 OXA-55 OXA-SHE
6 OXA-48 OXA-54, OXA-SAR2
7 OXA-50 OXA-50a- OXA-50d
8 OXA-60 OXA-60a - OXA-60d
9 OXA-62 -

16




ifi i 4 : 8] [11] [46
2. Classification moléculaire: B11111146]
Ambler et d'autres ont classé les béta-lactamases en fonction des

séquences d'acides aminés en quatre groupes (A a D).

La classe A (pénicillinases de type sérine protéases, inhibées par I'acide

clavulanique et le tazobactam) ;

La classe B (métallo-enzymes, dont le site actif contient un ion zinc,

résistantes a I’acide clavulanique, mais inhibées par I'EDTA);

La classe C (céphalosporinases insensibles a I'acide clavulanique, mais

inhibées par la cloxacilline)

Et la classe D (oxacillinases hydrolysant la cloxacilline et peu inhibées par

I’acide clavulanique).

Dans ce systéme de classification moléculaire, les carbapénémases sont
reparties dans les classes A, B et D (Figure 3). Bien que cette classification soit
bien corrélée avec le schéma fonctionnel, il manque dans les détails

concernant l'activité enzymatique du béta-lactamase.
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SME, NMC, IMI,
KPC, GES

'S
Class A

Carbapenemases

Class D

Class B

v

VIM, SIM, IMP,
GIM, SPM

Figure 3. Classification d’ambler des carbapénémases.

[11]
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IV. Support moléculaire des genes

carbapénemases :

Les vecteurs de la diffusion des carbapénémases peuvent étre soit les
souches, soit les genes eux-mémes. En effet, la plupart des genes codant pour
ces enzymes ont été isolés sur des chromosomes ou sur des structures
génétiques mobiles (transposons, plasmides) et/ou de type intégrons, leur
conférant un important pouvoir de dissémination.

1. Enzymes moléculaires de la Classe A: "' 1*°!

Au début les génes de carbapénemases classe A étaient considérés
chromosomique (SME, IMI, NMC), mais récemment des carbapénémases a

génes plasmidiques (KPC, GES) sont a la hausse.

1.1 Enzymes codées chromosomiques:

i. SME (Serratia marcescens enzyme)
ii. IMI (pour lI'imipéneéme hydrolyse B-lactamase).

ii. NMC (pour carbapénémase non-métalloenzyme).
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1.2 Enzymes codés Plasmidique:

1.2.1  KPC (pour Klebsiella pneumonia carbapénémase):

[9] [19] [87]

Les genes blaKPC ont été retrouvés sur une grande variété de
plasmides, mais toujours associés a un transposon de type Tn3, Tn4401, dont
trois isoformes ont été caractérisées. Ce transposon, décrit dans de
nombreuses souches d’origines géographiques trés diverses, est
probablement associé a la dissémination de cette enzyme a travers le monde.
Les plasmides portent également le plus souvent d’autres génes de
résistance, notamment aux aminosides, aux fluoroquinolones (géenes qnr)
et/ou a d’autres b-lactamines (CTX-M15, DHA-1, par exemple), entrainant une
multi résistance de ces souches et offrant la possibilité de cotransfert de

génes de résistance a d’autres antibiotiques.

La structure génétique encadrant blagpec, a récemment été détaillée et a
permis de caractériser un nouveau transposon de type Tn3, Tn4401, long de
10 kb . Ce transposon posséde également deux séquences d’insertion (IS)
nommeées ISKpn6 et ISKpn7, respectivement, situées immédiatement en aval et

en amont deblagpc.,. Tn4401a été décrit dans des souches d’origine
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géographique diverse . Cependant, trois isoformes ont pu étre caractérisées ;
elles different par une délétion de 100 ou 200 pb en amont du géne blaypc., .
Deux structures ont récemment été partiellement décrites et possédent
d’autres IS en amont du geéne blagpc.,; cependant, dans les deux cas, la
séquence en aval du gene blagccorrespond bien au transposon

Tn4401, suggérant que ces nouvelles IS se sont insérées dans Tn4401.

Une étude a identifié une région génétique complexe encadrant le
géne blagpcs. Le transposon Tn4401 s’est dans ce cas inséré dans un autre
transposon Tn1331 au niveau duquel un gene gnrB19, mobilisé par la séquence
d’insertion ISEcpl, s’est également intégré, I'ensemble étant porté par le
plasmide pLRM24. Tn1331 possede également plusieurs genes de résistance
aux aminosides ainsi que d’autres génes de R-lactamase. Cette structure
génétique offre la possibilité d’un Co transfert de résistance aux B-lactamines,

aux aminosides et aux fluoroquinolones entre souches.
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JCEX lysis protein

7

ColE precursor 4 / CIM Immunity protein
_Cloacin (Ribonuclease )

K. pneumoniae
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Figure 4: Annotation partielle de la pleine longueur de 24,3 kb du

plasmide portant bla KPC-2 associé a Tn 4401 de K. pneumoniae . '°*]
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1.2.2 GES (pour la Guyane a spectre étendu):

Les genes codant pour des enzymes de la famille GES sont situés dans les
intégrons sur des plasmides. Dans un Escherichia coli isoler, le géne GES (bla
GES-7) est situé au niveau chromosome, et il est le seul gene des blaGES qui n'a
pas été identifié sur un intégron. En raison de leur capacité d’hydrolyse
prolongée sur les céphalosporines a large spectre, ils ont d'abord été

considérés comme des Beta-Lactamases a Spectre étendu.

2. Enzymes moléculaires de la Classe B : [o]
Les genes des métallo-B-lactamases de type VIM (Vérone intégron codé
métallo-B —lactamase) ou IMP (Imipénéme hydrolyse B-lactamase )peuvent présenter
des localisations plasmidiques ou chromosomiques. lls sont habituellement
décrits sous forme de genes cassettes au sein d’intégrons de classe 1, ou plus
rarement de classe 3. L’association de ces intégrons a des structures mobiles de
type plasmide ou transposon permet la mobilité de ces genes de résistance. La
présence d’autres genes cassettes associés au sein de l'intégron, comme des
génes de résistances aux aminosides ou a d’autres B-lactamines (OXA-30)

conferent a ces souches un important degré de multi résistance.

Le gene blaNDM-1 a été retrouvé sur une grande variété de plasmides,
mais également inséré sur le chromosome bactérien dans quelques cas . Le

plus souvent, ce géne se trouve sur un plasmide transférable et enclin aux
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réarrangements, faisant craindre un fort potentiel de transmission et

d’adaptation.

\ 10K

pNDM-BJO1

47274 bp
35K

15K

VirB4 viBs

25K

FIGURE 5 : Carte circulaire du plasmide PNDM-BJO1 chez Acinetobacter. Le bla NDM-
1gene et ['élément d'insertion ISAbal25 sont colorés de rouge et de pourpre,

. 93
respectivement. 931
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) . 10
3. Enzymes moléculaires de la classe D: 10

Parmi les génes de carbapénémases de type OXA (oxacillinases), seuls
les génes blaOXA-23, blaOXA-40 et blaOXA-58 chez Acinetobacter
Baumannii et blaOXA-48 chez les entérobactéries sont de support
plasmidique et présentent un important potentiel de dissémination. Le
gene codant pour OXA-48 est situé sur un transposon et encadré par
deux séquences d’insertion identiques jouant un role dans la mobilité
et I'expression du gene. Le gene OXA-23, chez A. baumannii, a été
décrit sur plusieurs types de transposons (Tn 2006, Tn2007 et Tn2008)
localisés au sein du chromosome ou sur différents plasmides,
démontrant la grande diversité des voies de dissémination de

I’enzyme.

Tn1999.2

v

A1S1999 ISTR  A1S1999

1S71999

AXnpA blagy,_ag

CGTTCAGCA AAGAATGTT AAGAATGTT

Figure 6. Représentation schématique de l|'environnement génétique du bla oxa-

48 g€ne. Transposon Tn 1999.2. [52]
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V. Profil de résistance et d’inhibition des

souches productrice de carbapénemase :

[91[28]

Le tableau ci-dessous résume les différents profiles de résistance et

d’inhibition des souches productrice de carbapénémase Tableau |

Tableau 4: Phénotypes de résistance aux B-lactamines et profile d’inhibition chez les

[8]
entérobactéries productrices de carbapénémases.

Molecular | Functional [Enzyme Hydrolysis profile Inhibition profile
class group Type Penicillin Early Extended Aztreonam | Carbapenems | EDTA Clavulanic
cephalosporin spectrum acid
cephalospori
n
A 2f NMC + + + + + - +
IMI + + + + + - +
SME + + t + + - +
KPC + + + + + - +
GES + + + - t - +
B 3 IMP + + + - + + -
ViM + + + - + + -
GIM + + + - + + -
SPM + + + - + + -
NDM + + + t + + -
D 2d OXA + + * - * - *

+ Résistance ; - Inhibition
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Les Carbapénemases les plus fréquentes sont surtout la KPC, VIM, IMP, NDM et OXA-
48 types, et leurs propriétés détaillées ont été largement rapportés. L’enzyme KPC hydrolyse
tous les B-lactamines bien qu'elles hydrolysent céphamycines a un niveau faible, les
aminoglycosides, quinolones, sulfamides (cotrimoxazole)et leur activité n’est inhibée que

partiellement in vitro par I'acide clavulanique, le tazobactam et I'acide borique.

N.B : les souches de type KPC importées de Grece (ST 258) restent souvent sensibles

a la gentamicine.

Les métallo-B lactamases (MBL: IMP, VIM et NDM) hydrolysent toutes les B
lactamines sauf |'aztréonam et leur activité n'est pas affectée par aucun des inhibiteurs qui
sont en usage clinique, mais ils peuvent étre inhibées in vitro par des composés tels que

chélateurs de zinc (EDTA par exemple).

NB : une résistance a I'aztréonam est cependant observée en cas d’association d’un
autre type de B -Lactamase (p.ex.: une BLSE, une céphalosporinase AmpC). Des mécanismes

de résistance associés multiples sont souvent présents.

Les enzymes OXA-48 hydrolysent I'aminopénicillines, I'uréidopénicillines et les
carbapénémes a des niveaux faibles et présentent typiquement une résistance de haut
niveau a la témocilline (pas de zone d’inhibition par diffusion en disque, CMI > 256 mg/L),
mais n’hydrolyse pas sensiblement les céphalosporines a large spectre. Leur activité n'est

pas affectée par les inhibiteurs utilisés en clinique, mais ils sont inhibés par NaCl in vitro .
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VI. Transmissions des genes
Carbapénéemases :

1. Transmission interbactérienne; w1l iso 871 issise]

De nouvelles carbapéneémases découvertes dans des isolats cliniques
sont maintenant retrouvées dans les bactéries de I'environnement. Le
carbapénémase VIM-2 par exemple a été trouvé dans une
souche Pseudomonas pseudoalcaligenes a partir d'un systéeme d'eaux usées
d’un hopital; I'examen plus approfondi a trouvé deux souches de
Pseudomonas aeruginosa porteuses de ce gene.Dans une autre étude
intéressante, un bactériophage porteur de génes [B-lactamase de type OXA a
été isolé dans les eaux usées, ce qui suggere un autre vecteur pour le transfert
de ces genes entre organismes. Méme s'il n'est pas difficile d'imaginer que les
carbapénémases peuvent trouver leur chemin dans le systeme d'égouts, la
découverte de I'IlMI-2 carbapénémases sur des plasmides dans de rares isolats
d’Enterobacter asburiae provenant de rivieres d’Etats-Unis est plus difficile a
expliquer, bien que I'emplacement de |'échantillonnage par rapport aux centres
de population n'a pas été rapporté. |l est probable que la circulation des
produits de genes carbapénemase se fait dans deux directions: les sources
environnementales peuvent fournir du matériel génétiqgue comme source de

ces enzymes et des souches cliniques peuvent disperser cette information a la
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fois dans le milieu hospitalier et dans le milieu environnant. La Transmission
des genes carbapénémases peuvent se produire aisément lorsque le gene est
situé a l'intérieur des éléments mobiles, tels que des plasmides et des

intégrons, entre différentes souches et espéeces de bactéries.

2. Transmission nosocomiale : @il s (s (e

2.1 Acces aux soins dans les hopitaux :

Bien que les données soient restreintes, il semble que les facteurs de
risque de l'infection et de la colonisation par les bactéries productrices de
carbapénemases soient similaires a ceux d’autres bactéries Gram négatif
résistantes, telles que les bactéries Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli
producteurs de Beta-Lactamases a Spectre étendu. Actuellement, le
principal facteur de risque serait I'accés aux soins dans les établissements de
soins de santé touchés par des bactéries productrices de carbapénémases,
comme les hopitaux situés le long de la cote Est des Etats-Unis, en particulier
New York (KPC), mais également la Gréce (KPC), Israél (KPC et le sous-continent

indien (NDM-1). Les personnes provenant du sous-continent indien, qu’elles
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aient été traitées ou non dans des établissements de soins de santé, sont

également a risque.
2.2 Contact avec un cas confirmé d’ERC:

La transmission des carbapénéemases surtout des KPC est essentiellement
manuporté et concerne actuellement surtout des services a haut risque (Soins

intensifs, transplantation d’organe).

Les bactéries productrices de carbapénémases se transmettent par
contact direct ou indirect. Le site de colonisation se trouve dans le tractus
gastro-intestinal inférieur. Bien que l’environnement ait rarement eu une
incidence sur les éclosions, les éviers et autres surfaces de I’environnement ont
plus récemment été mis en cause dans la transmission des bactéries Klebsiella

et Pseudomonas spp.
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VII. Mécanismes de résistances :

1. Résistance aux carbapénémes : '* [¢2!

La résistance aux carbapénémes n’est pas systématiquement induite par
la production de carbapénémases. Certaines bactéries Gram négatif peuvent
étre résistantes aux carbapénémes par d’autres moyens. Cependant, si une
résistance aux carbapénemes est détectée, ces bactéries doivent étre
analysées afin de déterminer si elles produisent des carbapénémases. En voici
guelgues Mécanismes de résistance aux carbapénémes :

Chez les Entérobactéries :
- Production de Céphalosporinase + perte ou
modification des porines.

- Production de Carbapénémase

Chez Pseudomonas spp.

- Perte ou modification des porines.

- Activation de la pompe a efflux.
- Production de Carbapénéemase.

Chez Acinetobacter spp.

- Production de Céphalosporinase + perte ou
modification des porines.

- Production de Carbapénémase.
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Comme indique dans les exemples ci-dessus ,la résistance peut étre due
a des mécanismes chromosomiques (altération de la porine OprD chez
Pseudomonas aeruginosa ), a I'association de mécanismes de résistances ([3-
lactamase a spectre étendu [BLSE] et /ou céphalosporinase associée a une
perte de la perméabilité membranaire en raison de la perte ou l'altération des
porines chez les entérobactéries) ou a la production d’enzymes périplasmiques
hydrolysant les carbapénemes ; autrement dit ; carbapénemases FIG. 7. ; ce
qui empéche le médicament d'atteindre l'objectif « PBP (penicillin-binding-
proteins) ». Ce dernier mécanisme est le mécanisme de résistance
prédominant vis-a-vis des b-lactamines chez les BGN et reste le plus
inquiétant par le fait que les genes codant pour ces enzymes sont
habituellement situés sur des éléments génétiques mobiles (plasmides,
transposons, intégrons) permettant une dissémination rapide. Les
combinaisons de ces mécanismes peut causer des niveaux élevés de résistance
aux carbapénémes chez certaines especes bactériennes, telles que Klebsiella

pneumoniae , P. aeruginosa , et A. baumannii
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Extvacellular Space

Quter Membrane

Periplasm

Inner Membrane

Intracellular Space

: v
MexA-B, OprM

FIG. 7. Structures cristallines de la carbapénémase, KPC-2 (Protein Data Bank
[APB] identifiant 20V5), présente dans le périplasme, P. aeruginosa porine,
OPRD (liaison au substrat boucles surlignées en jaune) (identifiant APB 20D))
présente dans la membrane externe, P. aeruginosa, les composants de la
pompe d'efflux MEXA, mexB, et OprM (APB identificateurs 1VF7, 2V50, et
3D5K), couvrant la membrane interne et externe et les membranes
périplasmiques, et P. aeruginosa PBP3 (APB identificateur 3PBN), ancrée a la
membrane intérieure. 1**!
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2. Meécanisme de résistance :
Structure/fonction et considérations parmi les

carbapénémases : !

Comme décrit dans le chapitre classification, les Carbapénemases
appartiennent a deux grandes familles moléculaires, qui se distinguent par le
mécanisme de I'hydrolyse dans le site actif :

v’ les serine-carbapénémases qui contiennent une serine au niveau de leurs
sites actifs qui sert comme nucléophile pour hydrolyser la liaison B-
lactame : carbapénémases classes A et D.

v les métallo-carbapénémases qui contiennent au moins un atome de zinc
au niveau du site actif qui sert a faciliter I'hydrolyse de la bague bi
cyclique d'un B-lactame : carbapénémases classes B.
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2.1 Mécanisme de résistance des

Carbapénémases de la classe A B-lactamases :

[12] [13] [18]

Plusieurs carbapénemases de la classe A B-lactamases (KPC-2, SME-1, et
NmcA) ont été cristallisés . Ces enzymes possédent un ensemble distinctif de
résidus du site actif qui sont soupgonnés d'étre impliqués dans I'hydrolyse des

carbapénémes. Nous examinerons ici les caractéristiques importantes.

2.1.1 KPC (Klebsiella pneumoniae

carbapénémase):

Les propriétés caractéristiques de ces enzymes incluent la présence
d'une sérine dans leur site actif en position 70 et la présence d'un pont
disulfure entre la Cys69 et la Cys238 ; cette liaison modifie la forme globale du
site actif en modifiant la distance entre les résidus du site actif. Ces
changements structurels diminuent I'encombrement stérique provoquée par la
chaine latérale C-6 hydroxyéthyl des carbapénémes, qui est un facteur
déterminant dans l'inhibition de la classe A B-lactamases non carbapénemases,
et permet aux carbapénémases |'hydrolyse de l'imipénéme avec une valeur

(taux de roulement) k ., de 10 a 1.000 s ™

. Des études de mutagenese de la
PME et de la KPC-1-2 B-lactamases ont révélé plusieurs sites qui peuvent étre
nécessaires pour la résistance aux carbapénémes. Toutefois, la conclusion d'un

seul résidu responsable de la résistance aux carbapénémes reste insaisissable.
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2.1.2 GES-2 (Guyane a spectre étendu) :

Le carbapénemase GES-2 de la classe A est unique, car elle résulte
d’une substitution d'un seul acide aminé (Glyl70Asn) en GES-1, ce qui lui
confere un spectre étendu B-lactamase-(BLSE), dans un carbapénémase. GES-2

a une tres faible k .,; pour I'imipénéme de

~0,01s™ . La substitution Gly170Asn se trouve dans la boucle Q du GES
-2. l’Etude de modélisation moléculaire avec I'imipénéme et la silico- généré du
GES-2 indiqguent que la forme du site actif accueille le fragment
d'hydroxyéthyle. En outre, Asnl170 interagit avec la molécule hydrolytique
prédite. Une autre mutation a Glyl70 a Ser (imitant GES-5) conduit a une
activité carbapenemase accrue par rapport a celle de GES-2; GES-5 présente

' Les premiéres études de modélisation

un k ;¢ pour l'imipénéme de 0,5 s°
moléculaire suggérant que l'imipénéme est lié d'une maniere similaire dans
GES et GES-5-1, n’expliqguent pas l|'augmentation de k ;. L'examen des
constantes de vitesse microscopiques pour l'imipénéme avecGES-1, -2 et -5,
révele que le facteur limitant pour les GES-1 et GES-2 est I'acylation. Le taux
d'acylation pour l'imipéneme est renforcé par 5.000 fois chez GES-5, mais il
n'est plus limitant. La Désacylation est également renforcée dans GES-5, est
devient le facteur limitant dans I'hydrolyse de I’ imipénéme. D'autres études de
modélisation moléculaire avec GES B-lactamases ont révélé |'importance du

mouvement de TRP105 a l'intérieur du site actif, ce qui peut modifier les taux

d'acylation.
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2.2 Mécanisme de résistance des

Carbapénémases de la classe B 8-lactamases : "% 1%

Le Mécanisme d'hydrolyse des carbapénémes est complexe et varie d'un
MBL a l'autre. Ces MBL exigent un ou deux cations Zn>* pour leur activité et
sont subdivisés en trois groupes, B1, B2 et B3, basée sur des alignements de

séquences et I'analyse structurelle.

Les trois groupes hydrolysent les carbapénémes ( k .,: pour l'imipénéme
est de 2 4 1000 s '), mais les B-lactamases dans le groupe B2 sont strictement
carbapénémases. Les enzymes B1 et B3 présentent généralement une activité
maximale quand ils sont liés par deux ions Zn?". A l'inverse, les enzymes B2
fonctionnent avec un seul ion Zn ¥, et la liaison d'un autre ion Zn 2 * diminue
leur activité.

La CphA B-lactamase est une carbapénémase stricte de la sous-classe B2
qui a été cristallisée avec un ion Zn?*, deux ions Zn2 ", et un intermédiaire
biapéneme piégé dans le site actif . Auparavant, le deuxieme inhibiteur du site
de liaison Zn** a été postulé pour étre a distance du site actif. Cependant, la
structure cristalline de CphA dizinc révéle que cette liaison Zn ** se trouve dans
le deuxieme site de liaison

Zn’*, ce qui est similaire au cas de la sous-classe B1 et B3 métallo-p-

lactamases.
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La mécanique quantique et la mécanique moléculaire ont été utilisées
pour disséquer le mécanisme d’hydrolyse des carbapénémes par CphA. Un
mécanisme prévu pour se produire dans une seule étape est présenté
en (Fig..8) A . Dans ce mécanisme, I'His118 est la base générale qui coordonne
avec une molécule d'eau Asp120; cette eau sert comme nucléophile pour
rupture de la liaison B-lactame. Asp120, Cys221, et His263 coordonnent Zn?
" avec une molécule d'eau, qui forme une liaison hydrogéne avec la carboxylate
de carbapénémes. Cette seconde molécule d'eau donne un proton a l'azote du
B-lactame pour terminer I'épreuve d’hydrolyse. Zn** ancre la désacylation de

la molécule d’eau critique et stabilise le complexe.

En revanche, avec la sous-classe B1 et B3 di-Zn *> " métallo-B-lactamases,
un atome Zn? " diminue le pKa .. de la molécule d'eau pour produire un
nucléophile hydroxyle pour attaquer la B-lactame, tandis que l'autre Zn?
* stabilise I'intermédiaire tétraédrique ( Fig.8 B) . Une étude récente révéle une
caractéristique commune catalytique de mono-Zn? *et di-Zn? * métallo-B-
lactamases a l'aide du GOB-18, un membre des B3 métallo-f -lactamases
. Cette enzyme est pleinement active avec un seul Zn 2" lié. Les études menées
a ce jour indiquent qu’une seule Zn > * est essentielle pour GOB-18 et que son
role est d'ancrer le substrat et stabiliser I'intermédiaire anionique et non pour
I'activation nucléophile (Fig.8C) .Une caractéristique essentielle du
mécanisme de la mono-Zn*>* chez GOB-18 est le positionnement de I'atome

Zn %" dans le site actif.
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FIGURE 8. (A) Mécanisme d'hydrolyse des carbapénémes par CphA. (B)
sites actifs des sous-catégories B1 et B3 métallo-B- lactamases. (C)
stabilisation de l'intermédiaire anionique GOB-18. [s]

2.3 Mécanisme de résistance des

Carbapénémases de la classe D 8-lactamases : "% **/

[18]

L” Hydrolyse des B-lactames de la classe D B-lactamases est différente de
celle des enzymes de la classe A . Les Enzymes OXA constituent une population
trés hétérogéne de [-lactamases qui ont évolué a travers plusieurs
mécanismes, leur k ;s pour I'imipénéme sont <5 s . Les structures des OXA
B-lactamases révelent deux enzymes a deux architectures différentes, en outre,
les deux enzymes ont des spécificités de substrat différentes pour les

carbapénemes.

Le mécanisme de la résistance aux carbapénémes médié par OXA-24/40
a été étudié en premier; une nouvelle conformation de Tyrl12 et Met223, qui
forment un revétement hydrophobe "tunnel" a proximité du site actif, a été
retrouvée et est considérée comme le mécanisme central par lequel ces
carbapénémes sont hydrolysés par OXA-24/40 .la présence du "tunnel"

rétrécit le site actif d’OXA-24/40. En accord avec les observations cinétiques, le
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site actif est supposé accueillir les petits carbapénemes, par opposition a la plus

grande oxacilline.

D'autre part, 'OXA-48 rappelle 'OXA-10, avec de subtiles différences au
niveau du site actif .le Changement dans les résidus Thr213 His109, Arg214 et
Arg244, semble jouer un role important dans les différences fonctionnelles

entre OXA-48 et OXA-10.

Les orientations et les tailles de la boucle B5-B6 sont similaires dans les
structures d’ OXA-24/40 et OXA-48; cette observation implique que la boucle
peut étre importante pour hydrolyser les carbapénémes. Cependant, la
spécificité de substrat des deux differe  enzymes; OXA-48 hydrolyse

I'imipénéme tandis qu’OXA-24/40 affiche une préférence pour le méropénéme.

Les structures cristallines des deux désacylation variantes déficientes
(Lys84Asp et Val130Asp) de la carbapénemase OXA-24/40 dans un complexe
avec la doripénéme ont été récemment déterminées . Le but de ce travail était
de déterminer si I'état tautomérique de I'anneau pyrroline contribue a des taux
différents d'hydrolyse de carbapéneme d’OXA-1 et OXA-24/40.Dans ces
structures, la conformation doripénéme dans le site actif differe sensiblement
de celle du complexe OXA-1/doripenem. Dans les structures de doripénéme
OXA-24/40, la chaine latérale est un groupe hydroxyle du groupe hydroxyéthyle
est dirigée a l'opposé de la base générale carboxy-Lys84 (numérotation

différente de celle de OXA-1). Le "tunnel" formé par les ponts Tyr112/Met223
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sous la forme d'apoenzyme OXA-24/40 est en grande partie inchangé par la
liaison de doripéneme. La présence de ce pont provoque la liaison du groupe
pyrrolidine / sulfonamide ce qui confére une conformation différente de celle
de doripénéme lié a oxa-1. Ce changement de conformation est di a |'état
tautomere différent du doripénéme dans le site actif et peut justifier le fait que

les carbapénemes sont hydrolysés par OXA-24/40, mais pas avec |I” OXA-1.
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VIll. Situation épidémiologique des

carbapénémases : ! [1¢1 V7]

Jusqu’a la fin des années1990, les carbapéneémases décrites étaient
spécifiques d’espece et de déterminisme chromosomique. La prévalence des
souches productrices, responsables d’infections sporadiques et de quelques
petites épidémies, restait alors limitée puis ,de facon plus préoccupante, des

carbapénémases de support plasmidiques ont été décrites :

- IMP-1, une métallo-B-lactamases chez Pseudomonas aeruginosa ,
- ARI-1 (OXA-23), une carbapénemase de la classe D chez Acinetobacter
baumannii,

- KPC- 1, une carbapénéemase classe A chez Klebsiella pneumoniae.

Cette découverte a changé les modes de diffusion des carbapénémases,
ce qui était considéré comme un probleme de diffusion clonale est donc

devenu un probléme plus global de diffusion inter espéces (tableau 5)
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Tableau 5: Principales carbapenemases aquises chez les bacteries a Gram
negatif. 2!
Symbole  MNom Especes Importance  Diffusion Support
impliguées de la geographigue genetigue
diffusion
Classe A
GES Guiana Extended Entérobactéries, + Europe, Amerigue C, P
Spectrum Pseudomenas du Sud, Asie,
Afrique
Ll Imipenem-hydrolyzing Entérobactéries - Amérigue du MNord, C, P
B-lactamase Asie
KPC Klebsiellapneumonige Entérobactéries, b Europe, Ameérigue P
carbapenemase Pseudomaonas, du Mord, Amérigue
Acinetobacter du Sud, Asie
MMC Hot metalloenzyme Entérobactéries - Europe, Ameérigue C
carbapenemase du Mord, Amérigue
du Sud
SME Serratic marcescens Entérobactéries - Europe, Amerigue C
enzyme du Mord
Classe B
GIM German imipenemase  Pseudomona, - Europe P
Acinetobacter
MP Active on imipenem Entérobacteéries, o Europe, Ameérique P
Pseudomonas, du Mord, Amérigue
Acinetobacter du Sud, Asie, Aus-
tralie
NDM Mew Delhi Entérobactéries, ‘4 Europe, Ameérique P
metallo-f-lactamase  Acinetobacter du Mord, Asie,
Australie, Afrigue
SIM Seoul imipenemase Acinetobacter - Asie ?
SPM Sao Paulo Pseudomenas + Ameérique duSud P
metallof-lactamase
VIM Verona integron- Entérobacteéries, it Europe, Ameérique C, P
encoded Pseudomonas, du Mord, Amérigue
metallo-f-lactamase  Acinetobacter du Sud, Asie,
Australie, Afrigue
Classe D
0XA-48 Oxacillinase Enterobactéries + Europe, Ameérique P
du Sud,
Asie, Afrigue
0XA-23  Owacillinase Entérobacteéries, 4 Europe, Amérigue C, P
Acinetobacter du Nerd, Amerigue

du Sud, Asie,
Australie, Afrigue

P : support plasmidique ; C : support chromosomigue.
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En parallele, le répertoire des carbapénemases acquises est devenu de
plus en plus complexe, du fait des nombreux types de sérine- carbapénémases
de classe A (KPC, GES, NMC/IMI et SME) , de métallo-B-lactamases (IMP, VIM,
SPM, GIM, SIM et NDM) de classe B, et d’oxacillinases de classe D (OXA-23,
OXA-24, OXA-48 et OXA- 58) décrits. Certaines enzymes ont diffusé a une
vitesse alarmante dans certaines régions, ou elles ont atteint de hauts niveaux

d’endémicité.

1. Carbapénemases de Classe A : 41T (8] 9]

Les Carbapénémases de classe A décrites au milieu des années 1980, ont
tout d’abord été rapportées dans des especes d’entérobactéries nosocomiales
comme Enterobacter cloacae, Serratia marcescens ou Klebsiella spp, de facon
sporadique ou lors de petites épidémies. Il existe des carbapénémases de
classe A chromosomiques (SME, NMC et IMI) et d’autres de support
plasmidiques (KPC, GES). Les KPC sont les enzymes les plus cliniguement

communs dans ce groupe.
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1.1 KPC : [20] [21] [31](87]

La premiere souche productrice de KPC (KPC-1=KPC-2) a été identifiée
en1996 en Caroline du Nord aux Etats-Unis dans une souche de K. pneumoniae.
Cette découverte fut rapidement suivie par la description de neuf autres
variantes (KPC-3 a KPC-11). En quelques années, les producteurs KPC avaient
répandu dans le monde et ont été décrits dans la partie continentale des Etats-
Unis (encore principalement dans la cdte Est des Etats) avec notamment une
trés forte prévalence dans I'état de New York et en particulier a Porto Rico, la
Colombie, la Grece, Israél, et la Chine ( Figure 9 ). Les épidémies de producteurs
KPC ont également été signalées dans de nombreux pays européens et en

Amérique du Sud.
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{7 Single KPC-produsing leolates
@ Saveral outhreaks of KPC-producing lsolates

@ Encemicity of KPC-producing leolstes

Figure 9. A) la distribution dans le monde géographique de Klebsiella
pneumoniae carbapénémase (CPK) les producteurs. Grisé indique les régions
indiquées séparément: B) la distribution aux Etats-Unis; Répartition C) en

Europe; D) de distribution en Chine. *®
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Les Producteurs KPC ont été signalés, principalement a partir de
K. pneumoniae nosocomiale isole , d’E. coli (notamment en Israél) et d'autres
especes d'entérobactéries . Un seul clone de K. pneumoniae (type de séquence
[ST] -258) a été identifié dans le monde entier abondamment, ce qui indique
gu'il pourrait avoir contribué a la propagation des genes bla pc. Dans un lieu
géographique donné, plusieurs clones KPC different par le type de diffusion,
les séquences multilocus contenu B-lactamase supplémentaire et par la taille,
le nombre et la structure des plasmides, mais les génes bla «pc sont associés a

un seul élément génétique (transposon Tn 4401 ) . 1

1.2  GES (pour la Guyane a spectre étendu):

Cette enzyme a été observée dans une K. pneumoniae isoler de la
Guyane francaise en 2000. Les enzymes de la famille des GES different les uns
des autres par une substitution 1-4 d'acides aminés. Deux enzymes ayant un
profil similaire qui ont été décrits comme IBC-1 et IBC-2 (pour integron borne
cephalosporinase) ont maintenant été rebaptisés GES-7 et GES-8
respectivement. Actuellement, il existe 22 types connus de GES. Celles-ci ont
été observées chez des isolats de K. pneumoniae, E. coli et P. aeruginosa
provenant de plusieurs pays (Grece, France, Portugal, Afrique du Sud, la

Guyane francaise, L'Argentine, le Japon et la Corée).
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1.3 SME (Serratia marcescens) / IMI (pour

I'imipénéme hydrolyse B-lactamase) / NMC (pour

’ | ’ . 1
carbapénémase non métalloenzymatique): (31]

SME-1 fut identifiée en 1982 en Angleterre chez deux souches de S.
marcescens . Puis les enzymes SME-2 et SME-3 ont été rapportées de facon
sporadique aux Etats-Unis tandis que IMI et NMC-A I'ont été dans de rares
isolats cliniques d’Enterobacter cloacae aux Etats-Unis, en France et en
Argentine . Ces trois genes de carbapénémases n’ont été que rarement décrits,
probablement du fait de leur localisation chromosomique, sans association
évidente avec un élément génétique mobile. Cependant, le gene codant pour
IMI-2 a été récemment retrouvé sur un plasmide dans une souche
d’Enterobacter asburiae aux Etats-Unis, et dans une souche d’E. cloacae en

Chine .
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2. Carbapénémases de Classe B métallo-$3-

lactamases : [4] [8]

Les enzymes de type VIM (Verona Integron encoded Metallo- béta-
lactamase) et IMP (Imipénémase) qui représentent la majorité des
carbapénémases de classe B ont été rejointes en 2008 par une nouvelle
enzyme appelée NDM-1 (New Delhi métallo-béta-lactamase 1).

2.1 IMP (pour actif sur I'imipénéeme):

IMP-1 a été détectée pour la premiere fois au Japon en 1990 sur un
plasmide conjugatif dans une souche de Pseudomonas aeruginosa. lls ont
ensuite été signalés en 1991 toujours au Japon dans quatre isolats de Serratia
marcescens. Ceci a été suivi par un autre rapport décrivant une telle résistance
dans un isolat de Bacteriodes fragilis. I'IMP-2 a été observée chez
Acinetobacter baumannii en Italie. Depuis, ce type d’enzyme a diffusé dans le
monde entier (actuellement 37 types connus d’IMP) et les enzymes de type
IMP sont désormais endémiques dans certains pays tels que la Gréce, I'ltalie,
I’Espagne, Taiwan et le Japon . Bien que des éclosions et des rapports simples

ont été signalés dans de nombreux autres pays ( Figure 10 ).
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Figure 10. La répartition géographique de Vérone intégron-métallo-f codée-
lactamase (VIM) et les producteurs IMP entérobactéries. Dans le monde entier
(A) et européen (B).
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2.2 VIM (pour Vérone intégron codé

métallo-8 -lactamase):

VIM-1 a été isolée pour la premiere fois en 1997 en lItalie a Vérone dans
une souche de P. aeruginosa puis un VIM-2 a été signalé dans un isolat clinique
de P. aeruginosa en France. La famille VIM est actuellement constituée de 34
types de VIM connus .Ces MBL sont principalement retrouvées chez P.
aeruginosa, mais ont également été décrites chez de nombreuses
entérobactéries, en particulier K. pneumoniae. L'enzyme VIM-2 est le plus
dominant des MBL a travers I'Europe. Il a été détecté dans plus de 23 espéces
réparties dans 40 pays . Les autres familles de MBL, comme SPM, GIM ou SIM
ont également été décrites de facon sporadique, mais ne semblent pas avoir

diffusé au-dela de leur pays d’origine .

2.3 NDM-1 (New Delhi métallo-6-

lactamases) : 124112°1 126]

Récemment, une nouvelle MBL transférable, NDM-1 découverte en 2008
en Suéde chez un patient d’origine indienne ayant auparavant été hospitalisé a
New Delhi, a été décrite chez les entérobactéries, principalement E. coli et K.
pneumoniae, en Inde et au Pakistan, mais également en Europe (Suéde,
Royaume-Uni, France, Pays-Bas, Allemagne), aux Etats-Unis, au Canada, en

Australie, au Kenya, au Sultanat d’Oman, et a Hong-Kong . En Inde, NDM-1 a
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été récemment décrite chez Acinetobacter baumannii  ( figure 11). Des
résultats récents suggerent que les pays des Balkans et du Moyen-Orient

peuvent agir comme réservoirs secondaires de NDM-1 producteurs. [39]
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Figure 11. Répartition géographique des New Delhi métallo-B-lactamase-1 les producteurs (
EID, le 15 juillet 2011). Taille étoile indique le nombre de cas signalés. Les étoiles rouges

indiquent les infections remontent a I'Inde, le Pakistan, le Bangladesh ou, étoiles vertes
indiquent les infections tracées. [s6l
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Dans tous les cas, un lien avec un séjour dans le sous-continent indien a
été mis en évidence. Plusieurs épidémies ou cas sporadiques ont été décrits en
milieu hospitalier ou en milieu communautaire. Ce type d’enzyme a été
principalement isolé chez K. pneumoniae, et dans une moindre mesure, chez

les autres entérobactéries.

Un des principaux facteurs de risque pour l'acquisition de bactéries
productrices de NDM-1 (en dehors de voyages dans les pays a risque) est la

prescription antérieure de B-lactamines ou de fluoroquinolones.

Plusieurs facteurs font de cette enzyme une réelle menace sanitaire

mondiale :

- le premier est sa présence chez de nombreuses especes bactériennes, y

compris dans I’environnement (en Inde et Pakistan notamment) ;

- le deuxiéme est la fréquence de l'acquisition de ce géne par K.
pneumoniae, qui constitue un des principaux pathogénes nosocomiaux
et E. coli, qui reste de loin la principale bactérie dans les infections
communautaires et dont le réservoir intestinal pourrait permettre une

dissémination tres inquiétante ;

- le troisieme est la taille du réservoir potentiel que constitue Ia

population du sous-continent indien a 1.4 milliard de personnes.
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L’ E. coli est la cause la plus fréquente de la diarrhée chez les enfants en
Inde. Par conséquent, cet organisme peut augmenter le risque de souches
résistantes aux médicaments rejetés dans I'environnement et leur propagation
chez les humains. En conséquence, les producteurs de NDM-1 ont été
récemment identifiés parmi beaucoup d'indépendantes especes a Gram
négatifs  dans l'environnement et dans I'eau du robinet a New Delhi

figure 12 23]
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Figure 12. Carte de NDM-1-échantillons positif de New Delhi centre et les

régions avoisinantes avril 2011

Tres récemment, I'apparition de nouvelles variantes de NDM- 1, nommés
NDM-2 et NDM-4 a été décrite. NDM-2 a pour particularité d’atteindre les
souches d’A. baumannii épargnées jusqu’alors par NDM-1. Ce variant a été
décrit en Egypte et au Moyen-Orient . NDM-4 a été détectée chez Escerichia
coli .
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3. Carbapénémases de classe D

(oxacillinases) : [4] [8]

La premiére enzyme avec une activité carbapénémase OXA a été
observée dans un isolat d’A. baumannii de I'Ecosse en 1985. Il a été
initialement nommé ARI-1 (pour Acinetobacter résistante a l'imipéneme).
L'enzyme a ensuite été rebaptisé OXA-23. Actuellement les OXA-48 sont les
enzymes les plus cliniguement retrouve dans ce groupe. La premiére souche de
K. pneumoniae productrice d’'OXA-48 a été isolée en Turquie en 2003. Depuis,
les bactéries productrices d’oxacillinases, notamment OXA-48, ont tres
largement émergé dans tous les pays du pourtour méditerranéen et en Afrique
( Figure 13). Il y a une tendance a la hausse de l'identification des OXA-48
producteurs dans des pays tels que la France, I'Allemagne, I'Espagne, les Pays-
Bas et au Royaume-Uni grace au transfert de patients hospitalisés entre zones
d'endémie qui sont la source d'épidémies hospitaliéres ( Figure 13 ) . Les OXA-

48 producteurs n'ont pas été signalés aux Etats-Unis et au Canada.

Plus récemment, des souches produisant une oxacillinase similaire, OXA-

181, ont été isolées en Inde ou chez des patients d’origine indienne.
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producteurs. [56]
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IX. Dépistage des carbapénéemases :

La détection au laboratoire des carbapénémases constitue un enjeu
majeur, car elle permet le choix d’'un schéma thérapeutique approprié,
I'isolement précoce des patients, la mise en place des mesures de contrble de
la dissémination de ces souches dans nos hopitaux et empéche le risque
d’'impasse thérapeutique qui en découlerait (souches panrésistantes). Les
dernieres recommandations nous imposent leur recherche systématique dans

certaines situations trés claires.

Cette détection fait appel a plusieurs méthodes que I'on peut répartir en
3 groupes :

v' Méthodes phénotypiques,
v' Méthodes génotypiques,

v' Méthodes enzymatiques.

, , . 8] [9] [14] [45] [51] [52
.. Méthodes phénotypiques : [8]19) [14] [45] [51] [52]

La détection phénotypique des carbapénémases peut étre entreprise
selon plusieurs approches, des tests de sensibilité ( test de Hodge modifié ),
des tests d’inhibition (ex. Kit carbapénémase Rosco, E-test MBL BioMérieux ou
disque MBL BioRad), des tests sur milieu chromogéne fondées sur I'étude de
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la sensibilité aux carbapénémes et a certaines autres béta-lactamines comme le
moxalactam et la témocilline en présence ou en l'absence de certains
inhibiteurs comme I'EDTA, l'acide dipicolinique, l'acide boronique et la

cloxacilline.

On dispose a ce jour de plusieurs techniques phénotypiques pour
détecter les carbapénémases. Ces techniques sont déja utilisées dans de
nombreux laboratoires. Cependant, parce que les performances exactes de ces
techniques en termes de sensibilité, spécificité, valeurs prédictives et rapports
de vraisemblance n’ont pas encore été suffisamment évaluées, le CA-SFM
(Conseil d'Administration de la societée francaise de microbiologie) ne peut
encore recommander un algorithme unique de détection. Pour ces raisons il est
préférable de considérer comme suspect de producteur carbapenemase toute
souche de sensibilité diminuée ou NON-SENSIBLE (I/R) aux carbapénémes. Il est
cependant indispensable de communiquer dés maintenant a la communauté
des bactériologistes des laboratoires de biologie médicale la liste des
techniques les plus efficaces, sous forme d’une lettre d’information. Dés que
possible, le CA-SFM recommandera un algorithme qui sera probablement basé

sur une combinaison ordonnée de plusieurs tests.

Tous les cas positifs dépistés a 'aide de ces méthodes phénotypiques

doivent conduire a une analyse moléculaire de la résistance, soit localement,
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soit en transférant la souche dans un Centre National de Référence ou un
laboratoire expert. Enfin, les propriétés enzymatiques des carbapénemases de
classe D n’ont pas permis le développement de tests phénotypiques spécifiques
pour leur détection. Ainsi, lidentification spécifigue de tels organismes
nécessite des techniques moléculaires (PCR spécifiques des génes d’intérét). Il
est aussi important de noter que les tests phénotypiques sont non contributifs

pour les souches coproduisant différentes classes de carbapénemases.

1.1 Etude de la sensibilité aux carbapénemes :

antibiogramme CMI : [341169]

1.1.1 Seuil de sensibilité et le débat autour de Ila

détection : 18112711351

La détection des producteurs carbapénemases dans des échantillons
cliniques est d'abord basée sur I'analyse des tests de sensibilité , obtenus par
diffusion sur disque ou par des systémes automatisés , selon les lignes
directrices américaines (CLSI= Clinical and Laboratory Standards Institute) mises
a jour en 2012, la détection des producteurs carbapénémases basée
uniquement sur des valeurs de CMI peuvent manquer de sensibilité, car devant

la multitude de phénotypes, elle ne peut pas étre uniquement basée sur le
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profil de résistance. De plus, certaines souches productrices de
carbapénémases sont, quelle que soit la méthode d’antibiogramme utilisée,
catégorisées sensibles (S) aux carbapénemes, notamment aux molécules autres

que I'ertapénéme , méropéneme et I'imipénéme.

Aux Etats-Unis, les seuils de CMI préconisés par le CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) ont été significativement abaissés afin de
permettre une meilleure détection des souches résistantes aux carbapénemes.
Les seuils du CLSI mis a jour en 2012sont ainsi désormais plus bas que ceux
recommandés par les autorités européennes représentées par I'EUCAST
(European committee on antimicrobial susceptibility testing) et francaises
représentées par le CA-SFM (Conseil d'Administration de la societée francaise
de microbiologie) (Tableau 6).

Tableau 6: Seuils des points d'arrét (CMI, mg / L) préconisés par les standards frangais,

européen et américain pour l'interprétation de la sensibilité des souches productrice de

carbapenemase aux carbapénemes. [6l

Molécule CA-SFM et EUCAST cLsi
S R S R
Doripéneme <1 >4 | >4
Ertapéneme <0,5 >1 <0,25 21
Imipéneme <2 >8 <1 >4
Méropéneme <2 >8 £ >4

S =sensibilité : R =résistance



Puisque les valeurs de CMI de l'ertapénéme sont généralement plus
élevées que ceux des autres carbapénémes ce dernier est le carbapéneme le
plus sensible pour la détection des souches productrices de carbapénemases.
On doit suspecter la production d’'une carbapénemase lorsque le diametre
d’inhibition autour du disque d’ertapéneme est < 28 mm ou que la CMI est 20,5

mg/L.

1.1.2 Test de Hodge modifié (MHT): (ou clover leaf

method) [14] [36] [44] [69] [86]

Le test de Hodge modifié (MHT) a été trés utilisé comme méthode
phénotypique générale de détection de la production de carbapénemase, et
c’est pour le moment la seule méthode recommandée par le CLSI (Clinical and

Laboratory Standards Institute).

Ce test consiste a ensemencer en culture confluente (a I'aide d’un

éme dr

écouvillon) une dilution au 1/10 une suspension de Densité Optique (DO) =
0.5 Mc Farland de la souche E. coli ATCC 25922 sur une gélose Muller Hinton.
Ensuite, un disque d’imipénéme chargé a 10 pg est déposé au centre de la
boite et . Les souches test suspectées de produire une carbapénemase et les
souches témoins (ex. : témoin positif K. pneumoniae ATCC BAA-1705
productrice de carbapénemase KP-2 et témoin négatif K. pneumoniae ATCC
BAA-1706 non productrice de carbapénémase) ) sont ensemencées en strie

depuis le disque vers le bord de la gélose sur une longueur d’au moins 20 mm.

La présence d’une distorsion de la zone d’inhibition autour du disque
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d’imipéneme au contact de la souche testée est interprétée comme un résultat

positif aprés incubation pendant 18 h a 37°C (Figure 14).

Figure 14. Test de Hodge modifié pour la détection des carbapénémases. La production de
carbapénémase est objectivée par une déformation de la zone d’inhibition autour d’un
disque d’ertapénéme (ETP) de la souche de référence E. coli ATCC 25922 le long des stries
correspondant au témoin positif (T+, K. pneumoniae ATCC BAA-1705 produisant la
carbapénémase KPC- 2) et a la souche test (ici K. Pneumoniae produisant OXA-48). La zone
d’inhibition de la souche de référence E. coli ATCC 25922 reste inchangée au contact de la

strie correspondant un témoin négatif (T-, K. pneumoniae ATCC BAA-1706). [14]
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Le test de Hodge peut parfois étre faussement négatif, notamment avec
les souches productrices de carbapénémases de type NDM-1. L’ajout de ZnSO4
(100 pg/ml) dans le milieu permet d’augmenter trés notablement la sensibilité
du test dans ce cas. Un test d’inhibition par des inhibiteurs spécifiques des B-
lactamases de classe B (EDTA ou acide dipicolinique, cf. Ci-dessus) est

également utile dans ce cas.

Le test de Hodge peut parfois étre faussement positif pour les souches
ayant un défaut d’accumulation des carbapénémes associé a la production de
céphalosporinases et/ou de BLSE. La réalisation du test de Hodge modifié en
ajoutant de la cloxacilline sur le disque d’ertapénéme (déposer 10 pl d’une
solution aqueuse a 75 mg/ml de cloxacilline sur le disque d’ertapénéme)

permet d’éliminer les faux positifs liés a la production de céphalosporinase.

La référence pour la détection des carbapénémases est I'amplification du

géne codant pour la carbapénémase.

Les inconvénients de cette méthode sont sa durée (24-48 h), son manque
de spécificité (nombreux faux positifs pour les souches hyperproductrices
d’AmpC ou de CTX-M) et de sensibilité (difficulté de détection des souches

productrices de NDM). Elle nécessite donc une certaine expérience.

Ce test est sensible pour la détection des carbapénémases ( surtout KPC

et OXA-48 ), mais ne fournit pas d’information sur le type de carbapénémase
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mis en cause. Par ailleurs, un manque de sensibilité pour la détection des MBL
de type VIM et NDM ont été décrits (résultats souvent faussement négatifs) et
des difficultés d’interprétation de ce test chez des faibles producteurs de

carbapénémases ont également été mises en évidence.

1.2 TESTS d’inhibition : 366!

Les tests d’inhibition sont basés sur la synergie entre les inhibiteurs de
carbapénémases comme I'EDTA, et un carbapénemes (méropénéme ou
imipénéeme). Ce test peut étre réalisé a partir de disques (test de synergie sur
doubles disques ou test de disque combiné) ou en utilisant les bandelettes E-
test MBL (Biomérieux) commercialisées. Cependant, ces tests doivent étre
interprétés avec prudence et il est fortement recommandé d’inclure un

contrdle de I'activité intrinseque de l'inhibiteur.

Les inhibiteurs utilisés sont :
* "EDTA ou acide dipicolinique pour les enzymes de classe B.

* I"acide boronique (ex. : acide para-amino-phenyl boronique) pour les
enzymes KPC de classe A.

Selon les recommandations des groupes d’experts de 'EUCAST et de

I’'EARSS (European Antimicrobial Resistance Surveillance System) :
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- la détection des enzymes de classe B chez les entérobactéries doit étre
basée sur le test de disque combiné méropénéme et méropénéme plus
EDTA (0,25 M). Le test est considéré positif lorsqu’il existe une

augmentation de la zone d’inhibition de 5 mm ou plus.

- La détection de souches productrices de KPC ou autres carbapénémases
de classe A est basée sur l'effet inhibiteur de l'acide boronique. Le
mécanisme d’inhibition n’est pas connu, mais il semble que les méthodes
basées sur I'acide boronique montrent une trés bonne sensibilité dans la

détection des producteurs de KPC.

En testant les carbapénemes sur un milieu contenant de la cloxacilline
(inhibiteur de céphalosporinase) et, comparativement, sur un milieu sans
cloxacilline, on peut détecter une résistance aux carbapénemes non liée a la
production d’une carbapénémase mais a l'association de céphalosporinase et
de défaut d’accumulation des carbapénemes, qui se traduit par une

augmentation importante des diametres d’inhibition sur le premier milieu.

Il faut signaler que certains des inhibiteurs ci-dessus cités manquent de
spécificité : les acides boroniques peuvent inhiber des céphalosporinases et

I’'EDTA peut avoir une activité antibiotique intrinséque sur certaines souches.

A ce jour, il n’existe pas de test d’inhibition spécifique des

carbapénémases de classe D (ex. OXA-48). La production de ces enzymes est
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suspectée si tous les tests d’inhibition cités ci-dessus sont négatifs. Dans ce cas

le test de Hodges est particulierement utile (cf. ci-dessous).

La valeur ajoutée des tests d'inhibition de détection a base d’inhibiteurs
de carbapénémases reste variable. lIs prennent beaucoup de temps et ont une
sensibilité et spécificité variable. En outre, ils nécessitent des microbiologistes

qualifiés.

1.2.1  E-tests:® [

Ce test repose actuellement sur la diminution de la CMI de ces

molécules en présence d’inhibiteurs spécifiques de B-lactamases .

Les bandelettes E-test MBL bioMérieux, Solan, Suéde (Figure 15)
permettent la détection des métallo-B-lactamases en combinant I'imipénéeme
et 'EDTA. D’autres bandelettes existent combinant le méropénéme et 'EDTA
ou l'acide boronique. Un test positif pour une métallo-B-lactamase est
interprété comme une diminution triple-ou-supérieure a la CMI imipeneme en

présence d'EDTA.
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Figure 15. Etest MBL (Imipenem vs Imipenem/EDTA) K. pneumoniae VIM-1 IP = 32

pg/ml - IP+EDTA <1 pg/ml=8ou =3 log2 [

A droite : imipeneme + EDTA : cette carbapenemase est sensible a EDTA
A gauche : imipéneme seul

Cette bandelette de test produit une sensibilité de 94% et une spécificité
de 95% quand on les examine avec un ensemble de 138 métallo- —lactamases
caractérisées productrices . Toutefois, des résultats faussement négatifs ont
été rapportés pour I'Etest quand un isolat avait un bas niveau de résistance aux
carbapénemes ( une CMI imipenem <4 ng / ml) .Il a également été observé que
I'EDTA seul a une action inhibitrice contre certaines bactéries dues a la
perméabilisation de la membrane externe et peut conduire a des résultats
faussement positifs. Des tests de détection Etest métallo-B-lactamases ont
également permis des résultats faussement positifs avec OXA-23-

producteur A. baumannii.
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1.2.2 Méthodes des disques combinés :**!*%!

Ce test repose actuellement sur I'augmentation du diamétre d’inhibition
autour d’un disque combinant un carbapénéme (méropénéme ou imipéneme)

et un inhibiteur.

Récemment, des disques utilisant le méropénéme combiné a différents
inhibiteurs de B-lactamases ont été commercialisés afin de permettre la
détection et lidentification du mécanisme a l'origine de la résistance aux
carbapénéemes. En particulier, ces disques permettent de distinguer la
production de carbapénémases de la présence d’une céphalosporinase de haut

niveau ou de BLSE couplée a une modification des porines.

Dans ce but, les disques KPC/MBL® (Rosco Diagnostica) figurel6 sont
déposés sur une gélose Muller Hinton sur laquelle a préalablement été
ensemencée en culture confluente une suspension de DO = 0.5 Mc Farland de
la souche testée. Ces disques contiennent respectivement du méropéneme, du
méropénéme couplé a de I'acide dipicolinique (DPA, inhibiteur des enzymes de

classe B), du méropénéeme couplé a de I'acide aminophénylboronique

(APB, inhibiteur des enzymes de classe A) et du méropénéme couplé a de la

cloxacilline (inhibiteur des céphalosporinases hyperproduites).
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Figure 16 : Mise en évidence d’'une carbapénemase chez Pseudomonas aeruginosa par
disques KPC/MBL® (Disques ROSCO, distribués par Eurobio), Ici 'augmentation du diamétre
d’inhibition en présence d’acide dipicolinique est en faveur d’'une MBL. [Sel

D’aprés les recommandations du fabricant, une différence > 5 mm entre
le disque combiné et le disque chargé avec uniquement le méropénéme est
considérée comme positive. La synergie observée entre le méropéneme et
I’ABPA ainsi que le méropéneme et la cloxacilline a été détectée chez des
souches cumulant une perte de porines a une hyperproduction de la

céphalosporinase chromosomique alors que la synergie entre le méropénéme

72



et I’ABPA uniquement a été mise en évidence chez des souches productrices de

carbapénémases de classe A. De méme, le DPA a démontré d’excellentes

sensibilité et spécificité pour la détection des enzymes de classe B (figure 17).

AmpC + imperméabilite Ni AmpC ni carbapénémase (ou de classe D)

Figure 17. Différents milieux gélosés avec inhibiteurs. Une différence 2 5 mm entre le disque

combiné et le disque chargé est considérée comme positive.
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1.3  Milieux chromogénes: 71 4011431

Les milieux chromogénes sont des milieux de culture qui permettent de
mettre en évidence une enzyme spécifique d'une espéce bactérienne ou d'un
groupe d'especes. lls utilisent des substrats chromogeénes permettant la
coloration des colonies suite a la dégradation de chromophores par
les enzymes bactériennes .On identifie donc I'espéce (ou le groupe) par la

coloration des colonies.

Trois milieux de dépistage phénotypique ont récemment été
commercialisés dans le but de permettre une détection simple et rapide des
carbapénémases, spécialement celle des EPC, notamment dans le cadre de

prélevements de dépistage:

» D’abord des milieux de culture contenant une
céphalosporine de 3eme génération (C3G), mis au point pour détecter
les bactéries productrices de B-lactamases a spectre étendu (BLSE)
(par exemple les milieux ChromID ESBL®, Biomérieux), peuvent se
révéler utiles pour détecter les carbapénémases de classe A et B, mais
en aucun cas les carbapénemases de classe D dont la sensibilité aux

C3G est conservée (sauf en cas d’association a une BLSE ou a une
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céphalosporinase). Il détecte les bactéries résistantes aux
carbapénémes que si elles présentent une forte résistance aux
carbapénémes. Son principal inconvénient reste donc son manque de
sensibilité, car il ne détecte pas les producteurs carbapénémases
présentant un faible niveau de résistance aux carbapénémes, comme

on |'observe pour plusieurs MBL ou OXA-48 producteurs

» Le deuxiéme milieu contient une classe des carbapénémes
(test Brilliance CRE®, Thermo Fisher scientifique, Royaume-Uni / test
chromID® CARBA agar bioMérieux ) figure 18 et 19. Il détecte bien
les producteurs CPK et MBL, et la plupart, mais pas tous les

producteurs d’ OXA-48.

Selon les directives locales Brilliance CRE Agar peut étre réalisé

directement a partir des prélevements de dépistage rectal, I’échantillon de

matiéres fécales ou d'une colonie isolée préparés sous forme de suspension

liguide, a peu pres équivalente a la turbidité McFarland 0,5. Le milieu doit étre

laissé se réchauffer a température ambiante avant I'inoculation. Incuber

pendant 18-24 heures a 37 ° C. les Plaques négatives doivent étre ré-incubées

pendant 24 heures supplémentaires.les colonies roses Pale sont présumés

positifs pour les carbapénemases produit par E. coli et les colonies bleues pour

les carbapénémases produit par KPC.
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Sample Processing

Inoculate Brilliance CRE plate
directly with pea-sized bead or
loopful of specimen.

Pale Pink
E. coli

Blue
Klebsiella,
Enterobacter,
Serratia and
Citrobacter (KESC)

Y CRE Positives

T
Incubate plates f
i at 37°C
or for 18-24 hr ]y
Resistant
Non-CRE*

White or Colourless
Acinetobacter

Pre-enrich in suitable selective broth

prior to inoculation onto a Brilliance
CRE plate. Use an incubation protocol
appropriate to the broth chosen.

* Bacteria with other resistance mechanisms may also produce colonies, for example
Proteus, Morganella, Providencia produce brown colonies with a halo, any such isolate
may be clinically significant and should be investigated further

Figure 18. Test Brilliance CRE® Thermo Fisher scientifique, Royaume-Uni. 571
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Figure 19. chromID® CARBA (réf. 43861 a 20 plaques de 90 mm) bioMérieux : chromID
CARBA est un nouveau média chromogéene pour le dépistage

des entérobactéries productrices de carbapénémases (CPE), en particulier KPC, VIM et NDM-

1318 heure. %

Enfin, I'un des supports de dépistage les plus récemment développés
(SUPERCARBA) contient la cloxacilline, le zinc et I'ertapénéme. Il montre une
excellente sensibilité et spécificité pour la détection de tout type de producteur
carbapénémases (et pas seulement les isolats résistants de haut niveau aux
carbapénémes). En comparaison avec les deux autres médias (Tableau 7), elle
montre également une meilleure sensibilité et spécificité pour la détection de
tous les types de producteurs carbapenemase (y compris le OXA -48

producteur) lorsqu'ils sont présents en faibles quantités dans les selles. [43] 50}
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Tableau 7: Sensibilité et spécificité des SUPERCARBA, Brillance CRE et CHROMagar KPC

médias. La sensibilité a été déterminée pour chaque classe de Ambler carbapenemase.

(50]

milieu de sélection

SUPERCARBA | Brillance CRE | KPC CHROMagar
Sensibilité (%) 96,5 76,3 43
Spécificité (%) 60,7 57,1 67,8
Sensibilité pour les carbapenemase de classe A 100 85 70
Sensibilité pour les carbapenemase de classe B 92 78,4 58,8
Sensibilité pour les carbapenemase de classe D 100 69,8 11,6
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1.4 Carba NP test ; 1401143

Trés récemment, un milieu spécifigue appeler test Carba NP pour
I'identification exacte des carbapénémases (notamment des souches
productrices d’'OXA-48) a été développé. Ce test biochimique basé sur les
propriétés d’acidification générée par I’hydrolyse enzymatique lorsque
I'antibiotique (carbapénemes) est clivé par chacune des enzymes
carbapénémase. Si l'un de ces enzymes est présent, le milieu s'acidifie et
I’hydrolyse de l'imipénéme est détectée par un changement de la valeur du pH
de l'indicateur (rouge au jaune / orange).En fait lorsque ce test a été utilisé, la
couleur du puit viré du rouge a lI'orange ou jaune (figure 20) pour toute souche
testée qui produisaient des carbapénémases , alors que les puits
correspondant a des extraits bactériens isolats qui ne produisent pas de
carbapénémases resté rouge, quel que soit leur niveau de sensibilité aux
carbapénémes . La couleur passe du rouge au jaune a commencé des 5-10
minutes apres une incubation de producteurs carbapénémases. Dans la plupart
des cas, l'incubation pendant 30 minutes est suffisante pour obtenir un

changement de couleur franche pour les producteurs carbapénémases.
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Imipénéme

Pas de bacterie

Bactérie non productrice de carbapenemase

Bactérie productrice de carbapénemase

Figure 20. carba np test Pr Nordmann : I'indicateur du ph vire du rouge au jaune/orange

lors de la présence d’une carbapenemae. 1431

La détection de ces enzymes et donc indirectement des résistances
auxquelles elles sont liées se réalisent a partir de bactéries isolées a partir de
tous sites infectieux ou a partir des bactéries présentes a I'état de portage. Le
résultat est obtenu en moins de 2 heures (versus de 24 a 72 heures
actuellement avec d'autres techniques). Une évaluation de ces tests est en
cours pour apprécier leur sensibilité directement a partir de sites infectés

comme le sang ou les urines.
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Le test Carba NP différencie parfaitement les souches productrices des
souches non productrices carbapéneémases ou sensibles aux carbapénemes,

mais exprime un large spectre B-lactamase sans activité carbapénémase .

Ce test est spécifique et sensible a 100% lorsqu’il est réalisé a partir de
bactéries prealablement isolées . lorsque les résultats ont été comparés avec
ceux des méthodes moléculaires, la norme de référence pour l'identification
des génes carbapénemases. . Il détecte non seulement les carbapénémases
connus (appartenant a la classification d’Ambler : A, B et classes D) chez les
entérobactéries, mais doit également identifier pratiguement n'importe quelle
nouvelle émergence de carbapénémase, contrairement aux techniques

moléculaires .

Cette technique conviviale , peu couteuse et totalement inoffensive (car
réalisés sur les bactéries isolées des patients ou sur les produits biologiques :
urines...) peut étre mise en ceuvre dans n'importe quel laboratoire dans le
monde entier. En outre, il ne nécessite aucun équipement spécifique et peut
méme appliquer au lit du malade. Nous croyons que cette technique va bient6t
devenir une technique de référence, car il répond a I'exigence clinique d'une
méthode d'identification rapide et au faible colt pour les carbapénémases

productrices.
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2 Méthodes moléculaires; &1 [14] [401 [451[51]

[52] [69]

Seules les méthodes moléculaires (PCR + séquencage ou hybridation sur
puces a ADN par technologie PCR-ligase de I'ADN sur microarray (Check-
Points) permettent a I'heure actuelle la confirmation, l'identification et la
caractérisation de facon précise des carbapénemases. Ces méthodes sont
réalisées en routine dans certains laboratoires cliniques spécialisés ou non,
pour pallier aux problémes de la détection phénotypique des micro-organismes
producteurs de carbapénémase. Des kits commerciaux existent et permettent
la détection des génes codant les carbapénémases, y compris directement a
partir des échantillons cliniques. L’évolution récente montre I'apparition de
techniqgues commerciales intéressantes, mais réservées a des laboratoires

référents.

Les principaux inconvénients de technologies a base moléculaire pour la
détection de carbapéneémases sont leur co(t élevé, I'exigence de personnel
gualifié et l'incapacité a détecter de nouveaux genes non identifiés. Ainsi, il y a
un besoin urgent d'un test peu colteux, rapide, sensible et spécifique pour la

détection de |'activité carbapénéemases.
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2.1  PCR (polymerase chain reaction) :'*¢11!1

Lorsque la présence d'une carbapénemase est suspectée, et si une
identification précise du géne carbapénémase (par exemple, type KPC, NDM
type VIM ou type OXA-48) est nécessaire surtout pour la recherche a des fins
épidémiologiques. La PCR est utilisée pour déterminer la famille de

carbapénémase présente. IIs sont simples ou multiplex techniques de PCR.

L'identification du géne de carbapénémase par PCR nécessite le
séquencage préalable de la région codante entiere. Le Clonage de la région
autour du carbapénemase est habituellement réalisé avec la technique "fusil de
chasse». Certains laboratoires ont utilisé des hybridations par transfert de
colonie de maniéres a criblé efficacement un grand nombre d'isolats cliniques
de génes carbapénémase .les Techniques d'hybridation sont également utilisés
avec un transfert de Southern pour déterminer si le gene carbapénémase se

trouve sur plasmide ou sur chromosome .

La Polymerase Chain Reaction (PCR) consiste a rechercher des géenes
codant pour les carbapénémases (KPC, OXA-48, NDM-1, IMP, VIM) par I
amplification spécifique d’une séquence cible . Les réactions d’amplification
des génes codant pour les B-lactamases sont réalisées avec un couple
d’amorces spécifiques (Eurogentec) dans un thermocycler de type Biométra

T3 (Biolabo Scientific Instruments) en présence de Tag DNA Polymerase
®
(Roche ) en respectant les conditions d’utilisations spécifiées par le
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fournisseur. Les amplicons sont ensuite purifiés et séquencés. Les séquences

sont comparées a celles déposées dans une banque de données.

La Caractérisation d'une nouvelle carbapénemase n'est pas compléte
jusqu'a ce qu’une séquence moléculaire est obtenue et une analyse
fonctionnelle de I'hydrolyse et de profils d'inhibition est réalisée avec la

protéine purifiée.

Le Tableau 8 énumére une sélection d'amorces publiées qui ont été
utilisées a la norme du technique PCR pour détecter toutes les familles et sous-

groupes de carbapénémases connus a ce jour.
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Tableau 8: Amorces de PCR pour la détection fidactamased®

Enzyme family Primer Primer sequence (5'-3")
Class A carbapenemases
NMC NMC1 GCATTGATATACCTTTAGCAGAGA
NMC4 CGGTGATAAAATCACACTGAGCATA
SME IRS-5 AGATAGTAAATTTTATAG
IRS-6 CTCTAACGCTAATAG
IMI IMI-A ATAGCCATCCTTGTTTAGCTC
IMI-B TCTGCGATTACTTTATCCTC
KPC KPC ATGTCACTGTATCGCCGTCT
forward
KPC TTTTCAGAGCCTTACTGCCC
reverse
GES GES-C GTTTTGCAATGTGCTCAACG
GES-D TGCCATAGCAATAGGCGTAG
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Class D oxacillinases

Subgroup 1 (OXA-23) P5 AAGCATGATGAGCGCAAAG
P6 AAAAGGCCCATTTATCTCAAA
Subgroup 2 (OXA-24) Forward GTACTAATCAAAGTTGTGAA
Reverse TTCCCCTAACATGAATTTGT
Subgroup 3 (OXA-69) OXA-69A CTAATAATTGATCTACTCAAG
OXA-69B CCAGTGGATGGATGGATAGATTATC
Subgroup 4 (OXA-58) Pre-OXA- TTATCAAAATCCAATCGGC
58prom+
PreOXA- TAACCTCAAACTTCTAATTC
58B
Subgroup 5 OXA-55/1 CATCTACCTTTAAAATTCCC
(Shewanell€DXA-55)
OXA-55/2 AGCTGTTCCTGCTTGAGCAC
Subgroup 6 (OXA-438) OXA-48A TTGGTGGCATCGATTATCGG
OXA-48B GAGCACTTCTTTTGTGATGGC
Subgroup 7 (OXA-50) S AATCCGGCGCTCATCCATC
AS GGTCGGCGACTGAGGCGG
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Subgroup 8 (OXA-60) OXA-60 A AAAGGAGTTGTCTCATGCTGTCTCG
OXA-60B AACCTACAGGCGCGCGTCTCACGGTG
Multiplex PCR for OXAs in A. OXA-51- TAATGCTTTGATCGGCCTTG
baumannii like
TGGATTGCACTTCATCTTGG
OXA-23- GATCGGATTGGAGAACCAGA
like
ATTTCTGACCGCATTTCCAT
OXA-24- GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA
like
AGTTGAGCGAAAAGGGGATT
OXA-58- AAGTATTGGGGCTTGTGCTG
like
CCCCTCTGCGCTCTACATAC
Class B metalloenzymes
IMP-1 Forward TGAGCAAGTTATCTGTATTC
Reverse TTAGTTGCTTGGTTTTGATG
IMP-2 Forward GGCAGTCGCCCTAAAACAAA
Reverse TAGTTACTTGGCTGTGATGG
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VIM-1 Forward TTATGGAGCAGCAACCGATGT
Reverse CAAAAGTCCCGCTCCAACGA
VIM-2 Forward AAAGTTATGCCGCACTCACC
Reverse TGCAACTTCATGTTATGCCG
SPM-1 SPM-1F CCTACAATCTAACGGCGACC
SPM-1R TCGCCGTGTCCAGGTATAAC
GIM-1 GIM-T1F AGAACCTTGACCGAACGCAG
GIM-1R ACTCATGACTCCTCACGAGG
SIM-1 SIM1-F TACAAGGGATTCGGCATCG
SIM1-R TAATGGCCTGTTCCCATGTG
Integron PCR 5" CS GGCATCCAAGCAGCAAG
3" CS AAGCAGACTTGACCTGA
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Une technique de PCR réalisé directement sur les colonies peuvent
donner des résultats dans les 4-6 h (ou moins lors de I'utilisation en temps réel

de La technologie PCR) avec une excellente sensibilité et spécificité.

Intéressant également, certains auteurs ont développé des techniques
de PCR temps réel capables de faire du dépistage fécal. Mais, on attend
toujours le test commercial de PCR en temps réel, unitaire, et capable de
détecter les principaux genes de carbapénémases a partir de n’importe quel

prélevement.

Voici quelques exemples de PCR en temps réel commerciales :

v' MBL: hyplex®

- MBL ID Multiplex PCR-Elisa (VIM, IMP) échantillons cliniques

sensibilité 98%, spécificité 98,6% Long et fastidieux

v New NucliSENS EasyQ KPC test : Sensibilité 100% sur isolats

v PCR temps réel sur selles inoculées 4 heures : Naas T sur NDM-1 et OXA-
48
- NDM-1: détection de 10 a 30 CFU pour 100 mg de selles
-  OXA-48 : détection de 10 a 50 CFU pour 100 mg de selles
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2.2 Biopuces a ADN : technologie de 'ADN

des check-points :

Une puce a ADN est un support rigide (verre ou nylon) de quelques
centimeétres carrés, sur lequel de courtes séquences d’ADN ont été déposées.
Ces courtes séquences sont nommées des “sondes” correspondant a des
oligonucléotides de synthése ou a des produits de PCR. Les sondes ont la
particularité d’avoir été choisies de maniere a étre spécifique d’un seul et
unique gene. Ce microdispositif est mis au contact des ARNs extraits des
échantillons a analyser appelés des “cibles”. Ces cibles sont marquées par
incorporation de radioéléments ou de fluorochromes. Aprés acquisition des
images d’hybridation, la quantification des signaux d’hybridation refléte le
niveau d’expression, dans I’échantillon initial, de chacun des génes représentés

sur la puce ( figure 21).
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Extraction ADN a partir de colonies

Reconnaissance des cibles et ligation

T
Amplification

Hybridation sur micropuce ADN

Détection, Lecture (1)
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Figure 21. Schéma simplifié des étapes de la réalisation d’un test biobus ADN

pour la détection des carbapénémases.
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Les biopuces a ADN ont été mises au point ces dernieres années. Parmi
celles-ci, la puce Check MDR CT102 commercialisée en France par la société
Biocentrics, permet la détection simultanée des BLSE de type TEM, SHV et CTX-
M et des carbapénemases de type KPC, OXA-48, VIM, IMP et NDM-1. Cette
biopuce a ADN a démontré une sensibilité et une spécificité de 100% pour la
détection des genes blaVIM, blalMP, blaNDM et blaOXA-48, alors qu’elles sont

de 100% et 85% respectivement pour le gene blaKPC.

L’utilisation de cette biopuce a ADN en routine est encore inaccessible
pour la plupart des laboratoires de microbiologie du fait du colt élevé de
I’analyse. Toutefois, son utilisation est plus que jamais justifiée dans les centres
nationaux de référence et les laboratoires experts ou elle permet d’obtenir un
résultat rapide (environ 6 h de temps technicien) ouvrant ensuite la voie a une

prise en charge optimale des patients porteurs de telles bactéries.
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2.3 Focalisation isoélectrique (IEF): [9]

Il s’agit d’'une méthode de séparation des protéines (enzymes) d’un
mélange basée sur la différence du point isoélectrique (pl) qui varie de 1 a 12.
L’électrophorese est pratiquée sur un support dans lequel un gradient de pH
est préétabli. Les protéines (enzymes) déposées migrent vers I'anode ou vers la
cathode selon leur charge, mais au fur et a mesure de leur déplacement, le pH

extérieur varie, ainsi que leur propre charge figure 22. [99]

gradient de pH

2 3 4 S 6 fF 8 9 10

plé pl I ph:t
m
N/NYA

+

déepot

Anode (+)

Cathode (-)

Figure 22. Focalisation isoélectrique!®
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Quand la charge nette est nulle, la protéine ne se déplace plus et focalise
a I’endroit ou le pH = pl. Le gradient de pH est créé en utilisant des ampholines,
qui sont des ampholytes supports : ce sont des mélanges de molécules de
faibles masses molaires, donc trés mobiles, et comportant chacune plusieurs
groupements acide carboxylique et amine. Par conséquent le p6le anodique
attire les ampholytes acides, ayant un pl bas, le pble cathodique attire les
ampholytes alcalins, ayant un pl haut. Il se créé ainsi un gradient de pH qui
augmente de I'anode a la cathode. La révélation s’effectue par la nitrocéphine,
céphalosporine chromogene dont [|'hydrolyse par les carbapenemases
s'accompagne d'une coloration orangée. La détermination du pl de Ia
carbapénémase exprimée par la souche a identifier va permettre de se
focaliser sur une famille enzymatique. L’IEF est particulierement utile pour la
détection de plusieurs B-lactamases présents dans un isolat. Le temps

nécessaire a la réalisation de la manipulation est estimé a environ 3 heures. [9]
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3. Méthodes enzymatiques : ==uaw s

Des méthodes rapides de dépistage de I'activité enzymatique des
carbapénémases sont proposées depuis peu, utilisant soit des substrats
chromogeénes, soit la spectrophotométrie, soit I'acidimétrie et également la
spectrométrie de masse MALDI-TOF. Ces techniques sont prometteuses et
pourraient étre un outil important dans la détection précoce des
carbapénémases a partir de colonies et pourquoi pas a partir de certains

prélevements.

Actuellement, I’'ensemble de ces méthodes, isolées ou combinées selon
les possibilités propres a chaque laboratoire de Bactériologie, permet de
déclencher une alerte rapidement, quitte a revenir en arriére, si la confirmation
s’avere négative. Il vaut mieux rester en alerte et pour cela, chaque méthode
peut trouver sa place au gré des possibilités locales, d’ou la nécessité de les

pratiquer régulierement avec des souches de référence.

3.1 Mesure spectrophotométrigue de I'activité carbapénémase :

La Détection de |'activité des carbapénémases peut étre faite en utilisant
un spectrophotometre UV, qui est disponible dans de nombreux laboratoires
de microbiologie. Il est basé sur plusieurs étapes, y compris: (i) une culture de
18 heures (qui peut étre abrégé dans certains cas, a 8 h), (ii) une étape

d'extraction de protéines, et (iii) la mesure de I'hydrolyse imipénéme l'aide
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d'un spectrophotometre UV. Elle a été montrée que cette technique basée sur
la spectrophotométrie a une sensibilité de 100% et une spécificité de 98,5%

pour détecter tout type d'activité carbapénémases.

Cette technique n’est pas cher et peut différencier précisément parmi les
producteurs carbapénémases, les non- producteurs carbapénemases et les
isolats non sensibles aux carbapénemes [défaut de la perméabilité de la
membrane externe, la surproduction de céphalosporinases et / ou PB-
lactamases a spectre étendu (ESBL). Il peut étre mis en oeuvre dans un

laboratoire de référence, mais cette technique nécessite encore du temps.

3.2 Spectrométrie de masse MALDI-TOF :

Récemment, |'utilisation de la spectrométrie de masse, sur la base de
I'analyse de |la dégradation d'une molécule carbapénéme pour la détection de
I'activité carbapénémase, a été proposée. Mais cette présente technique doit
étre évaluées, en outre la spectrométrie de masse MALDI-TOF (Figure 23 et 24),
assistée par une matrice d’ionisation et par un analyseur laser de désorption a
temps de vol, est de plus en plus utilisé dans le laboratoire de bactériologie de

diagnostic.
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Figure 23. Principes de la spectrométrie de masse Maldi-Tof, Maldi-Tof-Tof, Esi-Q-
Tof.A) Sources d’ionisation. Dans la source Maldi, les protéines ou peptides sont co-
cristallisés avec une matrice puis désorbés et ionisés sous I'effet d’une source laser. Dans la
source ESI, I'échantillon protéique en solution est pulvérisé en gouttelettes chargées a
I'extrémité d’une aiguille sous I'effet d’'un champ électrique.B) Les différents spectrometres
de masse. Maldi-Tof : Aprés la désorption/ionisation de la plaque Maldi, les ions sont
accélérés dans un tube de vol et séparés selon le rapport masse/charge (m/z) avant d’étre
déviés vers le détecteur. Maldi-Tof-Tof : L'instrument Tof-Tof incorpore une chambre de
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collision entre deux tubes Tof. Les ions de m/z donné sont sélectionnés dans la premiére
section Tof, fragmentés dans la chambre de collision et les différents fragments séparés dans
le deuxiéme tube Tof. Ceci donne acces a des informations de séquences (spectrométrie de
masse en tandem). Esi-Q-Tof : Dans cette configuration, les ions générés par la source Esi
sont séparés selon leur masse par le premier analyseur quadrupole avant d’étre fragmentés
dans la chambre de collision et séparés dans le tube Tof. La encore, on obtient des
informations de séquences sur les peptides sélectionnés par le quadrupole.[mo]

I Iénn.mullune [dentification
positive

——p  Spectre

| ——
£

b= |

i

Urine positive

Plague de dopdi .
96 spots échanillons MALDI-TOF (Bruker Daltonics)

{ Bruker Dultonics)

Colonies

Fieure 24. Chaine d’identification par Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time-of-
Fliaht (MALDI-TOF) a partir de colonie, d’échantillon d’hémocultures ou d’urines positives a
la coloration de Gram.
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3.3 Acidimétrie :

L'inactivation enzymatique (perte de |'activité antibiotique) survient lors
de I'ouverture du cycle R-lactame (structure de base des R-lactamines
retrouvée dans tous les sous-groupes). La premiére étape de la réaction
enzymatique variera en fonction du substrat (affinité) tels pénicilline G,
oxacilline, ampicilline, carbénicilline, pipéracilline, céfalotine, céfuroxime,

céfotaxime, imipéneme.

Cette étape de formation d'un complexe enzyme-substrat sera fonction
des constantes cinétiques de I'enzyme étudiée telles I’affinité appréciée par le
Km ou Ki, ou encore la vitesse d'hydrolyse exprimée, le plus souvent, en
Vmax.... Le produit de la réaction aboutit a la formation de composés

acides tels acide pénicilloique ou céphalosporoique.

La Lecture s’effectue en 2 heures a 37°C La Sensibilité de ce test est de

100% et la spécificité est de 100%

Le test beta-lacta® (Bio-Rad) « figure 24 » développé pour détecter la
résistance aux C3G sur colonies L'évaluation a montré que ce test fonctionne
aussi avec les KPC et MBL. Pour les OXA-48 isolées, les résultats sont positifs
lent ou douteux. Test tres bon sur la détection directe des BLSE a partir des

urines.
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Figure 25. test beta-lacta® (Bio-Rad) A partir de colonies dans un tampon de
lyse (30°) puis centrifugation. 30 ul du surnageant avec le substrat avec ou
sans inhibiteurs et un indicateur de pH. Lecture en 2 heures a 37°C Sensibilité

100% et spécificité 100%.5>!
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X. Schéma général pour le dépistage et
la confirmation des carbapénémases au

laboratoire :

La Prévention de la propagation des producteurs carbapénémases
repose sur la détection précise des patients colonisés a un stade précoce de

I'hospitalisation ou a I'admission, soit a I'h6pital ou a une unité spécifique.

1. Personnes ciblées : **! 1491 [¢8]

Le dépistage doit inclure au minimum les patients «a risque», tels que ceux en unités
de soins intensifs, les greffés et les sujets immunodéprimés, les patients dans les services :
d’onco-hématologie, des grands brules et ceux qui sont transférés a partir de n'importe quel
hopital étranger ou d’hopitaux non étrangers, mais connus pour faire face a un risque élevé

de transport de producteurs carbapénémases.

Les Patients dépistés doivent étre maintenus a l'isolement strict avant I'obtention des

résultats de I'examen préalable (au moins 24-48 heures).
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2. Quel site de prélevement : 1811311641 [68]

2.1 Préléevement d'échantillons pour le
dépistage du portage asymptomatique:

On peut recourir a un échantillon de selles ou a un écouvillonnage rectal ou

anal pour dépister les souches productrices de carbapénemases :
> Ecouvillonner autour de 'orifice anal extérieur. S’il n’y a pas de matiéres
fécales sur I'écouvillon, insérer ce dernier quelques millimeétres dans le

rectum jusqu’a l'obtention de matiéres fécales.

» Sile patient a subi une colostomie, prélever I’échantillon a partir des

selles.

> Etiqueter soigneusement chaque échantillon

Attention: le frottis inguinal, périnéal ou l'urine ne constituent pas des
prélevements de choix pour la détection du portage des souches productrices

de carbapénéemases.
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2.2 Préléevement d’'échantillons pour

I'identification du mécanisme de résistance :

On utilise une souche isolée d'un prélevement clinigue pour
I'identification du mécanisme de résistance des souches productrice de
carbapénémases. L'échantillon clinique peut étre obtenu de tout site clinique
(plaies, liquide de drains, expectorations ou aspirations bronchiques, urines,

etc.

N.B : des prélevements systématiques a visé de screening peuvent étre
effectues au niveau de ces différents sites, mais leur contribution pour la

détection des carbapénemases reste difficile a établir.

Les tests de dépistage réaliser sont variables en fonction du site de
prélevement .le tableau 9 suivant indigue comment et quand utilise chacun des

tests précédemment décri.
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Tableau 9 :
carbapenemases.

Quand et comment utiliser les tests de dépistage pour

Hodge Test Tests

Tests Tests MS-Tof  Milieux
enzymatiques  moléculaires selectifs
prélevements 1/ - ND 4
selles - + - +
Colonies + + +
ATB + + t
délal <3h <bh  <dh  24h

phénotypiques

+ +
+ +
24-48 h 24-48h

ATB = Antibiotique(s) MS-Tof = Maldi-Tof

Nous proposons l'algorithme suivant pour la détection des producteurs

carbapénémases :

() le dépistage des souches infectantes: réaliser le Carba NP tests

(Carbapenemase Nordmann-Poirel) sur des colonies isolées. S’il est positif,

I'identification moléculaire des genes peut étre effectuée principalement pour

des raisons épidémiologiques.
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(li) Le criblage des transporteurs: dépister des isolats résistants aux
carbapénémes en utilisant par exemple SUPERCARBA moyenne, suivie par
I'épreuve Carba NP (Carbapenemase Nordmann-Poirel) peut étre effectués sur
des colonies sélectionnées.Si ce dernier test est positif, l'identification

moléculaire des genes, principalement pour des raisons épidémiologiques.

La stratégie pour le dépistage et l'identification peut étre exécutée
différemment selon les moyens disponibles et propres de chaque laboratoire.

Le schéma suivant résume les différents tests qui peuvent étre utilisés :
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Day 0 Infecting strains Screening of l

carriers
H k]

I .

Urine Other samples
L. -

Blood culture Rectal swab, stools

L

s o

o

Day 1 s
. .'{‘m-i
=l = : 3 ;"’,'.
Selective or Strain isolation and Screening media
nonselective media ﬂuscaptlhrhty testing B,
"'QY'"
<2h § Carba NP test
DE}\" 2 Susceptibility testing
(disk diffusion, automated systems ...)
<2h 3 Carba NP test
6-8 h $$F Molecular detection of

carbapenemase genes
(PCR, hybridization)

12-18 h $%  Carbapenem hydrolysis
(spectrophotometry)
Day 3
0=24 h $$ Phenotypic confirmation tests

(disk combination methods, inhibition tests,
modified Hodge test ...)

=24 h $3% Molecular identification of carbapenemase genes
(sequencing, hybridization)



Figure 26. Stratégie pour lidentification des producteurs carbapénemases. Le temps
nécessaire pour effectuer le test est indiqué avant chaque test. Le nombre de flacons
indique le degré de spécialisation nécessaire pour effectuer le test, le nombre de S indique le

co(t relatif de chaque test. [43]

Ce schéma proposé pour la détection des producteurs carbapénémases
présente plusieurs avantages. Elle conduira a une identification rapide des
producteurs carbapénemases, ce qui permet la gestion des antibiotiques
adéquats, ceci est hautement urgent en raison de la pénurie actuelle de
nouveaux antibiotiques. Elle permettra d’éviter le développement d’épidémies
nosocomiales dues a des bactéries multirésistantes qui représentent une des

menaces médicales les plus inquiétantes.
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Xl. Recommandations pour la
prévention des éclosions d’entérobactéries
productrices de carbapénemases et leurs

prises en charge : #2134 ]

Chaque établissement de soins de santé devrait se doter d'un programme

de prévention et de contréle des organismes antibiorésistants. Considérant :

I’augmentation rapide de lincidence des bactéries productrices de

carbapénémases dans le monde;

- leur prévalence élevée dansles h6pitauxde certains pays,

- La capacité de ces souches a transmettre leurs génes de résistance a

d’autres espéeces et a provoquer des éclosions en milieux de soins;

- lerisque élevé de déces des patients ayant une bactériémie a
carbapénémases, en comparaison a ceux infectés par d’autres

germes .
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- Le choix thérapeutique limité pour traiter les patients infectés par ces

bactéries;

- la difficulté de définir le profil des patients a risque chez lesquels un

dépistage doit étre effectué des I'admission.

Les bactéries productrices de carbapénémases, considérées
comme « hautement résistantes », doivent faire I'objet d’une
surveillance particuliere, afin de limiter leur émergence et leur
diffusion. Pour cela, des mesures de prévention et de contrbéle doivent étre
établis et mises en application dans les milieux de soins aigus concernant
tout particulierement les entérobactéries productrices de
carbapénemases, du fait du caractere émergent de leur résistance,

de leur pouvoir de diffusion épidémique et de leur pathogénicité .

L’approche doit étre pluridimensionnelle et intégrer deux composantes
pour une situation devenue endémique : 'amélioration des précautions dites
standard et la rationalisation de la consommation des antibiotiques et de

leur prescription .
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1. Mesures standard: 215811601 [63][65] [75]

Il a été démontré que I'application rigoureuse de mesures de détection
précoce , de prévention et de contrble s’est avérée efficace pour prévenir la
transmission des entérobactéries productrices de carbapénémases et contréler
les éclosions (Calfee D et Jenkins SG 2008; Kochar S et al., 2009; Munoz-Price LS
et al., 2010). Cette section présente donc les mesures de prévention et
contréle a appliquer dans les milieux de soins aigus en considération des

évidences scientifiques disponibles sur leur indication et leur efficacité.

1.1 Intra-installation de communication ;®*

La Mise en oceuvre rapide des mesures de contréle nécessite une
collaboration étroite entre le personnel de laboratoire clinique, le personnel de
prévention des infections et des cliniciens d’ou la nécessité de mettre en
ceuvre des mesures visant a assurer une communication rapide entre eux
guand une entérobactérie productrice de carbapénémase est détectée dans le
prélevement d'un patient. On peut suivre les lignes de communication ci-

dessous:
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v" Communiquez avec le patient et sa famille pour leur expliquer les
motifs des précautions supplémentaires, tout en protégeant la vie

privée du patient.

v' b. Si les patients de I'unité ou de I'étage touché doivent étre
transférés, avisez I'établissement de soins de santé ou le service
d'accueil qu’ils proviennent d’une unité ou d'un étage touché par
une éclosion et que chacun d’entre eux doit faire I'objet de
précautions supplémentaires jusqu’a ce que I'on détermine gu'il
n‘est plus porteur d’entérobactéries productrices de

carbapénémases.

v' Maintenez la communication avec les experts et les réseaux
locaux. Les établissements de soins de santé qui n'ont pas
I'expertise ou les ressources nécessaires pour prendre en charge
I'éclosion d'entérobactéries productrices de carbapénemases
peuvent envisager de demander l'aide du bureau de santé
publique local, des réseaux régionaux de contrdle des infections ou

d'un centre hospitalier universitaire.

v" Communiquez avec la direction et le personnel de I'établissement

chaque jour pour le tenir au fait des progres de |’éclosion.
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v' Le statut du patient porteur d’entérobactéries productrices de
carbapénémase doit étre communiqué au moment du transfert
(utiliser un formulaire de transfert entre établissements) a
I'établissement de santé de réception dont I'admission ne doit pas
étre refusée uniquement sur la base de |'état de la CRE. Si un
patient est identifié par la CRE apres le transfert a un autre
établissement de santé, l'installation de réception doit étre

informée des résultats de laboratoire.

1.2 Formation et Education : ®*'®

- Offrez une formation interne dans l'unité et/ou I'étage touché et a

d'autres services ou a I’échelle de I’hopital au besoin.

- Mettre en ceuvre des mesures visant a éduquer le personnel et assurer
la conformité avec les établissements de soins prolongés et la prévention des
infections CRE-spécifique , par exemple des feuillets d'information a l'intention
du personnel de soins de santé (EPC) et feuillets d'information a l'intention

des patients et des visiteurs.
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1.3 Hygiéne personnelle du staff : ssiuterivo

L’observance de ces mesures est un enjeu de taille, car elles ne seraient

respectées que dans 60 % des cas .
» Hygiéne des mains

Se laver les mains avant d'entrer et aprés avoir quitté la chambre du

patient, quels que soient le patient et le contact prévu.

Utilisez des désinfectants pour les mains a base d'alcool (solution
hydroalcoolique si les mains ne sont pas visiblement souillées) ou avec du

savon et de I'eau. [¢”!

» Equipement de protection individuelle (EPI) pour le personnel de santé

entrant dans la chambre du résident :

L’équipement de protection individuelle doit étre porté pendant de
contact prévu avec les fluides corporels tell que sécrétions et excrétions ainsi
que le contact avec |'environnement du patient. Cela concerne principalement

les soins infirmiers, les services environnementaux, laboratoire, cuisine.
Utiliser des gants pour s’occuper du patient.
- Enlever les gants avant de quitter la chambre du patient.
- Jeter les gants dans les ordures ménageres et laver les mains

immédiatement.

113



A noter que les gants doubles ne sont pas obligatoires.

La surblouse est nesseccaire lorsque il ya de nombreux contactes avec
I’environnement du passaient; par exemple : nettoyage des selles,

changement des draps.

- Cette surblouse doit étre enlevée et placée dans un récipient « linge
sale » ou dans une poubelle ordinaire, le cas échéant, avant de quitter la

chambre du patient .
- La aussi, les gants doivent étre enlevés et les mains laver .

En cas d’éclaboussure ou de pulvérisation de fluide corporelle, le port de

protection des yeux et masque est obligatoire!®”

1.4 Nettoyage et désinfection de

I'environnement :; 581 (6111741

Le nettoyage et la désinfection des chambres et équipements de soins

des patients

Reconnus porteurs doivent étre réalisés selon la procédure requise :
- Mettre l'accent sur le nettoyage et la désinfection des surfaces a
proximité du patient et des zones High-touch par exemple c6tés de lit et

commodes de chevet) .
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- Utilisez des agents de nettoyage et désinfection enregistrés tous en
suivant les instructions du fabriquant (dilution, application et temps de

contact) pour maitriser leurs utilisations.

- Utiliser du matériel uniquement réservé au patient lorsque cela est

possible.

- Nettoyer et désinfecter les appareils réutilisables aprés chaque

utilisation.

1.5 Recommandation pour le laboratoire :

Les laboratoires devraient reconnaitre que le délai d'exécution est une
guestion cruciale pour la prévention de la transmission des organismes
antibiorésistants. Les professionnels en prévention des infections (PPI) et leurs
laboratoires devraient étre dotés de systémes de signalement qui les avisent
des cas soupconnés des EPC avant d'obtenir la confirmation. Le laboratoire
devrait recourir a des méthodes qui minimisent le délai d’exécution du

dépistage des échantillons renferment les organismes antibiorésistants. *% "]
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1.6 Mesures de controle des EPC

importées : [2°1 581161

Accueil du patient : le patient rapatrié sanitaire doit étre directement

admis dans le service concerné par ses soins sans passage par le service des

urgences.

Isolement prophylactique : le patient sera placé dans une chambre seule,

et les « précautions complémentaires contact » seront instaurées.

Dépistage systématique : un éventuel portage digestif devra étre

recherché par un écouvillonnage rectal et/ou une coproculture.

116



1.7 Dépistage précoce des entérobactéries

productrices de carbapénémases : *8! ¢4

Chaque fois que des entérobactéries productrices de carbapénemases
sont dépistées, le professionnel en prévention des infections, et la haute
direction de I'établissement de soins de santé doivent étre avisés pour que tous
efforts possibles doivent étre déployés pour tenter de déterminer la source des
nouveaux cas d’ERC. Chaque nouveau cas devrait faire l'objet d'une
investigation. En effet, toute souche de sensibilité diminuée aux
carbapénémes, gu’elle soit isolée dans des prélevements a visée diagnostique
ou a visée dépistage, doit bénéficier d’'une analyse phénotypique, puis
moléculaire des mécanismes de résistance. En cas de difficulté d’identification
de tels mécanismes de résistance, il est conseillé d’envoyer la souche pour
identification précise dans un laboratoire spécialisé. L’identification du statut
de porteur doit demeurer inscrite dans le dossier médical du patient et dans le
systeme informatique jusqu’a indication contraire du service de prévention des

infections, aprés I’analyse du dossier.

117



Le dépistage se fait par écouvillonnage rectal ou culture de selles et peut

avoir lieu :

» Lors de I’admission :

Lors de l'admission d’un patient rapatrié de [’étranger dans un
établissement de soins, il est recommandé de mettre immédiatement en place
des mesures de prévention complémentaires de type « contact » selon les
dernieres recommandations de la Société francaise d’hygiene hospitaliére, et
de réaliser un dépistage a la recherche d’entérobactéries productrices de

carbapénémases.

» En cours d’hospitalisation

Lors de la détection d’une souche productrice de carbapénemase en
dehors d’un contexte épidémique, un dépistage large et systématique doit étre

mis en place apres identification précise de la souche et de I'’enzyme produite.
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En conséquence :

Tous les patients séjournant sur la méme unité qu’un patient colonisé ou

infecté par une entérobactérie productrice de carbapénémases,

Alors que des précautions contre la transmission par contact n’étaient
pas appliquées; tous les contacts étroits des nouveaux cas identifiés
doivent faire I'objet d’'un dépistage, méme s’ils sont sur une autre unité.
Les contacts étroits sont les patients qui ont séjourné pendant plus de 24
heures dans la méme chambre qu’un porteur d’entérobactérie

productrice de carbapénemases,

Poursuivre le dépistage de l'unité toutes les semaines, jusqu’a deux
semaines suivant lidentification du dernier cas; lorsqu’aucune
transmission n’est documentée par les dépistages hebdomadaires,
évaluer la pertinence de réaliser des dépistages ponctuels sur les unités a

risque jusqu’au congé du patient porteur de I'entérobactérie résistante;

Lorsqu’un nouveau cas est identifié alors qu’il a recu son congé et que
des mesures d’isolement n’étaient pas mises en place lors de son séjour
hospitalier, évaluer la pertinence de réaliser un dépistage des unités a

risque.
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- Un systeme de suivi (préférablement électronique) et une base de
données des patients visés par un avertissement devraient étre mis en

place pour aider a les identifier au moment de leur réadmission.

Durant une épidémie, on devrait procéder au dépistage actif de toutes
les personnes qui ont été en contact avec des patients ayant des facteurs de
risque communs et on devrait envisager d'effectuer des dépistages de la
prévalence a un moment donné dans les unités et les zones ou les patients
présentent un risque élevé de contracter des entérobactéries productrices de

carbapénémases pendant leur séjour dans |'établissement de soins de santé.

1.8  Mesures d’isolement strictes : 81164119

La mise en chambre individuelle avec précautions de contact est
nécessaire chez les patients colonisés ou infectés par une carbapénémases

(pour limiter les transmissions croisées).

Si aucune chambre individuelle n'est pas disponible, la cohorte dans la
méme chambre avec un autre résident est envisageable. Les Colocataires

appropriés sont :
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e Les colonisés et/ou infectés par une entérobactérie productrice de

carbapénémase ;

e |es patients qui n'ont aucun dispositif invasif , par exemple : sondes

urinaires a cathéter , ou dispositifs de drainage ;

e |es patients non immunodéprimés et ceux qui ne présentent aucune

incontinence de l'urine et les feces ;

e Les Résidents neutropéniques ne doivent pas partager le méme

personnel avec les patients diagnostiqués positifs.

Les précautions supplémentaires qui accompagnent cet isolement

comprennent :
e ['usage de matériel et de fournitures réservé au patient ;

® Réduire le nombre des personnes qui entrent dans la chambre;

e |le patient doit rester dans sa chambre sauf s'il requiert des

interventions essentielles;

e le transfert entre établissements ne devrait étre effectué que s’il est
nécessaire du point de vue médical. L’établissement de soins de santé d'accueil

doit étre informé des précautions requises;
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eéviter le transfert au sein de I'établissement dans la mesure du possible;
si celui-ci est nécessaire pour des raisons médicales, l'unité ou le service

d'accueil doit étre avisé des précautions nécessaires;

echaque personne qui a été en contact avec le patient doit faire I'objet de

précautions contre les contacts et d'un dépistage actif.

e e patient doit se laver les mains et porter des vétements propres avant

de quitter la salle .
Il faut aussi signale qu’un isolement entraine aussi :

v' Premiérement , un temps passé et un nombre de visites moins
fréquent de la part du personnel soignant (de I'ordre de la moitié)

du fait des précautions complémentaires .

v' Deuxiémement et probablement en conséquence, on observe
chez les patients isolés davantage d’effets indésirables liés aux

soins .

v" Troisiemement, I'isolement des patients aurait pour conséquence

d’entrainer davantage de syndromes dépressifs .
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v Enfin, le fait d’isoler un patient entraine un allongement de sa
durée de séjour avant transfert dans un autre service et un

allongement des délais avant examen programmé.

1.9 Ergothérapie et physiothérapie du

patient : *® [l

Pour les patients avec des sécrétions et/ou excrétions incontrolées (y
compris les résidents incontinents), tous les traitements de réadaptation et
autres activités devraient étre fournis dans la chambre de ces derniers, si leurs

bien-étre ne sont pas compromis.

Les Thérapeutes, techniciens et tous les autres membres du personnel
qui fournissent ces soins et services doivent suivre les mesures de prévention
des infections lors de la prestation de services dans la chambre du patient, en

particulier:

e Se laver les mains avant d'entrer et aprés avoir quitté la chambre du

patient;

e Porter des gants pour tout contact avec le patient ou son

environnement .
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e Porter une surblouse avant tout contact prévu avec le patient ou son

I'environnement ;

e Utiliser des équipements jetables non critiques, ou instruments et

dispositifs dédiés au patient ou a usage unique lorsque cela est possible.

- Nettoyer et désinfecter les instruments et les dispositifs

immédiatement apreés utilisation.

Si le traitement ne peut étre effectué dans la chambre du patient,
appliquer les mesures suivantes pour réduire le risque de transmission a

d'autres patients, les travailleurs de la santé et de I'équipement:

e tous les patients EPC (entérobactéries productrices de
carbapénémases) positifs doivent passer en dernier pour leurs sessions de

thérapie de la journée;

e |e personnel de thérapie doit étre avisé des patients avant le transport,

e Assurez-vous du confinement d'urine, d'excréments et du drainage des

plaies;

e |e patient doit se laver les mains avant de quitter la salle et doit avoir sa

propre source.

e Les thérapeutes doivent se laver les mains avant et immédiatement

apres la prestation de soins ou de services.
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1.10 Visiteurs du patient : ®* *

Les visiteurs du patient ayant EPC (entérobactéries productrices de
carbapénémases) positif devraient suivre la politique de I'établissement de

soins pour les visiteurs pour prévenir la transmission des ERC, y compris:

e Porter des équipements de protection individuelle EPI (blouses, gants,

masques) pour effectuer des soins directs aux patients ;
e Se laver les mains en entrant et en sortant de la chambre du patient;
e Evitez I'itinérance et I'entrée dans les chambres des autres patients;

e Evitez de visiter d’autres patients. Si toutefois un visiteur s’occupe de

plus d'un patient, ils doivent se laver les mains avant chaque soin.
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1.11 Interruption des précautions de

contact/Durée des précautions supplémentaires : *®

Pour ce qui est durée ;aucune donnée n'est disponible sur la durée de
portage d’'une entérobactérie productrice d’'une carbapénémase et la plupart
des patients colonisés ne présentent pas de symptomes. Selon les
recommandations actuelles des spécialistes, il est prudent de maintenir les
précautions contre la transmission par contact pendant toute la durée de
I’"hospitalisation de méme qu’ils devraient étre considérés comme étant
colonisés et faire de nouveau 'objet de précautions supplémentaires s’ils sont
réhospitalisés au cours de I’'année qui suit. Lors d’un séjour prolongé, I'équipe
de prévention des infections pourrait envisager de mettre fin a I'isolement si
plusieurs résultats de dépistages, réalisés une semaine ou plus suivant l'arrét

de tout antibiotique topique ou systémique, sont négatifs.
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2. Rationalisation de la consommation des

antibiotiques et de leur prescription : 58160 [621[63] [66]

La rationalisation de la prescription des antibiotiques en ville comme
a I'hopital est le second enjeu de cette prévention. Celle-ci doit se faire a
plusieurs niveaux, pour les infections a germes non-multirésistants et a germes
multirésistants. Voici quelques pistes pour promouvoir l'utilisation judicieuse

des antibiotiques :

- la mise en place d’'un programme de surveillance de l'usage des
antibiotiques accompagné de guides cliniques et d'activités de formation
continue son des éléments qu’il est souhaitable d’implanter dans les milieux de

soins.

- L'usage optimal des antibiotiques: c’est un élément incontournable
d’un programme de prévention de I'émergence de la résistance bactérienne.
Selon Hawkey (2008), il s’agirait la de la premiére action a réaliser pour réduire
la pression sélective générée par |'utilisation des antibiotiques. D’ailleurs, les
plans d’action nationaux et internationaux visant a prévenir la résistance

bactérienne aux antibiotiques en font une priorité.
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- l'utilisation des C3G dans le traitement des infections par des B -
lactamases a spectre étendu [BLSE] lorsqu’elles apparaissent sensibles sur
I’antibiogramme pour diminuer la consommation d’imipénéme ou

carbapenmes.
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Xll. Traitement des infections dues aux

producteurs carbapénemases : ©#eraemvs s o oo

La distinction entre patients colonisés (qui constituent actuellement la
majorité des cas rapportés) et patients infectés est importante, car un
traitement antibiotique ne devrait étre instauré que chez les patients qui
présentent une infection documentée. La Polymyxines, la tigécycline et la
fosfomycine sont les agents les plus utilisés dans ce dernier cas, mais ils ont
tous des limites. Le dosage varie avec le patient et le site de l'infection, mais
devrait étre mis sur le principe du «plus slr» plutét que de «minimum
potentiellement efficace»; la durée devrait étre en standard pour le type

d'infection.

Les données actuellement disponibles dans la littérature concernant
I’antibiothérapie des patients infectés par des bactéries productrices de

carbapénémases peuvent se résumer comme suit : Tableau 10
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Tableau 10: Antibiothérapie des patients infectés par des bactéries productrices de

carbapenemases. 8

Molécule |

Polymyxin B et
E (colistin)

(iv)

. Dose de charge
initiale de 6 a 9 MiU

. Posologie journaliére
doit étre comprise
entre 9 et 12 MiU
administrées en 2, 3
ou méme 4 doses (a
fonction rénale

Potentiel

Actives contre 90% des
producteurs.

Rapports de cas d'utilisation
réussie dans une gamme
d'infections dues aux
producteurs carbapenemases.

Limites

Néphro et neurotoxicité significative

Pauvre pénétration au poumon.

(iv)

. 100-150 mg 2 fois/

Actif in vitro contre la plupart
des E. coli carbapénémes
résistante.

normale)
Concentrations sanguines faibles;
inappropriés dans les infections urinaires que
Tigecycline seulement 22% excrété dans l'urine.

Surmortalité dans certains essais, esp.
pneumonies acquises sous ventilation (pas
une indication autorisée).

. 4-8 g 3 fois / jour

Efficace dans les infections urinaires

jour
Beaucoup Klebsiella seulement
modérément sensible (CMI, 2 mg /L),
d'autres résistants.
At conire Iapluparides La sensibilité limite commune a  Klebsiella
Fosfo mycin carbapenemases,1 y compris NDM- spp.
. (oral eti.v.)

Risque de résistance par mutation.

Remarque : Les traitements associant deux antibiotiques ou plus sont plus efficaces qu’une monothérapie.
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Conclusion
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Conscience de leur entrée en milieu hospitalier, les producteurs
carbapénémases représentent une nouvelle menace majeure pour la santé
publique. Ces souches nécessitent d’étre rapidement et efficacement détectées
afin de prendre au plus vite les mesures préventives et thérapeutiques
appropriées vis-a-vis des patients qui les hébergent. Leur détection peut parfois
se révéler difficile, mais les nouvelles techniques de biologie moléculaire sont
des  outils puissants et robustes permettant leur détection et leur

identification.

La modulation des facteurs qui favorisent la propagation des producteurs
carbapénémases dans la communauté est difficile parce que ces facteurs sont
multiples et sont associés a I'absence d’utilisation d’hygiéne, la surutilisation de
médicaments antibactériens, et l'augmentation des voyages a travers le
monde. Nous ne pouvons pas prédire la vitesse de diffusion de ces producteurs
carbapénémases et leurs prévalences réelles sont encore inconnues, car de
nombreux pays qui sont susceptibles d’étre leurs principaux réservoirs n’ont
pas établi de protocoles de recherche pour leur détection. Des études récentes
préviennent que nous sommes maintenant au bord de deux épidémies
concomitantes de producteurs carbapénémases a travers le monde. La
premiere épidémie sera causée principalement par les producteurs
carbapénémases dans Escherichia  coli comme source d’infections
communautaires. Ces carbapénemases sont donc loin surtout de la New Delhi

Metalo (NDM) et des types OXA-48.Quelques rapports publiés de la

132



communauté infections causée par les producteurs carbapénémases sont
disponibles, mais il est plus probable que le nombre de cas en zones d’endémie
sont déja élevés. L'exemple de la propagation des producteurs de BLSE dans la
communauté au cours des dix dernieres années nous montre que le taux élevé
de producteurs carbapénemases dans E. coli peut étre atteint rapidement dans

le monde. Par opposition a une épidémie virale, comme la grippe pandémique

(HIN1) 2009, I'épidémie de producteurs carbapénémases ne peut pas s’arréter
spontanément. Ces épidémies communautaires seront difficiles a controler. La
deuxieme épidémie sera probablement causer principalement par les
producteurs carbapénémases nosocomiaux dans K. pneumonie de tous types
(KPC, IMP, VIM, NDM, et OXA-48). Il est probable que dans certains pays les
taux élevés de différents types de producteurs carbapénémases peuvent déja
exister, par exemple, en Gréce (VIM et KPC) et dans le sous-continent indien
(NDM, KPC, OXA-181). K.pneumoniae jouera un rbéle majeur, car il a été
identifié a plusieurs reprises comme, étant les espéces les plus communes pour

les entérobactéries BLSE, propagation de geénes dans les établissements de

soins de santé au cours des 30 derniéres années.

Au Maroc, la prévalence de la résistance induite par les carbapénémases
reste encore mal connue, vu I'absence d’un systeme de surveillance sanitaire
pour ces enzymes. |l convient évidemment de tout mettre en ceuvre pour
mettre fin a cette situation. Pour cela, la synthese et I'application rigoureuse de

stratégies de dépistage et protocoles de maitrise de la diffusion doivent étre
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établies en urgence. Il convient également de limiter au maximum la pression
de sélection et donc de maitriser la prescription des carbapénémes, grace a la
rédaction de recommandations d’une part, et a la présence de référents
antibiotiques dans les hopitaux, d’autre part. Ceux d’autant qu’il n’existe
actuellement pas de perspective proche de mise sur le marché de nouveaux

antibiotiques.
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L’émergence de la résistance aux carbapénemes constitue un véritable défi en cela
gu’elle conduit a des impasses thérapeutiques. Cette résistance peut étre due a des
mécanismes chromosomiques (altération de la porine OprD chez Pseudomonas aeruginosa),
a I'association de mécanismes de résistances (b-lactamase a spectre étendu [BLSE] et/ou
céphalosporinase associée a une perte de la perméabilité membranaire chez les
entérobactéries) ou a la production d’enzymes hydrolysant les carbapénemes. Ce dernier
mécanisme est le plus inquiétant par le fait que les genes codant pour ces enzymes sont
habituellement situés sur des éléments génétiques mobiles (plasmides, transposons,
intégrons) permettant une dissémination rapide. Les carbapénémases constituent un groupe
hétérogene d’enzymes dont le point commun est d’hydrolyser au moins un des
carbapénémes. Les plus fréquentes sont KPC (classe A d’Ambler), VIM, IMP, NDM (classe B),
OXA-48 et OXA-23 (classe D). Ces enzymes sont retrouvées dans une grande variété
d’espéces bactériennes (entérobactéries, P. aeruginosa et Acinetobacter baumannii). Les
carbapénémases ont une distribution géographique mondiale, mais certains pays semblent
plus spécifiguement touchés. Il est ainsi nécessaire d’appliquer les recommandations
récentes et de dépister activement les patients a risques ou ceux en provenance de zones

endémiques afin de prévenir la dissémination de cette résistance dans nos les hopitaux.
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Carbapenem resistance poses a serious threat as it leads to therapeutic dead-end. It
might be achieved through selective loss of external membrane permeability (such as
OprD porin loss in Pseudomonas aeruginosa), combination of imperme- ability with various
wide-spectrum  b-lactamases  (extended-spectrum b-lactamase [ESBL] and/ or
cephalosporinase) or carbapenem-hydrolyzing enzymes i.e., carbapenemases. The latter are
of concern as their respective encoding genes are carried by transmissible genetic elements
that leads to a wide and rapid dissemination. Carbapenemases encompass heterogeneous
enzymes of which denominator is to hydrolyze at least one carbapenem. The most prevalent
are KPC (Ambler class A), VIM, IMP, NDM (class B), OXA-48 and OXA-23 (class D). They have
been described in a large subset of bacterial species (Enterobacteriaceae, P.
aeruginosa and Acinetobacter baumannii). Carbapenemases have been isolated
worldwide, yet some countries appear to be specifically stricken. It is therefore necessary to
implement the recent recommendations and actively detect risk patients or those from

endemic areas to prevent the spread of this resistance in our hospitals.
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