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1. ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS ET PHARMACIENS

PROFESSEURS DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR :

Décembre 1984

Pr. MAAOUNI Abdelaziz

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi
Pr. SETTAF Abdellatif
Décembre 1989

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

Janvier et Novembre 1990
Pr. KHARBACH Aicha

Pr. TAZI Saoud Anas

Eévrier Avril Juillet et Décembre 1991

Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZAD Rachid

des Orangers

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida
Rabat

Pr. TAOUFIK Jamal
Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza
Pr. CHRAIBI Chafiq

Pr. EL OUAHABI Abdessamad
Pr. FELLAT Rokaya

Pr. IDDANE Mohamed

Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr. BENJAAFAR Noureddine
Pr. BEN RAIS Nozha

Pr. CAOUI Malika

Pr. CHRAIBI Abdelmjid

de la FMPA

Pr. EL AMRANI Sabah

Pr. ERROUGANI Abdelkader
Pr. ESSAKALI Malika

Pr. ETTAYEBI Fouad

Pr. IFRINE Lahssan

Pr. RHRAB Brahim

Enseignant militaire

Médecine Interne - Clinique Rovale
Anesthésie -Réanimation
Pathologie Chirurgicale

Médecine Interne —Doven de la FMPR

Neurologie

Gynécologie -Obstétrique
Anesthésie Réanimation

Anesthésie Réanimation

Néphrologie

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique Méd. Chef Maternité

Pharmacologie
Histologie Embryologie
Pédiatrie

Pharmacologie- Dir. du Centre National PV

Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale Doven de FMPT

Anesthésie Réanimation
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie
Cardiologie

Anatomie

Microbiologie

Radiothérapie

Biophysique

Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques Doven

Gynécologie Obstétrique

Chirurgie Générale - Directeur du CHUIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique

Chirurgie Générale

Gynécologie —Obstétrique



Pr. SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr. ABBAR Mohamed*

Pr. BENTAHILA Abdelali

Pr. BERRADA Mohamed Saleh
Pr. CHERKAOUI Lalla Ouafae
Pr. LAKHDAR Amina

Pr. MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr. ABOUQUAL Redouane

Pr. AMRAOUI Mohamed

Pr. BAIDADA Abdelaziz

Pr. BARGACH Samir

Pr. EL MESNAOUI Abbes

Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila
ANDALOUSSI Ahmed

Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia
Pr. SEFIANI Abdelaziz

Pr. ZEGGWAGH Amine Ali
Décembre 1906

Pr. BELKACEM Rachid

Pr. BOULANOUAR Abdelkrim
Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
Pr. GAOUZI Ahmed

Pr. OUZEDDOUN Naima

Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr. ALAMI Mohamed Hassan
Pr. BIROUK Nazha

Pr. FELLAT Nadia

Pr. KADDOURI Noureddine

Pr. KOUTANI Abdellatif

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
Pr. MAHRAOUI CHAFIQ

Pr. TOUFIQ Jallal

Pr. YOUSFI MALKI Mounia
Novembre 1998

Pr. BENOMAR ALI

Pr. BOUGTAB Abdesslam

Pr. ER RIHANI Hassan

Pr. BENKIRANE Majid*
Janvier 2000

Pr. ABID Ahmed*

Pr. AIT OUAMAR Hassan

Pr. BENJELLOUN Dakhama Badr Sououd
Pr. BOURKADI Jamal-Eddine
Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
Pr. ECHARRAB EI Mahjoub

Pr. EL FTOUH Mustapha

Enseignant militaire

Dermatologie

Urologie Lnspecteur du SSIV|
Pédiatrie

Traumatologie - Orthopédie
Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale

Chirurgie Générale

Gynécologie Obstétrique

Gynécologie Obstétrique

Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie Pr. IBEN ATTYA
Urologie

Ophtalmologie

Génétique

Réanimation Médicale

Chirurgie Pédiatrie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Néphrologie

Cardiologie Directeur HMI Mohammed V

Gynécologie-Obstétrique

Neurologie

Cardiologie

Chirurgie Pédiatrique

Urologie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Psychiatrie  Directeur Hop.Ar-razi Salé

Gynécologie Obstétrique

Neurologie Doven de la FM Abulcassis
Chirurgie Générale

Oncologie Médicale

Hématologie

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie



Pr. EL MOSTARCHID Brahim*
Pr. TACHINANTE Rajae

Pr. TAZI MEZALEK Zoubida
Novembre 2000

Pr. AIDI Saadia

Pr. AJANA Fatima Zohra

Pr. BENAMR Said

Pr. CHERTI Mohammed

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
Pr. EL HASSANI Amine

Pr. EL KHADER Khalid

Pr. GHARBI Mohamed EIl Hassan
Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae
Décembre 2001

Pr. BALKHI Hicham*

Pr. BENABDELJLIL Maria

Pr. BENAMAR Loubna

Pr. BENAMOR Jouda

Pr. BENELBARHDADI Imane
Pr. BENNANI Rajae

Pr. BENOUACHANE Thami

Pr. BEZZA Ahmed*

Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
Pr. BOUMDIN EI Hassane*

Pr. CHAT Latifa

Pr. EL HIURI Ahmed

Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid
Pr. EL MADHI Tarik

Rabat

Pr. EL OUNANI Mohamed

Pr. ETTAIR Said

(Cheikh Khalifa)

Pr. GAZZAZ Miloudi*

Pr. HRORA Abdelmalek

Pr. KABIRI EL Hassane*

Pr. LAMRANI Moulay Omar

Pr. LEKEHAL Brahim

Acad. Est.

Pr. MEDARHRI Jalil

Pr. MIKDAME Mohammed*

Pr. MOHSINE Raouf

Pr. NOUINI Yassine

Pr. SABBAH Farid

Pr. SEFIANI Yasser

Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia
Décembre 2002

Pr. AMEUR Ahmed*

Pr. AMRI Rachida

Pr. AOURARH Aziz*

Enseignant militaire

Neurochirurgie
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie - Directeur Hop.Cheikh Zaid
Urologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Pédiatrie

Anesthésie-Réanimation
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie
Anatomie

Radiologie

Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique Directeur Hop. Des Enfants

Chirurgie Générale

Pédiatrie - Directeur HOop. Univ. International

Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale Directeur Hopital 1bn Sina

Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie

Chirurgie Vasculaire Périphérique \V-D chargé Aff

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Urologie
Cardiologie
Gastro-Entérologie



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

BAMOU Youssef*
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
CHOHO Abdelkrim*
CHKIRATE Bouchra

FILALI ADIB Abdelhai
HAJJI Zakia
KRIOUILE Yamina
OUJILAL Abdelilah
RAISS Mohamed

SIAH Samir*

THIMOU Amal
ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr
Pr

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

. ABDELLAH EI Hassan

. AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHARMAZ Mohamed
MOUGHIL Said

OUBAAZ Abdelbarre*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

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

Pr

Pr.

ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALLALI Fadoua
AMAZOUZI Abdellah
BAHIRI Rachid
BARKAT Amina
BENYASS Aatif*
DOUDOUH Abderrahim*
HAJJI Leila

HESSISSEN Leila

. JIDAL Mohamed*
LAAROUSSI Mohamed

Enseignant militaire

EL ALAMI EL Fellous Sidi Zouhair

Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie

Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Rhumatologie

Ophtalmologie

Rhumatologie Directeur Hop. Al Avachi Salé

Pédiatrie

Cardiologie

Biophysique

Cardiologie (mise en disponibilité)
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire



Pr. LYAGOUBI Mohammed Parasitologie

Pr. SBIHI Souad Histo-Embryologie Cytogénétique
Pr. ZERAIDI Najia Gynécologie Obstétrique
AVRIL 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen* Rhumatologie

Pr. BELMEKKI Abdelkader* Hématologie

Pr. BENCHEIKH Razika O.R.L

Pr. BOUHAFS Mohamed EI Amine Chirurgie — Pédiatrique
Pr. BOULAHYA Abdellatif* Chirurgie Cardio - Vasculaire. Directeur Hopital
1bn Sina Marr.

Pr. CHENGUETI ANSARI Anas Gynécologie Obstétrique
Pr. DOGHMI Nawal Cardiologie

Pr. FELLAT Ibtissam Cardiologie

Pr. FAROUDY Mamoun Anesthésie Réanimation
Pr. HARMOUCHE Hicham Médecine Interne

Pr. IDRISS LAHLOU Amine* Microbiologie

Pr. JROUNDI Laila Radiologie

Pr. KARMOUNI Tariq Urologie

Pr. KILI Amina Pédiatrie

Pr. KISRA Hassan Psychiatrie

Pr. KISRA Mounir Chirurgie - Pédiatrique
Pr. LAATIRIS Abdelkader* Pharmacie Galénique

Pr. LMIMOUNI Badreddine* Parasitologie

Pr. MANSOURI Hamid* Radiothérapie

Pr. OUANASS Abderrazzak Psychiatrie

Pr. SAFI Soumaya* Endocrinologie

Pr. SOUALHI Mouna Pneumo - Phtisiologie

Pr. TELLAL Saida* Biochimie

Pr. ZAHRAOQOUI Rachida Pneumo - Phtisiologie
Octobre 2007

Pr. ABIDI Khalid Réanimation médicale

Pr. ACHACHI Leila Pneumo phtisiologie

Pr. AMHAJJI Larbi* Traumatologie orthopédie
Pr. AOUFI Sarra Parasitologie

Pr. BAITE Abdelouahed* Anesthésie réanimation
Pr. BALOUCH Lhousaine* Biochimie-chimie

Pr. BENZIANE Hamid* Pharmacie clinique

Pr. BOUTIMZINE Nourdine Ophtalmologie

Pr. CHERKAOQOUI Naoual* Pharmacie galénique

Pr. EL BEKKALI Youssef* Chirurgie cardio-vasculaire
Pr. EL ABSI Mohamed Chirurgie générale

Pr. EL MOUSSAOQUI Rachid Anesthésie réanimation
Pr. EL OMARI Fatima Psychiatrie

Pr. GHARIB Noureddine Chirurgie plastique et réparatrice
Pr. HADADI Khalid* Radiothérapie

Pr. ICHOU Mohamed* Oncologie médicale

Pr. ISMAILI Nadia Dermatologie

Pr. KEBDANI Tayeb Radiothérapie

Pr. LOUZI Lhoussain* Microbiologie

Enseignant militaire



Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. MADANI Naoufel

. MARC Karima

. MASRAR Azlarab

. OUZZIF Ez zohra*

. SEFFAR Myriame

. SEKHSOKH Yessine*
. SIFAT Hassan*

. TACHFOUTI Samira

. TAJDINE Mohammed Tarig*
. TANANE Mansour*

. TLIGUI Houssain

. TOUATI Zakia

Mars 2009

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.

. ABOUZAHIR Ali*

. AGADR Aomar*

. AIT ALI Abdelmounaim*
. AKHADDAR Ali*

. ALLALI Nazik

. AMINE Bouchra

. ARKHA Yassir
BELYAMANI Lahcen*
BJIJOU Younes
BOUHSAIN Sanae*
BOUI Mohammed*
BOUNAIM Ahmed*
BOUSSOUGA Mostapha*
CHTATA Hassan Toufik*
DOGHMI Kamal*

EL MALKI Hadj Omar
EL OUENNASS Mostapha*
ENNIBI Khalid*

FATHI Khalid
HASSIKOU Hasna*
KABBAJ Nawal

KABIRI Meryem
KARBOUBI Lamya
LAMSAOURI Jamal*
MARMADE Lahcen
MESKINI Toufik
MESSAOUDI Nezha*
MSSROURI Rahal
NASSAR Ittimade
OUKERRAJ Latifa

Enseignant militaire

RHORFI Ismail Abderrahmani*

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Biochimie-chimie
Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Chirurgie générale
Traumatologie-orthopédie
Parasitologie
Cardiologie

Médecine interne
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Neuro-chirurgie
Radiologie
Rhumatologie

Neuro-chirurgie Directeur Hop.des Spécialités

Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale
Traumatologie-orthopédie

Chirurgie Vasculaire Périphérique

Hématologie clinique
Chirurgie Générale
Microbiologie
Médecine interne
Gynécologie obstétrique
Rhumatologie
Gastro-entérologie
Pédiatrie

Pédiatrie

Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie
Pneumo-Phtisiologie



Octobre 2010
Pr. ALILOU Mustapha

Pr. AMEZIANE Taoufig*

Pr. BELAGUID Abdelaziz

Pr. CHADLI Mariama*

Pr. CHEMSI Mohamed*

Pr. DAMI Abdellah*

Pr. DARBI Abdellatif*

Pr. DENDANE Mohammed Anouar
Pr. EL HAFIDI Naima

Pr. EL KHARRAS Abdennasser*
Pr. EL MAZOUZ Samir

Pr. EL SAYEGH Hachem

Pr. ERRABIH Ikram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*

Pr. ZOUAIDIA Fouad
Decembre 2010

Pr. ZNATI Kaoutar

Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed

Pr. ABOUELALAA Khalil*

Pr. BENCHEBBA Driss*

Pr. DRISSI Mohamed*

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL OUAZZANI Hanane*

Pr. ER-RAJI Mounir

Pr. JAHID Ahmed

Février 2013

Pr. AHID Samir

Pr. AIT EL CADI Mina

Pr. AMRANI HANCHI Laila
Pr. AMOR Mourad

Pr. AWAB Almahdi

Pr. BELAYACHI Jihane

Pr. BELKHADIR Zakaria Houssain
Pr. BENCHEKROUN Laila

Pr. BENKIRANE Souad

Pr. BENSGHIR Mustapha*

Pr. BENYAHIA Mohammed*
Pr. BOUATIA Mustapha

Pr. BOUABID Ahmed Salim*
Pr. BOUTARBOUCH Mahjouba
Pr. CHAIB Ali*

Pr. DENDANE Tarek

Pr. DINI Nouzha*

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI
Mohamed Ali

Enseignant militaire

Anesthésie réanimation

Médecine Interne Directeur ERSSM

Physiologie
Microbiologie
Médecine Aéronautique
Biochimie- Chimie
Radiologie

Chirurgie Pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Plastique et Réparatrice
Urologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique

Anatomie Pathologique

Chirurgie pédiatrique
Anesthésie Réanimation
Traumatologie-orthopédie
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Chirurgie Pédiatrique
Anatomie Pathologique

Pharmacologie
Toxicologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Réanimation Médicale
Anesthésie-Réanimation
Biochimie-Chimie
Hématologie

Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chimie Analytique et Bromatologie
Traumatologie orthopédie
Anatomie

Cardiologie

Réanimation Médicale
Pédiatrie

Anesthésie Réanimation



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.

ELFATEMI NIZARE
EL GUERROUJ Hasnae
EL HARTI Jaouad

EL JAOUDI Rachid*
EL KABABRI Maria
EL KHANNOUSSI Basma
EL KHLOUFI Samir
EL KORAICHI Alae
EN-NOUALI Hassane*
ERRGUIG Laila
FIKRI Meryem

GHFIR Imade

IMANE Zineb

IRAQI Hind

KABBAJ Hakima
KADIRI Mohamed*
LATIB Rachida
MAAMAR Mouna Fatima Zahra
MEDDAH Bouchra
MELHAOQUI Adyl
MRABTI Hind
NEJJARI Rachid
OUBEJJA Houda
OUKABLI Mohamed*
RAHALI Younes
RATBI llham
RAHMANI Mounia
REDA Karim*
REGRAGUI Wafa
RKAIN Hanan
ROSTOM Samira
ROUAS Lamiaa
ROUIBAA Fedoua*
SALIHOUN Mouna
SAYAH Rochde
SEDDIK Hassan*
ZERHOUNI Hicham
ZINE Ali*

AVRIL 2013

Pr. EL KHATIB MOHAMED KARIM*

MARS 2014

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ACHIR Abdellah

. BENCHAKROUN Mohammed*
. BOUCHIKH Mohammed

. EL KABBAJ Driss*

. EL MACHTANI IDRISSI Samira*

. HARDIZI Houyam
. HASSANI Amale*

Enseignant militaire

ECH-CHERIF EL KETTANI Najwa

Radiologie
Neuro-chirurgie
Médecine Nucléaire
Chimie Thérapeutique
Toxicologie

Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Anatomie

Anesthésie Réanimation
Radiologie

Physiologie

Radiologie

Médecine Nucléaire
Pédiatrie

Endocrinologie et maladies métaboliques
Microbiologie

Psychiatrie

Radiologie

Médecine Interne
Pharmacologie
Neuro-chirurgie
Oncologie Médicale
Pharmacognosie

Chirugie Pédiatrique
Anatomie Pathologique
Pharmacie Galénique Vice-Doyen a la Pharmacie
Génétique

Neurologie
Ophtalmologie
Neurologie

Physiologie
Rhumatologie

Anatomie Pathologique
Gastro-Entérologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Chirurgie Pédiatrique
Traumatologie Orthopédie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale

Chirurgie Thoracique

Traumatologie- Orthopédie

Chirurgie Thoracique

Néphrologie

Biochimie-Chimie

Histologie- Embryologie-Cytogénétique
Pédiatrie



Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. HERRAK Laila

. JEAIDI Anass*

. KOUACH Jaouad*

. MAKRAM Sanaa*

. RHISSASSI Mohamed Jaafar
. SEKKACH Youssef*

. TAZI MOUKHA Zakia

DECEMBRE 2014

Pr
Pr

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

. ABILKACEM Rachid*

. AIT BOUGHIMA Fadila
BEKKALI Hicham*
BENAZZOU Salma
BOUABDELLAH Mounya
BOUCHRIK Mourad*
DERRAJI Soufiane*

EL AYOUBI EL IDRISSI Ali

EL MARJANY Mohammed*
FEJJAL Nawfal

JAHIDI Mohamed*
LAKHAL Zouhair*
OUDGHIRI NEZHA

RAMI Mohamed

SABIR Maria

SBAI IDRISSI Karim*

AOQOUT 2015

Pr
Pr

. MEZIANE Meryem
. TAHIRI Latifa

PROFESSEURS AGREGES :
JANVIER 2016

Pr
Pr
Pr
Pr

. BENKABBOU Amine
. EL ASRI Fouad*
. ERRAMI Noureddine*
. NITASSI Sophia

JUIN 2017

Pr

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

. ABI Rachid*
ASFALOU llyasse*
BOUAITI El Arbi*
BOUTAYEB Saber

EL GHISSASSI Ibrahim
HAFIDI Jawad
MAJBAR Mohammed Anas
OURAINI Saloua*
RAZINE Rachid
SOUADKA Amine
ZRARA Abdelhamid*

MAIL 2018

Pr

. AMMOURI Wafa

Enseignant militaire

EL GHADBANE Abdedaim Hatim*

Pneumologie
Hématologie Biologique
Génycologie-Obstétrique
Pharmacologie

ccv

Médecine Interne
Génécologie-Obstétrique

Pédiatrie

Médecine Légale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Maxillo-Faciale
Biochimie-Chimie
Parasitologie

Pharmacie Clinique
Anatomie
Anesthésie-Réanimation
Radiothérapie

Chirurgie Réparatrice et Plastique

O.R.L

Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Psychiatrie

Médecine préventive, santé publique et Hyg.

Dermatologie
Rhumatologie

Chirurgie Générale
Ophtalmologie
O.R.L

O.R.L

Microbiologie
Cardiologie

Médecine préventive, santé publique et Hyg.

Oncologie Médicale
Oncologie Médicale
Anatomie

Chirurgie Générale
O.R.L

Meédecine préventive, santé publique et Hyg.

Chirurgie Générale
Immunologie

Médecine interne



Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. BENTALHA Aziza

. EL AHMADI Brahim

. EL HARRECH Youness*
. EL KACEMI Hanan

. EL MAJJAOUI Sanaa

. FATIHI Jamal*

. GHANNAM Abdel-llah

. JROUNDI Imane

. MOATASSIM BILLAH Nabil
. TADILI Sidi Jawad

. TANZ Rachid*

NOVEMBRE 2018

Pr
Pr
Pr

. AMELLAL Mina
. SOULY Karim
. TAHRI Rajae

NOVEMBRE 2010

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.

. AATIF Taoufig*

. ACHBOUK Abdelhafid*

. ANDALOUSSI SAGHIR Khalid
BABA HABIB Moulay Abdellah*
BASSIR RIDA ALLAH
BOUATTAR TARIK
BOUFETTAL MONSEF
BOUCHENTOUF Sidi Mohammed*
BOUZELMAT HICHAM*
BOUKHRIS JALAL*

CHAFRY BOUCHAIB*
CHAHDI HAFSA*

CHERIF EL ASRI ABAD*
DAMIRI AMAL*

DOGHMI NAWFAL*
ELALAOUI SIDI-YASSIR

EL ANNAZ HICHAM*

EL HASSANI MOULAY EL MEHDI*
EL HIOUJI ABDERRAHMAN*
EL KAOUI HAKIM*

EL WALI ABDERRAHMAN~*
EN-NAFAA ISSAM*
HAMAMA JALAL*
HEMMAOUI BOUCHAIB*
HJIRA NAOUFAL*

JIRA MOHAMED*

JNIENE ASMAA

LARAQUI HICHAM*
MAHFOUD TARIK*
MEZIANE MOHAMMED*
MOUTAKI ALLAH YOUNES*
MOUZARI YASSINE*

NAOUI HAFIDA*

Enseignant militaire

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Urologie

Radiothérapie
Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie-Réanimation

Médecine préventive, santé publique et Hyg.

Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Oncologie Médicale

Anatomie
Microbiologie
Histologie-Embryologie-Cytogénétique

Néphrologie

Chirurgie réparatrice et plastique
Radiothérapie
Gynécologie-Obstétrique
Anatomie

Néphrologie

Anatomie
Chirurgie-Générale
Cardiologie
Traumatologie-Orthopédie
Traumatologie-Orthopédie
Anatomie pathologique
Neuro-chirurgie

Anatomie Pathologique
Anesthésie-Réanimation
Pharmacie-Galénique
Virologie
Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Radiologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
O.R.L

Dermatologie

Médecine interne
Physiologie
Chirurgie-Générale
Oncologie Médicale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie
Parasitologie-Mycologie



Pr. OBTEL MAJDOULINE Médecine préventive, santé publique et Hyg.

Pr. OURRAI ABDELHAKIM* Pédiatrie

Pr. SAOUAB RACHIDA* Radiologie

Pr. SBITTI YASSIR* Oncologie Médicale

Pr. ZADDOUG OMAR¥* Traumatologie-Orthopédie
Pr. ZIDOUH SAAD* Anesthésie-Réanimation

2. ENSEIGNANTS-CHERCHEURS SCIENTIFIQUES

PROFESSEURS DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR :

Pr. ABOUDRAR Saadia Physiologie

Pr. ALAMI OUHABI Naima Biochimie-chimie

Pr. ALAOUI KATIM Pharmacologie

Pr. ALAOUI SLIMANI Lalla Naima Histologie-Embryologie

Pr. ANSAR M’hammed Chimie Organique et Pharmacie Chimique
Pr. BARKIYOU Malika Histologie-Embryologie

Pr. BOUHOUCHE Ahmed Génétique Humaine

Pr. BOUKLOUZE Abdelaziz Applications Pharmaceutiques

Pr. DAKKA Taoufiq Physiologie Vice-Doyen charge de la Rech. et de
la Coop.

Pr. FAOUZI Moulay EI Abbes Pharmacologie

Pr. IBRAHIMI Azeddine Biologie moléculaire/Biotechnologie
Pr. OULAD BOUYAHYA IDRISSI Mohammed Chimie Organique

Pr. RIDHA Ahlam Chimie

Pr. TOUATI Driss Pharmacognosie

Pr. ZAHIDI Ahmed Pharmacologie

PROFESSEURS HABILITES :

Pr. BENZEID Hanane Chimie

Pr. CHAHED OUAZZANI Lalla Chadia Biochimie-chimie

Pr. DOUKKALI Anass Chimie Analytique

Pr. EL JASTIMI Jamila Chimie

Pr. KHANFRI Jamal Eddine Histologie-Embryologie

Pr. LYAHYAI Jaber Génétique

Pr. OUADGHIRI Mouna Microbiologie et Biologie

Pr. RAMLI Youssef Chimie

Pr. SERRAGUI Samira Pharmacologie

Pr. TAZI Ahnini Génétique

Pr. YAGOUBI Maamar Eau, Environnement

Mise a jour le 05/03/2021

KHALED Abdellah

Chef du Service des Ressources Humaines
FMPR

Enseignant militaire



b 4

DEDICACES

L "



Je dédie cette theése a...

A Allak

Tout puissant
Qui m a inspiré
Qui m’a guidé dans le bon chemin
Je vous dois ce que je suis devenu
Louanges et remerciements

Pour votre clémence et miséricorde




A
FEU SA MAJESTE LE ROI

HASSAN 11

Que Dieu ait son dme en sa Sainte Miséricorde.




A
SA MAJESTE LE ROI

MOHAMED VI

r

)

enéra

des Forces Armées Royales

Chef Supréme et Chef " Etat-Major G

3 ....‘m@mh&..:.
< !
\N. il

' '

Roi du MAROC et garant de son intégrité territoriale

Qu Allah le glorifie et préserve Son Royaume.




A
SON ALTESSE ROVALE

LE PRINCE HERITIER,
MOULAY EL HASSAN

-

o |

-

% i
»
1

Que Dieu le garde.




A
SON ALTESSE ROVALE
LE PRINCE MOULAY RACHID

!
\\
\ ‘\l

Que Dieu le proteége.




A

TOUTE LA FAMILLE ROYALE




Monsieur le Général de Corps d’ Armée
Abdelfattah LOUARAK
Inspecteur Général des FAR et Commandant de la Zone Sud

En témoignage de notre grand respect

Notre profonde considération et sincére admiration

A
Monsieur le Médecin Général de Brigade
Mohammed ABBAR,

Professeur d urologie.

Inspecteur du Service de Santé des Forces Armées Royales.

En témoignage de notre grand respect,

Et notre profonde considération




Monsieur le Médecin Général de Brigade
Abdellatif BOULAHYA
Professeur de Chirurgie Cardio-Vasculaire.

Médecin chef de L Hopital Militaire Avicenne de Marrakech

En témoignant de notre grand respect et notre profonde considération

A

Monsieur le Médecin Général de Brigade

EL Mehdi ZBIR,
Professeur de Cardiologie.
Médecin chef de CHMIMY — Rabat

En témoignant de notre grand respect et notre profonde considération




Monsieur le Médecin Colonel Major
Mohamed EL BAAT
Professeur en médecine interne
Médecin chef de CHMMI-MeRnes.

En témoignant de notre grand respect et notre profonde considération

A

Monsteur le Médecin Colonel Major

Karim FILALI
Professeur d’Anesthésie-Réanimation
Directeur de (E.R.S.S.M

En témoignage de notre grand respect Et notre profonde considération.




Je dédie humblement ce travail

A Ma chére mere : JELLALI Fatima
Aucune dédicace ne pourrait exprimer ma profonde reconnaissance,
gratitude pour ta patience et tes sacrifices inestimables que tu as

consentis pour moi et pour toute la famille.

Pour moi c'est un jour de grande importance, car je sais que tu es d la
fois fiere et heureuse de voir le fruit de ton éducation et de tes efforts
inlassables se concrétiser.

Je n'imaginerai jamais ma vie sans toi, tu as été toujours a mes cotés
et mon appui, et ma source de puissance pour surmonter toutes les
difficultés.

Ta priére et ta bénédiction m'ont été d'un grand support tout au long

de ma vie.

Je te dédie ce travail en témoignage de mon profond amour. Puisse
Dieu tout puissant, te préserver et t'accorder santé, longue vie et

Bonheur.




A Mon pére EDDAIR Ahmed

Pour moi Tu as été toujours un exemple du pére respectueux, honnéte,

de la personne méticuleuse, je tiens a honorer [homme que tu es. Grice

d toi mon peére, j'ai appris le sens du travail et de la responsabilité. Je
voudrais te remercier pour ton amour, ta générosite.

Ce travail est le fruit de tous les sacrifices que tu as déployé pour mon

éducation et ma formation tout au longue de ma carriére. Je t aime

.,. . ,- ) 7

papa et jimplore le tout-puissant pour qu'il t'accorde une bonne santé

et une vie longue et heureuse.

Que Dieu t'accorde santé et longévité et qu'il m'aide a ce que je puisse

accomplir pleinement mes devoirs envers toi




A Mon frére : EDDAIR Ilyas

A travers ce travail je t exprime tout mon amour et mon affection.

Que ce manuscrit soit [expression de mon estime pour toi et que Dieu

t’accorde santé, bonheur et succes.

A Ma seeur EDDAIR Yassmina

A la petite fleur de la famille qui compte énormément pour moi,

Puisse Dieu, tout puissant te combler de santé, de bonheur et te

procure une longue vie.

A Mes grands-parents
Je vous dédie ce travail pour vos attentions particuliéres, vos priéres
et votre amour inconditionnel.

Que Dieu vous donne une bonne santé et longue vie parmi nous.




A mes tantes et a mes oncles
Merci pour votre inconditionnel soutien.

Avec affection et estime.

A tous mes cousins et cousines.

Awvec toute mon affection.

A tous les membres de ma famille.

A la famille ABASSOR,




g
MES CHERS AMI(E) S :

BOUDINA Yassine, TAQI Abdelilah, ISSARMAD Hassan,
MADANI Fadwa, ABASSOR Tilila, BOUTBOUQALT Malak,
EL ASSIMI IThsane, EDDAIF Karim, AMEZOUAR Abdennabi,
MOTYA Youness, BELOUAD El Mehdi, TAREAOUI Ahmed,
FAHIM Toufig, DEHAVYNI Youness, ZOUHAIR Mehd;,
ELOUADANI Mehdi,

En témoignage de ['amitié qui nous uni et des souvenirs de tous les
moments que nous avons passés ensemble, je vous dédie ce travail et je

vous souhaite une vie pleine de santé et de bonheur.




A tous les membres de Lassociation des pharmaciens internes et

résidents de Rabat

A tous les membres de la 31°™ promotion pharmacie ancien régime

Rabat

A toute [équipe du service de bactériologie de CHMIMYV-Rabat




b K

REMERCIEMENTS

L "



A Notre Maitre et Président de Jury de These
Monsieur le BAITE Abdelouahed,

Professeur d’ Anesthésie-Réanimation.

L'honneur que vous nous faites en acceptant de présider le jury de
notre these est ['occasion pour nous de vous montrer notre profonde
appréciation pour vos qualités humaines. Nous vous remercions
beaucoup pour la gentillesse et attention avec lesquelles vous nous
entourez. Veuillez trouver ici [expression de ma profonde et

respectueuse gratitude.




A notre Maitre et Rapporteur de thése ;
Professeur ELOUENNASS Mostafa,

Professeur de microbiologie.

Je vous exprime ma plus grande gratitude pour m'avoir suggéré ce
sujet ainsi que pour m'accompagner dans sa réalisation en apportant
vos nombreux conseils et corrections pour [améliorer. Merci pour
Caccueil aimable et bienveillant que vous m’avez réservé a chaque
fois. Veuillez accepter, Cher Maitre, dans ce travail ['assurance de

mon estime et de mon profond respect.




A notre Maitre et Jury de thése
Monsieur FILALI Karim,

Professeur d_Anesthésie-Réanimation.

Nous avons eu la chance d'étre ['un de vos étudiants et de bénéficier
de [étendue de vos connaissances. Nous ne saurons jamais vous
exprimer notre profonde gratitude. Vos remarquables qualités
humaines et professionnelles ont toujours suscité notre profonde
admiration. Nous vous prions de trouver dans ce travail le
témoignage de notre reconnaissance et ['assurance de nos sentiments

respec tueux.




A notre Maitre et Jury de thése

Monsieur ABI Rachid
Professeur de microbiologie.

J'ai eu la chance détre ['un de vos étudiants et de bénéficier de
[étendue de vos connaissances. Vos remarquables qualités humaines
et professionnelles ont toujours suscité ma profonde admiration. Je

vous prie de trouver dans ce travail le témoignage de ma

reconnaissance et [‘assurance de mes sentiments respectueux,




A notre Maitre et Jury de thése
Monsieur DENDANE Tarek,

Professeur d_Anesthésie-Réanimation.

Vous avez accepté avec une grande amabilité de juger cette thése.
Cet honneur me touche infiniment, Je suis trés honoré de vous
compter parmi le jury de notre thése.

Puisse ce travail vous témoigne mes sinceres remerciements et ma

profonde gratitude.




A Mr le pharmacien BENAISSA Elmostafa, Spécialiste en biologie
médicale au service de Bactériologie a HMIMV-Rabat-

Veuillez accepter cher docteur mes profondes remerciements pour
votre aide, v0s encouragements et votre implications dans la

réalisation de ce travail.

A Mr le professeur Badr ADOUANT,
Professeur de toxicologie a la faculté de médecine
de pharmacie de Casablanca
Permettez-moi cher docteut, de vous exprimer mon admiration pour
vos qualités humaines et professionnelles.
Veuillez trouver ici [expression mes vifs remerciements, et de mon

grand respect.




g"*" LISTE DES Wg

ABREVIATIONS

L "



AMC
BGN
BLSE
Ci1G
C3G
CA-SFM
CMI
CTX-M
EBLSE
ECAD
ECEA
ECEH
ECEI
ECEP
ECET
EUCAST
HMIMV
LPS
NAG
NAM
OXA

pb

PCR
PLP

gnr
SHV
TBE
TEM
USI

Amoxicilline - acide clavulanique
Bacille & gram négatif

Béta-lactamase a spectre élargi
Céphalosporine de premiere génération

Céphalosporine de troisieme génération

Comité de I’antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie

Concentration minimale inhibitrice
Céfotaxime-Munich

Entérobactérie productrice de béta-lactamse a spectre élargi
Eshcerichia coli a adhésion diffuse
Eshcerichia coli entéro-aggrégatif
Eshcerichia coli entéro-hémorragique
Eshcerichia coli entéro-invasif

Eshcerichia coli entéro-pathogene
Eshcerichia coli entéro-toxinogene

Comité europeen sur les tests de sensibilité aux antimicrobiens
Hopital Militaire d'Instruction Mohammed V
Lipopolysaccharide

N-acétyl glucosamine

N-acétyl muramique

Oxacillinase

Paire de base

Réaction en chaine par polymérase

Protéines liant les pénicillines

Quinolone résistance

Sulfhydryl variable

Tris, acide borique et EDTA

Temoneira

Unité de soins intensifs



g"*" LISTE DES Wg

ILILUSTRATIONS

L "



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Structure de la paroi bactérienne des bactéries a gram positif et gram négatif. ....... 7
Figure 2 : Schéma de Pompe d’efflux chez un bacille & Gram Négatif ............c.cocovvviiiennns 19

Figure 3 : Dissémination des souches de BLSE de type CTX- M dans le monde entre 2001 et

Figure 5 : Répartition globale des BLSE type CTX-M et quelques Ses Sous-types................. 31
Figure 6 : Pourcentage (%) d'isolats d’E. coli invasifs résistants aux C3G, UE / EEE, 2011 32

Figure 7 : Pourcentage (%) d'isolats de K. pneumonie invasifs résistants aux C3G, UE / EEE,

0 S 33
Figure 8 : Méthode E-test positive indiquant la présence d’une BLSE ........ccccccoooviiiiinnnnn 37
Figure 9 : Test positif de synergie double diSQUE...........ccccviieiieii i 38

Figure 10 : Tests de synergie a double disque pour plusieurs b-lactamases a spectre étendu

dérivées de SHV dans plusieurs entérobacteries...........covvvieieieircieccee e, 39
Figure 11 : Analyse des enzymes de la famille SHV par PCR-SSCP...........cccooviiiininininenn, 40
Figure 12 : Prévalence des souches BLSE au sein des entérobactéries. .........c.ccccevvvvverveenenne. 49
Figure 13 : Répartition globale des entérobactéries selon 1’espéce identifiée. ..............eueee. 51
Figure 14 : Répartition globale des entérobactéries selon le Service. .........cococvvverevnciceennn 52
Figure 15 : Répartition globale des entérobactéries selon les types de prélévements.............. 53
Figure 16 : Répartition globale des Entérobactéries selon I’espéce et le service. ............oeu.e. 55

Figure 17 : Répartition globale des Entérobactéries selon le germe et le type de prélevement.

Figure 18 : Profil de résistance des entérobactéries aux antibiotiqUeS. ...........cccevervrinieienne, 58



Figure 19

Figure 20 :
Figure 21 :
Figure 22 :
Figure 23 :
Figure 24 :

Figure 25 :

Figure 26

Figure 27

Figure 28 :
Figure 29 :
Figure 30 :
Figure 31 :
Figure 32:
Figure 33:
Figure 34 :
Figure 35 :
Figure 36 :

Figure 37 :

: Répartition globale des entérobactéries BLSE selon I’espece. .......ccoocvvvveiiieeninnne 60

Reépartition globale des entérobactéries BLSE selon le service...........ccoovevevenene. 61
Répartition globale des entérobactéries BLSE selon la nature de prélevement. ... 63
Répartition globale des entérobactéries BLSE selon le germe et les services....... 65

Reépartition globale des entérobactéries BLSE selon le germe et les services....... 66

Profil de résistance des entérobactéries BLSE aux antibiotiques. .............cccceuc..... 68
Répartition des différents genes BLSE. ..........ccccooviieiicieccc e, 69
: Répartition du gene TEM selon ’eSPece. .......cuvvivriiieiiiiiiieiie e 70
: Répartition du géne SHV selon I’espece. ........coviiiiiiiiiiiiiiieeece e 71
Répartition du gene CTX-M selon I’€SPECE. ..c.vvvvruririririeenienieesisie e 72
Répartition du gene TEM Selon 1€ SEXE. .....ccovviveiieiiie i 73
Répartition du gene SHV Selon 1€ SEXE. ......cviiieieiiieiieceee e 73
Répartition du gene CTX-M selon 1€ SEXe. .....cccvveeiiiniiiieneee e 73
Répartition du géne TEM selon la nature de prélevements. ..........cccccovevevevennene. 74
Répartition du gene SHV selon la nature de prélevements. ............cccccecveveiieenenn, 75
Répartition du gene CTX-M selon la naturede prélevements. .............ccceeeveennen. 76
Répartition du gene TEM selon 1e SErVICe. .......ccvveeerineiinecee e 77
Répartition du gene SHV selon 1€ SErviCe. ......ocvvveiieneiineseeeeee e 78
Répartition du géne CTX-M Selon 18 SErViCe. ........ccccvveveeieiicie e, 79



LISTE DES TABLEAUX

Tableau I : Les principales espéces d’entérobactéries d’intérét clinique ..........cceveerieereennenne 6
Tableau Il : Les différents E. coli pathovars avec leurs caractéristiques. ..........ccccoeeererieennen. 10

Tableau Ill : Classification des entérobactéries selon leur mécanisme de résistance naturelle

AUX PB-laCTAMINES.....eiiiiieice e te et e e te e e e s reeste e e e reere e 21
Tableau IV : Phénotypes de résistance acquise des entérobactéries aux B-lactamines............ 22

Tableau V : Différentes familles et groupes de B-lactamases a spectre étendu (BLSE), et type

de BLSE et Pays A'8MEIGENCE ......ceiueieierierieieie ettt sttt s be b sne s 24
Tableau VI : Classification des B-1aCtamases..........ccurvereriieiiiiiniseseie e 27
Tableau VI : Les différents sous groupes du type CTX-M.......cccccveiiiiiiieieiie e, 35
Tableau VIII : Amorces utilisées pour [a PCR.........cccoiiiiiiiieeee e, 46
Tableau IX : Protocole des réactions PCR ...........ccvoviiiiiiiie e 48
Tableau X : Répartition globale des entérobactéries selon I’espece identifiée. ...............o....... 50
Tableau X1 : Répartition globale des entérobactéries selon le service. .........ccccccevvevvevieiieenenn, 51
Tableau XII : Répartition globale des entérobactéries selon la nature de prélevements.......... 53
Tableau XIII : Répartition globale des Entérobactéries selon I’espece et le service. .............. 54
Tableau X1V : Profil de résistance des entérobactéries aux antibiotiques. ..............ccccveeveenee.n. 57
Tableau XV : Répartition globale des entérobactéries BLSE selon 1’espece. ............ccovvveuee. 59
Tableau XV1 : Répartition globale des entérobactéries BLSE selon le service. ...................... 61

Tableau XVII : Repartition globale des entérobactéeries BLSE selon la nature de prelevement.



Tableau XIX : Profil de résistance des entérobactéries BLSE aux antibiotiques. ................... 67

Tableau XX : Répartition des différents genes BLSE...........ccccovvviviiieicriene e, 69
Tableau XXI : Répartition du géne TEM selon I’€SPece .......cccvvvviiiiiiiiiiiiiniiii i 70
Tableau XXII : Répartition du gene SHV selon ’eSpece. ......ccevvviiiiiiiiiiiiiiieiiiie e 71
Tableau XXII1 : Répartition du géne CTX-M SEloN I’eSPECe. ...cvvvvrveierierierieriesieseeeeeereeeen, 72
Tableau XXI1V : Répartition du géne TEM selon la nature de prélevements. ...........c.ccceueeee. 74
Tableau XXV : Répartition du gene SHV selon la nature de prélevements. ...........cccceeveneee. 75
Tableau XXV1 : Répartition du gene CTX-M selon la nature de prélevements. ..................... 76
Tableau XXVII : Répartition du gene TEM selon e SErvicCe. ......c.coveveiieneiiineneese e, 77
Tableau XXVIII : Répartition du géne SHV Selon 1€ SErViCe. ........ccooeviereiiineieeseee, 78

Tableau XXI1X : Répartition du gene CTX-M selon le Service. .........ccccevveveiveiiveveesie e, 79



| A

SOMMAIRE

SR



INTRODUCTION ...t 1

PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE ...t 4
L. ENTEIODACTEIIES ...t bbbttt bbbt b e e s 5
1. Caracteres genéraux et taXONOIMIE .........ccuviveiierieeieseeseeieseese e sreesre e esre e e e nee e 5
S - V(o To 1 1 1= OSSR PSTPR PRI 5

1.2, CaraCteres SEIUCLUAUX .....cveiveivesreereaseesiesietestessessessessessaesaeseessessessessessessessessenseeseeens 6

1.3, CaraCteres CUITUIAUX ........oiviiueiiiriieiieiieieie ettt et 7

1.4, Caracteres DIOCNIMIGUES ......ccveiieieeie et sae s 8

2. PAtNOGENIE ...ttt 8
2.1. Les pathogenes OPPOITUNISLES. .......cuiiieirierieieiesie ettt 9

2.2. LES PALNOGENES ...ttt ettt e teeraenres 9

3. Principaux tableauX ClINIQUES ..........cooveiiiie e 10
4, EPIAEMIOIOQIE ......eiveieeeieie ettt 11
L B-lCTAMINES ... bbbttt bbbt 12
1. GBNBIALITES ...t bbb e s 12
2. ClaSSITICALION. ...ttt ettt st ne e e nens 15
2.1, PENICIHTINES ...t re e e 15

2.2. CEPNAIOSPOIINES .....eviieieeieieete ettt en s 16

2.3. ANAIOGUES STFUCTUIAUX ....c.vveuveiveeireeiecieesie ettt te s ee e sre e s teesae s e sreesneennesneenae e 17

3. Résistance des entérobactéries aux B-1actamines............ccccovveiiiniiiiicneicneee 17
3.1. MECANISME € MESISTANCE ....vevveveie ettt na e nes 17

3.2. RESISLANCE NALUIEIIE .......eceieeieiee et 20

3.3. RESISTANCE ACOUISE ... veevietieitieie ettt ettt e te et e re e s te et e sreesta e e e sneesee e, 22

FHL BLSE ..ottt ettt ettt ettt ne et e ettt nenrs 23
I T 1 1o ISR 23
2. HISTOTIQUE ...t bbbttt n e 24
B O ] o7 L4 o] o SRS 27
3.1. Classification moléculaire d'’AmMDBIEr .........ccccooeieiiiiicee e 27

3.2. Schéma de classification Bush-Jacoby-Medeiros (traditionnel) ou fonctionnelle . 28


file:///G:/2021/MEDCINE/yassin/version%201.docx%23_Toc75170100
file:///G:/2021/MEDCINE/yassin/version%201.docx%23_Toc75170101

4, EPIAEMIOIOGIE ...ttt 29

5. ASPECES GENELIGUES ......eevereetiiteieieete sttt sa ettt b bbbt ne e 34
B. 1AENTITICATION ....ovviee bbb 36
7. Impact des BLSE (clinique et sur [a prescription) .........cccccevvivevveresiieseese e 41
PARTIE PRATIQUE ... ..ottt e e e a e e e nnreee e 43
I. MGtErielS €t METNOUES. ........cviiiieieiee et 44
1. Contexte de IEtUAC ....oovvieiiiiiiiie e 44
2. Préparation des matrices d’ADN pour I’étude génotypique par PCR .........cccccevenennen. 45
3. Amorces utilisées pour la détection des BLSE ..........cccccoooviviiieiieiesere e 46
4. PCR pour la détection des BLSE ... 47
4.1. Préparation du mixte réactif ............ccccce i 47

4.2. ProtoCole de 18 FEACTION .....c.eeveieiie e 47

4.3. Typage par €leCtrOPNOIESE .......cviirieiiiieriee et 48

FL RESUITALS ... ettt ettt et e et et e s e e s e e et e testesreereeneeneeneas 49
1. DONNEes demMOQraphiQUES ........c.eciuveiiiieiie ettt 49
2. Répartition de I’ensemble des isolats d’entérobactéries ............ccvvveviiiiiieiiniiiieennnn, 50
2.1. Répartition par especes de 1’ensemble des isolats d’entérobactéries ..................... 50

2.2. Répartition par services de 1’ensemble des isolats d’entérobactéries..................... 51

2.3. Répartition par nature de préleévements de I’ensemble des isolats d’entérobactéries

....................................................................................................................................... 53
2.4. Répartition des germes iSOIES Par SEIVICES ........ccerveerererenese e, 54
2.5. Répartition des germes isolés par nature de préléevement ............ccccovvvvvieiiieiennn, 56
2.6. Profil de résistance des entérobactéries aux différents antibiotiques..................... 57
3. Répartition des isolats d’entérobactéries BLSE.............c.ccccooiiiiiiiiiici 59
3.1. Répartition par especes des isolats d’entérobactéries BLSE.............cccccciiieinnnen. 59
3.2. Répartition par services des isolats d’entérobacteries BLSE .............cccccevvrvennenn. 61
3.3. Répartition par prélevements des isolats d’entérobactéries BLSE........................ 62
3.4. Répartition des entérobactéries BLSE iSOIS par SErViCes .........cccccvvvevieeveireennenn, 64

3.5. Répartition des germes BLSE isolés par types de prélevements ...........c.ccccuveneee. 66


file:///G:/2021/MEDCINE/yassin/version%201.docx%23_Toc75170133

3.6. Profil de résistance des entérobactéries BLSE aux différents antibiotiques........... 67

A, Profil gENOTYPIGUE......coveiiiiie ettt 69
4.1. Répartition des genes BLSE selon I’eSpece ........oovvvviiiiiiiiiiiiiii e 70

4.2. Répartition des genes BLSE SElON 1€ SEXE ......ocvviveiiiie i 73

4.3. Répartition des génes BLSE selon la nature de prélevements ..........cc.ccoevevevennnne. 74

4.4. Répartition des génes BLSE Selon 16S SEIVICES .........ccuieviiieiiiininereesesie s 77

FTL DISCUSSTON....ctitietieiiete ettt bbbttt b et b e bt bt e et ettt st e be s ene e e 80
LG N[ © 1 10 [ ]\ SRR 80
RESUMES . ... et e e et e e e e ettt e e e asab e e e e e s baeeeennsreeeeans 80

REFERENGCES ..o oottt oo ee oot e et e et e e e et e et e e e e et et e e et e es e e e e es e e e e et e esee e e eseeaans 80


file:///G:/2021/MEDCINE/yassin/version%201.docx%23_Toc75170164
file:///G:/2021/MEDCINE/yassin/version%201.docx%23_Toc75170165
file:///G:/2021/MEDCINE/yassin/version%201.docx%23_Toc75170166

b 4

INTRODUCTION

L "



Les entérobactéries constituent un vaste groupe de bactéries de type bacille & gram
négatif largement rencontrées dans la nature et au niveau du tube digestif de I’Homme, d’ou
le nom « entérobactérie ». il s’agit d’un groupe hétérogene de bactéries qui peuvent étre soit
pathogénes (Shigella,Yersinia pestis), soit commensales (Escherichia coli, Proteus mirabilis,

Klebsiella), soit encore saprophytes (Serratia, Enterobacter) [1].

Elles sont généralement représentées par Klebsiella pneumonie, Escherichia coli,
Enterobacter cloacae qui sont responsable de nombreux infections (urinaires, pulmonaires,

septicémies ...) de gravité variable [1].

En milieu hospitalier, les entérobactéries sont responsables de plus de 30% de la
morbidité et de la mortalité associées aux infections bactériennes [1]. Leur pouvoir & acquérir
des résistances aux antibiotiques représente un probleme de santé majeur. Majoritairement

’acquisition des génes sécrétant des enzymes dégradant les antibiotiques [1].

Les béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) est 1’une des familles d’enzymes les plus
fréquentes, découverte dans les années 80 en France, puis en Allemagne [2], largement
propagées et qui reste une préoccupation mondiale. Leur fréquence croissante, ainsi que leur
évolution continue, sont directement liees a la sélection par l'utilisation de différents -
lactamines [3]. Il s’agit d’enzymes capables de dégrader et d’inactiver la majorité des béta-
lactamines sauf les carbapénémes et les céphamycines [4]. Par conséquent, le clinicien se
trouve obliger de choisir des antibiotiques plus puissants tel que les carbapénémes pour traiter

les infections a BLSE, ce qui pose un autre probléme de I’émergence des carbapénémase [4].

En plus de la mortalité et la morbidité, les BLSE sont responsables des dégats
économiques importants aux unités de soins et a 1’¢tat, a cause de la prolongation de la durée
d’hospitalisation et aux recours a I’utilisation d’autres antibiotiques plus puissants et

généralement plus chers [5].

Ainsi notre étude, menée sur les entérobactéries productrices d’une BLSE isolées au
laboratoire de bactériologie au sein de I’hopital militaire d’instruction Mohamed V, a pour

objectifs principaux :



e Déterminer la prévalence des béta-lactamases a spectre élargi (BLSE).
e Etablir leur profil de résistance vis-a-vis les différentes familles d’antibiotiques.
e Réaliser une étude phénotypique et génotypique des isolats.

e Déterminer les différents profils génotypiques codant pour les béta-lactamases a

spectre élargi.
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. Entérobactéries

Les entérobactéries sont un groupe de bactéries qui comprend plusieurs genres de
bactéries ayant en commun comme caractéres : bacilles & gram négatifs, le plus souvent de
courte taille, droits, immobiles ou mobiles par une ciliature peéritriche, non exigeantes, aero-
anaérobies facultatifs, fermentaires, oxydase négative, catalase positive, nitrate réductase
positive [6] [7] [8].

La majorité d’entre elles sont saprophytes du microbiote intestinal humain et animal
d’ou leur nom. D’autres comme les Salmonelles et les shigelles sont acquises par transmission

orofécale, et colonisent le tube digestif, étant alors des pathogénes [6] [7] [8].

Les entérobactéries sont responsables d’infections communautaires et nosocomiales.
Leur porte d’entrée est le plus souvent urinaire ou digestive avec un risque de complications
sévere (la premiére cause de choc septique). Elles peuvent étre porteuses de mécanismes de
résistance naturel ou acquis, et sont de plus en plus multi-résistantes. L’augmentation de la
prévalence de ces souches multi-résistantes est une préoccupation majeure, imposant des

mesures urgentes pour en prévenir I’émergence et la diffusion [6] [7] [8].
1. Caractéres géneraux et taxonomie

1.1. Taxonomie

La famille des entérobactéries est une vaste famille qui représente prés des trois quarts
des isolats d’un laboratoire de bactériologie [7]. Les espéces les plus couramment isolées en

bactériologie médicale sont résumées dans le Tableau 1 :



Tableau I : Les principales especes d’entérobactéries d’intérét clinique [7].

Genre bactérien Espeéce bactérienne

Escherichia E. coli, E. elbertii, E. fergusonii, E. hermanii et E. vulneris.
Klebsiella K. pneumoniae, K. oxytoca, K. ozaenae

Enterobacter E. cloacae, E. aerogenes, ...

Citrobacter C. freundii, C. koseri, ...

Proteus P. mirabilis, P. vulgaris, P. penneri, ..

Providencia P. rettgerii, P. stuartii, P. alcalifaciens, ...

Morganella M. morganii

Serratia S. marcescens

salmonella S. enterica, S. bongorii

1.2. Caracteres structuraux

La structure de la paroi bactérienne est caractérisée par la présence d’un constituant
essentiel, spécifique au monde bactérien, qui est le peptidoglycane. Sa proportion chez les

bactéries a gram négatif est beaucoup plus minime que chez les bactéries a gram positif [7].

Le peptidoglycane confére a la bactérie sa forme et sa rigidité qui lui permet de résister

aux differentes pressions intra cellulaires (surtout osmotique) [7].
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Figure 1 : Structure de la paroi bactérienne des bactéries a gram positif

et gram négatif [8].

La paroi des bactéries a gram négatif contient un élément supplémentaire qui est la
membrane externe entourant le peptidoglycane. Cette membrane est un élément tres important
dans la physiologie des BGN constituant une structure de résistance aux facteurs de défense
de I’hote. La partie interne de la membrane est essentiellement phospholipidique et la partie

externe est majoritairement lipo-polysaccharidiques (endotoxines). Ils sont responsables du
choc endotoxinique [7].

L’espace situé entre les deux membranes est 1’espace péri plasmatique. 1l contient donc

le peptidoglycane et également de nombreuses enzymes telles que les B-lactamases [6].

Au niveau de la membrane plasmique sont ancrées les protéines liant les pénicillines
(PLP), il s’agit de protéines dotées d’activités enzymatiques notamment la synthése du

peptidoglycane et sont inhibées par 3-lactamines [6].
1.3. Caracteres culturaux

L’ensemble des entérobactéries ne nécessitant pas de facteurs de croissance, pousse
habituellement tres aisément sur milieux ordinaires et sont aéro-anaérobies facultatives (sauf

exception). La température optimale de croissance est généralement de 35 a 37°C avec une
durée d’incubation optimale de 24h [7].




Sur milieux gélosés, les colonies d’entérobactéries sont genéralement de 1 & 3 mm de
diamétres, bombées, lisses et brillantes en plus de des dissociations entre variant : muqueux,

lisse, rugueux. On note quelques exceptions : [7]

Proteus mirabilis et vulgaris : envahissement de la surface des milieux gélosés

en voile sauf les milieux déficients en électrolytes.
Klebsiella : colonies souvent trés muqueuses, larges et luisantes.

Escherichia coli : le plus souvent -hémolytique sur gélose de sang.

1.4. Caractéres biochimiques

Les caractéres biochimiques des entérobactéries sont exploités en utilisant les milieux
chromogeénes et les galeries d’identification [6]. Les réactions vis-a-vis les réactifs contenus
dans les milieux se fait en fonction de I’arsenal enzymatique de la bactérie permettant ainsi

son identification [6].

On distingue les caracteres biochimiques communs : ce sont les caractéres présents chez
toutes les entérobactéries, leur role est 1’identification de la famille des entérobactéries au sein
du monde bactérien. D’autres caractéres peuvent étre spécifiques et sont présents uniquement

chez certaines espéces ce qui permet de différencier et d’identifier I’espece [7].

Les principaux caractéres biochimigues communs sont : [7]
» Fermentation du glucose avec ou sans production de gaz
» Réduction des nitrates en nitrites
» Oxydase négative
» Catalase positive (a ’exception de Shigella dysenteriae sérotype 1)
» Aérobies-anaérobies facultatifs.

2. Pathogénie

Les différents types d’infections causés par les entérobactéries sont occasionnés par des
facteurs de virulence. Ces facteurs leur permettent d’atteindre leur site d’action et d’agir selon

un mécanisme donné [8].

Généralement ces facteurs sont représentés par : [7]
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e Facteurs d’adhésion bactériens aux épithéliums (pilis et fimbriaes) : ils permettent a la

bactérie de reconnaitre 1’hote et de se fixer aux tissus ou aux cellules.

e Enzymes détruisant les cellules et les tissus : IIs permettent I’invasion et la destruction

tissulaire.

e Exotoxines : Toxines ayant un mode d’action spécifique (ex : entérotoxines). Elles
provoquent une destruction et désorganisation du systeme immunitaire (choc endotoxinique :
LPS des BGN).

e Présence de capsule : qui confére a la bactérie une protection et un échappement a la
phagocytose par les macrophages (Ex: Klebsiella).

Les entérobactéries sont de 2 types :

2.1. Les pathogénes opportunistes

Ce sont les germes commensaux qui ne deviennent pathogenes que lorsqu’ils trouvent
un terrain favorisant (sujet immunodéprimé par exemple) ou lorsqu’ils sortent de leur

environnement et atteignent un site normalement stérile (exemple : E. coli dans les urines) [9].
2.2. Les pathogenes

Il s’agit de germes pathogenes qui ne sont présents chez 1’homme qu’en cas

d’infections.

e Les souches de salmonelles sont des bactéries pathogénes, a transmission oro-fécale,
responsables des fiévres typhoide et paratyphoide, et d’infections intestinales. FElles

appartiennent a deux espéces : Salmonella enterica et Salmonella bongorii [7].

e Le genre Shigella : comporte des bactéries entéro-invasives, capables de pénétrer dans

les cellules épithéliales de la muqueuse et de s’y multiplier provoquant son inflammation [7].

eLe pouvoir pathogéne des souches d’E. coli responsable d’infections intestinales

dépend du type du sérotype, selon lui on distingue six pathovars entérovirulents :



Tableau Il : Les différents E. coli pathovars avec leurs caractéristiques [10].

Pathovars

Caractéristiques cliniques

Pathogénie

Entéro-pathogénes
(ECEP)

gastro-enterites ; diarrhée aigué
sévére et vomissements, peuvent
étre persistants

Facteurs d’adhérences localisées,
des pilus formant des faisceaux

Entéro-invasifs (ECEI)

syndromes dysentériformes ;
diarrhées aqueuses ou dysenteries

invasion cellulaire, motilité
intracellulaire et propagation de
cellule a cellule

Entéro-toxinogenes
(ECET)

syndromes cholériformes ;
diarrhées liquidiennes aigués,
parfois severes.

grand nombre d'adhésine de
fimbriale, d'entérotoxines
thermostables et thermolabiles

Entéro-hémorragiques
(ECEH)

diarrhées aqueuses et sanglantes,
peuvent se compliquer par un
syndrome hémolytique et
urémique

la toxine « Shiga »

Entéro-aggrégatifs
(ECEA)

diarrhées mucoides chroniques,
souvent persistantes

Facteurs d’adhérences agrégatives
via plusieurs fimbriae et autres
toxines

A adhésion diffuse
(ECAD)

mal décrit, diarrhées aqueuses
chez I’enfant.

inconnue

3. Principaux tableaux cliniques

Les entérobactéries occasionnent des infections aigues se manifestant par la survenue

brutale d’un tableau clinique évocateur de sepsis de gravité variable [6]. La symptomatologie

clinique dépend de la porte d’entrée qui conditionne le type d’infections : [6]

eLes infections urinaires: ou les entérobactéries représentent la premiere cause

(cystites, pyélonéphrites ou prostatites).

e Les infections digestives : caractérisées par une fievre accompagnée par un syndrome

diarrhéique au cours des salmonelloses, ou par un syndrome dysentérique au cours des

shigelloses. Concernant E. coli le tableau clinique est de type diarrhéique dont le mécanisme

est variable (toxinique, entéro-invasif, syndrome hémolytique et urémique ...).

10




e Les infections intra-abdominales : cholécystites, sigmoidites, abces intra-abdominaux,
péritonites, abces hépatiques ... Dans ce cas les entérobactéries sont le plus souvent associées

a des bactéries de la flore commensales du tube digestif.

e Les pneumopathies : elles sont essentiellement rencontrées chez les patients agés ou

fragiles (bronchopneumopathie chronique, éthylisme).
e Les meéningites néonatales ou liées aux soins.

e Les bactériemies : les entérobactéries ne constituent pas la cause principale, les plus
souvent rencontrees sont E. coli et K. pneumoniae, et le tractus urinaire représente la porte
d’entrée la plus fréquente. La porte d’entrée digestive est aussi importante surtout chez les

patients immunodéprimes.

e Colonisations des plaies et des ulcérations chroniques (chez un patient diabétique les

entérobactéries peuvent favoriser la surinfection d’un mal perforant plantaire).

e Les infections nosocomiales : surviennent préférentiellement chez les patients porteurs
de Iésions chroniques (uropathies, bronchopathies, plaies cutanées chroniques ...) et

possédent de portes d’entrée potentielles (sondes, cathéters, intubations ...).
4. Epidémiologie

Il s’agit de bactéries ubiquitaires retrouvées dans I’environnement et essentiellement au
niveau de I’intestin de I’Homme (constitue 2/3 de la flore normale du tube digestif, avec 90%
pour Escherichia coli) et de ’animal. La transmission peut étre directe manu portée ou

indirecte a travers des aliments ou d’eau contaminés [6].

\

Plusieurs facteurs peuvent favoriser 1’infection par les entérobactéries a savoir le
déséquilibre de la flore intestinale par les antibiotiques, 1’existence d’une porte d’entrée
surtout pour les patients hospitalisés (patient sondé, a cathéter ...), le péril fécal (surtout une

mauvaise hygiene des mains) [6].

Escherichia coli est le pathogene le plus prevalent au cours des infections urinaires
communautaires ou nosocomiales, et le frequemment responsables d’infections digestives

(sigmoidites, diarrhées pour certains variants pathovar ...) [6].
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E. coli comme Klebsiella, Enterobacter et Serratia sont fréquemment responsables des
infections liées aux soins. Shigella et Salmonella, trouvées uniquement en cas d’infections,
sont le plut souvent impliquées dans les infections coliques, rarement biliaires, vasculaires,

ostéo-articulaires ... [6]

Les entérobactéries sont le plut souvent porteuses de mécanismes de résistances
naturelles ou acquises. L’émergence de la résistance aux p-lactamines est préoccupante et fait
parfois I’objet de mesures de surveillance et de contrdle spécifiques. La prévalence de cette
résistance aux P-lactamines varie fortement selon le caractére communautaire ou lié aux
soins, selon la prise récente d’antibiotiques et si le patient a sé¢journé récemment dans un pays

ou la résistance est prévalente [6].

Globalement, selon les données francaises de 2015, le taux de sensibilit¢ d’E.coli en
milieu communautaire est comme suit : 56 % pour 1’amoxicilline, 73 % pour 1’amoxicilline-
acide clavulanique, 95 % pour la ceftriaxone. Mais les taux de résistances aux C3G ont

augmenté de 1 a 5 % en 5ans, principalement a cause de 1’émergence de souches productrices

de BLSE [6].
Il. B-lactamines
1. Généralites

Les B-lactamines représentent les antibiotiques les plus utilisés dans le monde entier a
cause de leur large spectre et leur faible toxicité. Il s’agit de famille d’antibiotique, d’origine
naturelle ou hémi synthétique, caractérisée par la présence dans leur structure d’un noyau -
lactame indispensable a 1’activité antibiotique [11]. Ils possedent des propriétés communes tel
que : [11]

e La présence d’une fonction amide en alpha du carbonyle intracyclique.
e Molécules fragiles a I’hydrolyse enzymatique ou chimique.
e Molécules bactéricides agissant sur la paroi bactérienne.

¢ Peu toxique, possédant cependant un pouvoir allergisant important.
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Duchesne, éléve de I’école du service de santé militaire de Lyon (1874- 1912), dans sa
these de médecine soutenue en 1897, « Contribution a 1’étude de la concurrence vitale chez
les micro-organismes. Antagonisme entre les moisissures et les microbes », avait déja
remarqué ’existence d’un antagonisme entre les moisissures et les bactéries : des cobayes
ayant recu un bouillon de culture de penicillium glaucum en méme temps que des cultures tres
virulentes de bacille d’Eberth résistaient a I’infection microbienne alors que les cobayes

témoins mouraient rapidement.

En 1928, Fleming (1881-1955), professeur de bactériologie a Londres, observa sur une
boite de Pétri, qui contenait une culture de staphylocoques et qui avait été contaminée
accidentellement par une moisissure, que les colonies de staphylocoques situées a proximité
de la moisissure avaient été lysées. Il identifia cette moisissure comme étant un Penicillium et

réussit a préparer un « jus de moisissure » qu’il appela pénicilline.

Ce n’est qu’en 1940 qu’une équipe de chercheurs d’Oxford, Florey, Chain et Heatley,
réussit a obtenir une pénicilline concentrée, partiellement purifiée et stable. Le premier cas de

septicémie a staphylocoque fut traité en 1941 a Oxford.

Une fois déterminée la structure biochimique du noyau de base de toutes les
pénicillines, il s’est avéré que toutes les pénicillines dérivent de 1’acide amino-6-
pénicillanique ; plaque tournante et point de départ de la synthése des différentes B-lactamine,
pour obtenir de nouvelles molécules possédant des propriétés bactériologiques et

pharmacologiques encore plus intéressantes [11].

A cause de I’émergence de la résistance des germes aux pénicillines naturelles,
devenant un probléeme majeur affectant I’ensemble des hdpitaux, on prépara ainsi des
pénicillines résistantes aux pénicillinases du staphylocogue (méthicillines ,1960 ; oxacilline,
1962) et des pénicillines a large spectre actives sur les bactéries a Gram négatif comme
I’ampicilline (1963) ou la carbénicilline (1970) [11].

La premiere céphalosporine d’origine naturelle a été isolée en 1945 par BROTZU a
partir d’une culture de Cephalosporium acrenium et la céphalosporine C ; précurseur de

synthese des différentes céphalosporines [11].
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L’acquisition de résistances a ces molécules stimula la recherche et la mise sur le
marché de nouvelles molécules, le début été I’apparition des céphalosporines de troisieme
génération (céfotaxime ,1981), des carbapénémes (imipénéme, 1985) et des monobactames
(aztreonam, 1986). En parallele, de nouvelles pénicillines comme les uréidopeénicillines
(pipéracilline, 1981) et des associations a des inhibiteurs de f-lactamases voyaient le jour :
amoxicillineacide clavulanique en 1984, ampicilline-sulbactam en 1986 et pipéracilline-
tazobactam en 1993 [11].

L’utilisation massive et parfois abusive des antibiotiques (des [-lactamines en
particulier) associée a une mauvaise observance du traitement, en ambulatoire ou en milieu
hospitalier, a modifi¢ considérablement 1’écologie bactérienne. Les résistances, de plus en
plus fréguemment rencontrées chez les bactéries, représentent un véritable probleme de santé
public et parfois posent des impasses en thérapeutiques humaines. Cela augmente également
le taux de mortalité, le colt et la qualité des soins au sein des hopitaux. En effet, la bonne
utilisation des B-lactamines est indispensable pour que cette famille d’antibiotique majeure

garde toute sa place en thérapeutique [12].

Les B-lactamines agissent sur la synthése du peptidoglycane (constituant majeur de la
paroi bactérienne) en inhibant les protéines liant la pénicilline (PLP). Ces derniers possédent
une activité¢ transglycosylase, transpeptidade et carboxypeptidase. L’unit¢ de base du
peptidoglycane est un disacharide pentapeptide synthétisé dans le cytoplasme et constitué par
des chaines de N-acétyl glucosamine (NAG) et d’acide N-acétyl muramique (NAM) ou est
fixé un pentapeptide (L-alanine-D-glycine-L-lysine-d-alanine-D-alanine) [12].

Les B-lactamines présentent une analogie structurale entre le noyau B-lactame et le
dipeptide terminal D-alanine-D-alanine du pentapeptide constitutif du peptidoglycane. Elles
se comportent comme substrat suicide des PLP, se lient a leur site actif pour former un
complexe précovalent, puis le cycle B-lactame s’ouvre pour former une liaison covalente
irréversible avec la sérine de la poche catalytique des PLP avec formation d’un complexe
pénicilloyl-enzyme covalent qui aboutit a 1’inactivation du site actif de 1’enzyme, provoquant

une inhibition de la synthése du peptidoglycane et I’arrét de la croissance bactérienne [12].
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L’effet bactéricide résulterait d’une activation dérégulée d’autolysines conduisant a la

lyse bactérienne [12].

L’efficacité des B-lactamines est donc conditionnée par leur quantité au contact de la

cible, leur affinité pour la cible et leur tolérance aux B-lactamases [12].
2. Classification

La classification des PB-lactamines se fait en trois catégories: les pénicillines, les

céphalosporines et les analogues structuraux.

2.1. Pénicillines

Ce sont les dérivés de ’acide 6-amino-pénicillanique ayant dans leur structure un cycle

thiazolidine. Elles peuvent étre naturelles ou hémi synthétiques [11].
Pénicillines naturelles : [11]

ePénicilline G ou benzyl pénicilline : molécule inactive par voie orale et elle n’est
administrée donc que par voie injectable (IM +++, IV). La péni G posséde un spectre d’action
étroit actif surtout sur les streptocoques et pneumocoques.

e Pénicilline V ou phénoxyméthylpénicilline : 1’ajout de 1’oxygene rend la molécule
stable en milieu aqueux et résiste en milieu acide, et donc administrable par voie orale. La

Péni V a le méme spectre que la Péni G.
Pénicillines semi synthétiques : [11]

ePénicillines du groupe Il ou du groupe M : le chef de file est la méthicilline,
aujourd’hui abandonnée a cause de probléme de toxicité. Groupe représenté par 1’oxacilline et
la flucloxacilline ; antibiotiques actifs sur les germes penicillino résistant. Ce sont des

antistaphylococciques majeurs.

e Aminopénicillines (pénicilline A) : le chef de file est I’ampicilline, molécule stable en
milieu acide grace a 1’addition du groupe NH2. En plus du spectre de la Péni G, ’ampicilline
est active sur certains germes gram négatif notamment les entérobactéries. Sa biodisponibilité

est mauvaise (40%), ce probléme a été résolu par I’ajout d’un groupement hydroxyl OH
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donnant naissance a 1’amoxicilline : 1’antibiotique le plus utilisé et le plus copié¢ permettant

d’atteindre une biodisponibilité > 90%.

e Uréidopénicillines : dérivés acétylés de I’ampicilline qui ont permis 1’élargissement du
spectre vers les grams négatifs en particulier les entérobactéries, Pseudomonas et Proteus.

Représentés par la pipéracilline.

e Carboxypénicillines : caractérisés par la présence d’une fonction carboxyle
supplémentaire, antibiotiques de spectre voisin des uréidopénicillines sans action par voie

orale. Réservé a I’'usage hospitalier. La molécule la plus utilisée est la ticarcilline.

e Amidinopénicillines : représentées par la mécillinam, elles s’écartent de la structure
traditionnelle des pénicillines. Elles sont utilisées surtout dans les infections urinaires a

germes sensibles.
2.2. Céphalosporines

Il s’agit de dérivés de I’acide 7-aminocéphalosporanique, le cycle thiazolidine des
pénicillines est remplacé par un cycle dihydrothiazine (cycle a 6 carbones). Molécules plus

actives que les pénicillines a usage principalement hospitalier [11].

La classification des céphalosporines consiste a les classer en génération selon leur

spectre d’activité et leu ordre d’apparition : [11]

e Céphalosporines de lere génération (C1G) : elles cumulent le spectre des Péni A et
Péni M couvrant les cocci a gram positif et quelques BGN. Elles sont actives sur le
staphylocoque méthi-S.

e Céphalosporines de 2eme génération (C2G) : de spectre plus élargi que les C1G vers

les enterobactéries, et Haemophilus Pseudomonas. Elles sont réservées a 1’usage hospitalier.

e Céphalosporines de 3eme génération (C3G) : représentent les armes lourdes les plus
puissantes des céphalosporines. Elles se caractérisent par une meilleure résistance aux [-

lactamases par rapport aux C1G et C2G.
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2.3. Analogues structuraux

Ces molécules sont de découverte fortuite, résultat des recherches sur les B-lactamines.

On trouve essentiellement 3 groupes : [11]

eInhibiteurs de pB-lactamases: Il s’agit de substrat suicide dépourvue d’activité
antibiotique propre, de structure voisines de celle des P-lactamines et capables de les
protéger ; ils se fixent de maniére irréversible sur p-lactamases en les bloquant permettant
ainsi aux p-lactamines d’agir. Trois substances sont utilisées: Acide clavulanique,

Sulbactam, Tazobactam.

e Thiénamycines : ce sont les carbapénémes (imipénéme, méropénéme et ertapéneme).
Des dérivés tres intéressants a activité antimicrobienne trés puissante. Utilisés comme
derniers recours dans les infections sévéres nosocomiales dues aux germes multirésistants

(par exemple les BLSE résistantes aux C3G).

e Monobactames : les dérivés naturels sont peu actifs, un dérivé hémi synthétique s’est
révélé intéressant : I’aztréonam. Antibiotique a spectre étroit actif sur les BGN, indiqué dans

les infections a entérobactéries et le Pseudomonas.
3. Résistance des entérobactéries aux fB-lactamines

Une souche bactérienne est dite résistante a un antibiotique donné quand elle est capable
de se développer en présence d’une concentration de cet antibiotique notamment plus élevée
que celle qui inhibe le développement de la plupart des souches appartenant a la méme espece

bactérienne [13].

3.1. Mécanisme de résistance

Les bactéries peuvent acquérir une résistance aux antibiotiques par différents
mécanismes. La connaissance des mécanismes biochimiques de la résistance aux
antibiotiques présente plusieurs avantages ; Elle permet de comprendre la résistance croisée
entre les antibiotiques d’une méme famille ou de familles voisines, elle permet aussi de
synthétiser de nouvelles molécules capables d’échapper a ces mécanismes de résistance et
d’agir efficacement.

Cette résistance peut avoir lieu soit par des mutations géniques de novo, soit par
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transfert horizontal d'éléments génétiqgues mobiles. Par conséquent, les cibles des
médicaments peuvent étre modifiees, des enzymes capables d'inactiver I'antibiotique peuvent
étre exprimées er les systemes d'efflux peuvent surexprimes [13].

En ce qui concerne la résistance des entérobactéries aux B-lactamines quatre principaux
mécanismes ont été individualisés pour expliquer la résistance des entérobactéries aux [-

lactamines, ils sont classés comme suit : [13]
Résistance non enzymatique :
e Diminution de la perméabilité de la membrane externe :

Chez les bactéries a Gram négatif, la pénétration des PB-lactamines, molécules
hydrophiles, a travers la membrane externe constituée de phospholipides s’effectue
a travers les porines qui sont des canaux protéiques. La sensibilité aux B-lactamines
dépend du nombre de porines fonctionnelles. L’altération des porines par mutation
est a ’origine de résistances acquises aux [-lactamines, soit par une modification
structurale d’une des porines essentielles, soit par une diminution quantitative des
porines, qui est la situation la plus fréquente. Cependant ce mode de résistance
n’affecte pas les bactéries a Gram positif du fait de I’absence de membrane externe

[13].
e Modification de I’affinité des protéines liant les pénicillines (PLP) aux antibiotiques :

Ce type de résistance, plus fréquent chez les bactéries a Gram positif, peut étre a
I’origine soit des mutations au niveau des genes chromosomique des PLP normales
ou I’acquisition de genes étrangers codant pour des PLP ayant peu d’affinité pour les
B-lactamines [7]. Certaines bactéries peuvent modifier la structure du site de fixation
de I’antibiotique de telle manic¢re que cette cible continue a jouer son role cellulaire

normal mais ne puisse plus fixer I’antibiotique [13].
¢ Protéines d’efflux (Pompes d’efflux) :

Les pompes d’efflux sont des transporteurs membranaires assurant aux bactéries un
role important dans 1’élimination de déchets métaboliques endogénes et 1’exportation de

produits cellulaires tels que les toxines bactériennes. Elles permettent également d’empécher
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I’accumulation intracellulaire de 1’antibiotique et  assurent ainsi la résistance bactérienne a
ce méme antibiotique. Ces pompes peuvent conférer une résistance vis-a-vis d’une seule
classe d’antibiotiques ou une multi- résistance vis-a-vis de plusieurs classes d’antibiotiques
(le cas fréquent). Chez les bactéries a Gram négatif, les pompes d’efflux sont constituées de

trois principaux composants protéiques : [13]
- Transporteur inséré dans la membrane cytoplasmique (la pompe).

- Protéine dans la membrane externe.

- Protéine de liaison périplasmique qui relie entre elles les deux autres

protéines.
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Figure 2 : Schéma de Pompe d’efflux chez un bacille 2 Gram Négatif [13].

Résistance enzymatique :

Par production des B-lactamases, groupe hétérogéne d’enzymes d’origine bactérienne
capables d’inactiver les B-lactamines il s’agit du mécanisme de résistance des entérobactéries
aux B-lactamines le plus répandu. La premiére B-lactamases bactérienne reportée était une
céphalosporinase AmpC identifiée a partir d'Escherichia coli en 1940 [13]. L’une des

enzymes les plus importantes sont les BLSE qui seront plus détaillées au cours de ce travail.
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3.2. Résistance naturelle

C’est la résistance de toutes les souches d’une méme espéce bactérienne a un
antibiotique donné. Elle correspond a I’existence d’un ou de plusieurs mécanismes de
résistance innés, heréditaires et transmissibles verticalement a la descendance. Ce type de

résistance détermine le phénotype sauvage d’une espéce vis-a-Vvis d’un antibiotique [7].

Gréace a cette résistance les entérobactéries sont classées dans des groupes en fonctions

de leur mécanisme de résistance et leur profil de sensibilité : [7]
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Tableau I11 : Classification des entérobactéries selon leur mécanisme de résistance naturelle aux

B-lactamines [7].

Groupe Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4
E.coli Enterobacter
Proteus Klebsiella Serratia
Principaux germes mirabilis Citrobacter Morganella Yersinia
Salmonella koseri Providencia
Shigella Citrobacter freundii
Mécanisme de Absence de Pen(;glgézase Céphalosporinase Pénicillinase +
résistance naturelle | p-lactamase niveau de bas niveau céphalosporinase

Phénotypes de résistance aux différen

tes classes de B-lactamines

Aminopénicillines

(amoxicilline) S R R R
Aminopénicillines +
inhibiteur de - S S R R
lactamase (AMC)
Carboxypénicillines S R s R
(ticarcilline)
Urel_dqpen_lc!lllnes S IR S IR
(pipéracilline)
C1G (céfalotine) S/l S R R
C3G (céfotaxime) S S S S
Carbapénémes S S S S
(imipénéme)

E.coli : Escherichia coli AMC : Amoxicilline + acide clavulanique C1G :

céphalosporine de lere génération C3G : céphalosporine de 3ere génération S : sensible

| : intermédiaire R : résistant
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D’autres mécanismes de résistance dits acquis peuvent s’ajouter a la résistance
naturelle, le principal facteur de risque est 1’exposition aux antibiotiques a large spectre

associee a une mauvaise observance de traitement [7].
3.3. Résistance acquise

La résistance acquise correspond a la résistance a un antibiotique donné pour une
souche bactérienne appartenant a une espece naturellement sensible au méme antibiotique.
Cette forme de résistance résulte de 1’acquisition d’un ou de plusieurs mécanismes de
résistance qui déterminent un phénotype différent du phénotype sauvage. Elle peut étre
transmise horizontalement d’une bactérie a une autre, de la méme espece ou d’espéces

différentes [7].
Les phénotypes de résistance acquise majoritaires sont présentés dans le Tableau 4.

Tableau IV : Phénotypes de résistance acquise des entérobactéries aux p-lactamines [7].

Pénicillinase Penicillinase | Penicillinase | Céphalospo Céphalosporinase Carbapén

. de haut résistante aux | rinase de P P BLSE | . P
de bas niveau | . L ; de haut niveau emases

niveau inhibiteurs bas niveau

Aminopénicillines R R R R R R R

(amoxicilline)

Aminopénicillines

+ inhibiteur de - S IIR R R R I/IR R

lactamase (AMC)

Carboxypénicillin R R R S R R R

es (ticarcilline)

C1G (céfalotine) S R S R R R R

C3G (céfotaxime) S S S S R R R

Carbapénémes S S S s S S R

(imipéneme)

C3G : céphalosporine de 3ere génération BLSE : B-lactamase a spectre élargi S : sensible

AMC : Amoxicilline + acide clavulanique

C1G : céphalosporine de lere génération

| : intermédiaire R : résistant
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I11. BLSE

L'émergence de bactéries productrices de B-lactamases a spectre étendu (BLSE), en
particulier Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, est désormais une préoccupation
essentielle pour le développement de thérapies contre les infections bactériennes. Les BLSE
se composent de trois grands groupes génétiques : les types TEM (isolé a partir d’une souche
d’E.coli chez un patient nommé Temoneira), SHV (pour Sulfhydryl variable) et CTX-M
(pour cefotaxime - Munich). Les infections nosocomiales dues a des souches de K.
pneumoniae productrices de TEM et de SHV ont été fréiqguemment documentées jusqu'a la fin
des années 1990 [14].

1. Définition
Les p-lactamases a spectre élargi, groupe hétérogéne d'enzymes bactériennes a
médiation plasmidique présentant une affinité augmentée pour diverses B-lactamines [15],
sont géneralement définies comme des enzymes qui conférent une résistance contre les
pénicillines, les céphalosporines de premiére, deuxieme et troisiéme générations et a
l'aztréonam en hydrolysant ces antibiotiques par 1’ouverture du cycle B-lactame, et sont
inhibées par les inhibiteurs de la B-lactamase [14]. Les carbapénémes et la céphamycine

(cefoxitine) restent efficaces contre les souches productrices de BLSE [4]. La présence de

BLSE est fréquemment associée a la résistance aux fluoroquinolones [2].

Elles sont induites soit par des plasmides (le plus fréquent) et donc transmissible
a d’autres bactéries, soit par la mutation du génome naturel. La majorité des BLSE sont le
résultat de mutations génétiques de B-lactamases naturelles non transmissibles en dehors
d’une épidémie bactérienne, en particulier de TEM-1, TEM-2 et SHV-1. Elles sont trés
actives contre les penicillines et moyennement actives contre les céphalosporines de premiere
génération. Les mutations génétiques a 1’origine des BLSE ¢largissent le spectre de ces
enzymes et touchent également les céphalosporines de troisieme génération (ceftazidime et

céfotaxime) et les monobactames (aztréonam) [2].
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2. Historique

Différents groupes de BLSE, classés selon leurs séquences d'acides aminés, ont été
décrits et la plupart d'entre eux ont été reconnus pour la premiere fois en Europe (tableau 5)
[16].

Tableau V : Différentes familles et groupes de p-lactamases a spectre étendu (BLSE), et type de

BLSE et pays d'émergence [16].

ESBL

Progenitor fi-lactamase

Country of emergence

Bacterial species in
which these enzymes
were first detected

High prevalence
SHV
TEM
CTX-M-1 group

CTX-M-2 group
CTX-M-B group

CTX-M-9 group
CTX-M-25 group
OXA
PER
VEB

Low prevalence
SFO
TLA

BES
GES-1

IBC
BEL

SHV-1/LEN (=90%)*

TEM-1, -2 (=90%)"

KLUC Kluyvera cryocreticens
(85%)"

KLUA Kluyvera ascorbata
(B0-100%)"

KLUG Kluyvera georgiana (95%)"

KLUG K. georgiana (80%*
ND
OXA-10 (PSE-2) (=90% )"

PER (39%)"

AmpA Serratia fonticola (96%)"

CME-1 (50%)* Chryseobacterium
meningosepticum

YENT (51%)* Yersinia enterocolitica

YENT (36%)* Y. enterocolitica

YENT (40%:)* Y. enterocolitica
GES-1 (50%)*

Germany (1983)"
France (1985)"
Germany (1989)°

Japan (1986)°/Argentina
(1989)°
Brazil (1996-1997)°

Spain (1994)°
Canada (2000)¢
Turkey (1991)°
France (1991)°
France (Vietnam®)
(1996)°

Japan (1988)°
Mexico (1991)°

Brazil (1996)°

France (French Guyana’
(1998)¢ )
Greece (1999)°

Belgium (2004)°

9

Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Escherichia coli

E. coli, Salmonella spp.

Citrobacter amalonaticus,
Enterobacter spp.

E. coli

E. coli

Pseudomonas aeruginosa
P. aeruginosa

E. coli

Enterobacter cloacae
E. coli

Serratia marcescens
Klebsiella prewmaoniae

E. cloacae
P. aeruginosa

ND, not determined.

*Amino-acid sequence homology (%).

*Date of publication.
“Isolation date.

9Origin of the patient in whom the corresponding enzyme was first detected.

La premiére BLSE a été détectée en Allemagne en 1983, parmi différents isolats
d'entérobactéries récupérés sur des patients hospitalisés dans des unités de soins intensifs
(USI). Il a été reconnu par les souches productrices une résistance anormale au céfotaxime et
a la ceftazidime, transférable par conjugaison. Ces isolats avaient une variante du SHV-1

classique avec un seul changement d'acide aminé, et cela a été appelé SHV-2. Trés peu de
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temps aprés, en France, en 1984, des isolats de Klebsiella pneumoniae de phénotype identique
ont été detectés dans différents hdpitaux et, dans ce cas, une variante de la TEM-2 a large
spectre a eté identifiée. Cette enzyme d'abord été nommée CTX-1 et plus tard TEM-3. Il a
deux substitutions d'acides aminés par rapport a I'enzyme parentale. Comme pour SHV-2, le
phénotype correspondant associé a cette enzyme était également transférable par conjugaison
[16].

Différentes épidémies ont depuis été signalées et de nouvelles variantes BLSE des deux
groupes ont été identifiées en Europe et dans d'autres zones géographiques. Les enzymes
BLSE TEM et SHV sont distribuées dans le monde entier, avec plus de 160 et 100 variantes
respectivement reconnues. IlIs ont été associes a des especes d'Enterobacteriaceae,
principalement K. pneumoniae et Enterobacter spp récupérés de patients en USI, et plus

récemment avec Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii [16].

En 1989, presque simultanément en Allemagne et en Argentine, puis en France et en
Italie, une nouvelle famille BLSE a été reconnue. Il a été nommeé CTX-M, car la plupart des
enzymes de cette famille conferent une résistance principalement au céfotaxime plutdt qu'a la
ceftazidime [16].

Les BLSE CTX-M ont depuis été détectées dans de nombreuses especes
d'entérobactéries. Maintenant, au moins 65 variants de CTX-M ont été enregistrés et sont
regroupés en cing groupes différents selon leurs séquences d'acides aminés. La figure 3

illustre 1I’évolution de la dissémination des souches productrices de BLSE de type CTX- M

dans le monde entre 2001 et 2005 [16].
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Figure 3 : Dissémination des souches de BLSE de type CTX- M dans le monde

entre 2001 et 2005 [16].

Recommandations relatives aux mesures a mettre en cuvre pour

Source :

prévenir ’émergence des entérobactéries BLSE et lutter contre leur dissémination ; Rapport

du HCSP. Février 2010.
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3. Classification

Il existe deux méthodes de classification généralement acceptées pour les BLSE. Le
plus connu a été développé par Bush, Jacoby et Medeiros (Bush et al. 1995). Ce schéma est
basé sur la structure moléculaire et les schémas antérieurs. Selon le schéma de Bush, Jacoby
et Medeiros, les B-lactamases sont divisées en quatre groupes comme indiqué dans le tableau
6 [4]. Le premier schéma, introduit par Ambler (Ambler et al. 1991), qui est également

largement utilisé, est présente dans le tableau 6 aussi [4].

Tableau VI : Classification des p-lactamases [4].

Ambler Bush Characteristics of beta-lactamases Number
Class Group of

enzymes
C 1 Often chromosomal enzymes in gram-negatives but some are 51

Plasmid-coded. Not inhibited by clavulanic acid.

A 2a Staphylococcal and enterococcal penicillinases 23

2b Broad spectrum betalactamases including TEM-1 and SHWV-1, mainly 16
occurring in gram-negatives

2be Extended spectrum betalactamases (ESBL) 200
2br Inhibitor-resistant TEM (IRT) betalactamases 24
2c Carbenicillin-hydrolysing enzymes 19
2d Cloxacillin (oxacillin) hydrolysing enzymes 31
2e Cephalosporinases inhibited by clavulanic acid 20
2f Carbapenem-hydrolysing enzyme inhibited by clavulanic acid 4

B 3 Metallo-enzymes that hydrolyse carbapenems and other betalactams 24

except monobactams. Not inhibited by clavulanic acid

D 4 Miscellaneous enzymes that do not fit into other groups =)

3.1. Classification moléculaire d'Ambler

Selon ce systéme de classification, il existe quatre grandes classes (A, B, C et D) de B-

lactamase ; ce schéma est basé sur I'hnomologie des protéines, c'est-a-dire la similarité de
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séquence et non sur les caractéristiques phénotypiques. En outre, les B-lactamases des classes
A, C et D sont appelées sérine B-lactamases. En revanche, les enzymes de classe B sont des

métallo-p-lactamases [15].

La plupart des BLSE sont de classe moléculaire A, a I'exception des enzymes de type

OXA (qui sont des enzymes de classe D) [15].

3.2. Schéma de classification Bush-Jacoby-Medeiros (traditionnel) ou

fonctionnelle

Il est basé sur les similitudes fonctionnelles (profil de substrat et d'inhibiteur), ce
systeme comporte quatre groupes principaux et plusieurs sous-groupes. Cette classification
est plus spécifique au laboratoire de diagnostic et cliniquement pertinente [15].

e Céphalosporinases du groupe 1: Ce groupe appartient a la classe moléculaire C, qui est
codée sur les chromosomes des entérobactéries et de quelques autres organismes.
Evidemment, ils sont plus actifs sur la céphalosporine que la benzylpénicilline et sont
généralement résistants a I'inhibition par I'acide clavulanique et sont également actifs sur les
cephamycines, comme la céfoxitine [15].

o Groupe 2 P-lactamases sérine : Ce groupe représente le plus grand groupe de B-
lactamases, appartient & la classe moléculaire A et D reflétant les genes d'origine TEM et
SHV. Ces groupes appelés groupes fonctionnels, en raison de leurs mécanismes
hydrolytiques. Plus précisément, ce groupe comprend les pénicillinases, les céphalosporinases
et qui sont inhibées par I'acide clavulanique [15].

o Métallo-B-lactamases du groupe 3 (MBL): Un groupe unique de 3-lactamases sous des
formes structurelles et fonctionnelles. 1l est généralement retrouvé en association avec une
deuxiéme ou une troisiéme B-lactamase dans des isolats cliniques. De maniére remarquable,
elles différent structurellement des autres -lactamases par leur exigence d'un ion zinc sur le
site actif. Sur le plan fonctionnel, ils se distinguaient principalement par leur capacité a
hydrolyser les carbapénémes, mais certaines B-lactamases sérine ont maintenant également
acquis cette capacité. A I'opposé des -lactamases sérine, les métallo-p-lactamases (MBL) ont
une faible affinité ou capacité hydrolytique pour les monobactames et ne sont pas inhibées par

I'acide clavulanique ou le tazobactam. Au lieu de cela, ils sont inhibés par des chélateurs
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d'ions métalliques tels que 'EDTA [15].

¢ B-lactamases du groupe 4 : ce groupe n'est pas entierement caractérisé et catégorise.
Par conséquent, ces enzymes peuvent étre incluses dans I'un des groupes enzymatiques
existants. De plus, ce groupe contient des pénicillinases qui ne sont pas inhibées par l'acide

clavulanique et n‘appartiennent a aucune de la classe moléculaire correspondante [15].
4. Epidemiologie

Jusqu'a la fin des années 90, la plupart des BLSE détectés étaient de type SHV et TEM ;
les isolats exprimant ces enzymes étaient presque associés a des flambées nosocomiales,
principalement dans les USI, et il était tres rare gu'ils soient associés a des infections acquises
dans la communauté [17].

Les BLSE ont été initialement détectés en Europe de I'Est et en Amérique du Sud, puis
disséminés dans le monde entier. Jusque dans les années 1990, le principal producteur de
BLSE était K. pneumoniae [18]. Le nombre d'isolats d'E. coli producteurs de BLSE a
considérablement augmenté au cours du 21e siécle. Une base de données de surveillance
mondiale récente, collectée en Europe, en Amérique du Nord et du Sud et en Asie, a montré
que les fréquences de détection des isolats de K. pneumoniae et d'E. coli producteurs de BLSE
étaient respectivement de 7,5 a 44% et de 2,2 a 13,5% [14].

La prévalence des isolats producteurs de BLSE a augmenté dans une plus grande
mesure, en particulier en Asie que dans d'autres régions. Une étude menée en 2007 a montré
que la fréquence des isolats de K. pneumoniae et d'E. coli producteurs de BLSE dépassait
30% dans les populations bactériennes. Des données d'une institution au Japon ont montré que
le taux de détection des isolats d'E. coli augmentait en premier, suivi d'une augmentation des
taux de détection des isolats de K. pneumoniae et P. mirabilis. Ces données suggerent que K.
pneumoniae, ainsi que E. coli, ont été d'importants producteurs de BLSE méme au cours des

derniéres années (figure 4) [14].
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Figure 4 : Fréquences des germes producteurs de BLSE a I'h6pital Hara-Sanshin de Fukuoka
(Japon) [19].
Dans l'analyse des génotypes BLSE, TEM et SHV ont été principalement observés
jusque dans les années 1990, et il a été le plus souvent rapporté que les souches de K.
pneumoniae productrices de SHV présentaient une dissémination clonale dans les hépitaux.

Dans certains cas, SHV a été trouvé dans des isolats exprimant d'autres types de BLSE, tels
que TEM et CTX-M [14].

Au milieu des années 2000, il a souvent été signalé que le nombre de BLSE type CTX-
M détectés était en augmentation, que le principal vecteur était E. coli, et que la plupart de ces
souches avaient été communautaires et non pas nosocomiales. La plupart d'entre elles étaient

isolées au niveau des infections des voies urinaires [14].

Il a été indiqué que divers BLSE de type CTX-M se sont répandus dans le monde entier
et que des sous-groupes spécifiqgues de CTX-M ont été caractérisés dans différentes zones
géographiques. En revanche, les BLSE CTX-M-15, qui appartiennent au groupe CTX-M-1,
ont éte retrouvees dans le monde entier [14]. Une répartition globale des BLSE type CTX-M
et quelques ses sous-types est montrée dans la figure 5 : [19]
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Figure 5 : Répartition globale des BLSE type CTX-M et quelques ses sous-types.

(a, b, ¢) L’évolution du CTX-M sur trois périodes pour I'Europe (les données
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comprennent a la fois les isolats hospitaliers et communautaires). Un astérisque indique que,
pour ces zones, seul le groupement CTX-M a été effectué et ceux-ci n'ont pas été subdivisés
en génotypes. Remarque: de nombreux pays n'‘ont pas de données publiées pour certaines
périodes. Les différents couleurs représentent les groupes CTX-M: rouge, groupe 1; bleu,
groupe 9. (d, e, f) L’évolution du CTX-M sur trois périodes pour le reste du monde (les

données comprennent a la fois les isolats hospitaliers et communautaires). Un astérisque



indique que, pour ces zones, seul le groupement CTX-M a été effectué et ceux-ci n'ont pas été
subdivisés en génotypes. Remarque: de nombreux pays n'ont pas de données publiées pour
certaines périodes. L'Asie du Sud-Est (SE) comprend le Cambodge, I'Indonésie, la Malaisie,
les Philippines, Taiwan et le Vietnam. Les Etats du Golfe comprennent le Koweit, I'Arabie
saoudite et les Emirats arabes unis. Les données pour I'Australie et la Nouvelle-Zélande sont
combinées. GB : Guinée-Bissau. Les différentes couleurs représentent les groupes CTX-M:

rouge, groupe 1; vert, groupe 2; orange, groupe 8/25; bleu, groupe 9 [19].

Les figures 6 et 7 ci-dessous donnent des exemples de dissémination des germes
résistants aux C3G en Europe : [4]
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Figure 6 : Pourcentage (%) d'isolats d’E. coli invasifs résistants aux C3G,
UE / EEE, 2011 [4].
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Figure 7 : Pourcentage (%) d'isolats de K. pneumonie invasifs résistants aux C3G, UE / EEE,
2011 [4].

En ce qui concerne la prévalence des entérobactéries productrices de BLSE dans
I’Afrique, Une certaine attention a été accordée a ce sujet dans différents pays d'Afrique au
niveau communautaire et en milieu hospitalier, mais un manque d'informations compilées
persiste toujours [15]. Un article de synthése a résumé quelques les données sur la prévalence
des entérobactéries BLSE sur le continent africain et le géne qui sont communs dans un pays
spécifique : [15]

e Egypte: la prévalence des entérobactéries productrices de BLSE varie de 11 2442,9 % a
la fois dans les échantillons hospitaliers et communautaires dans lesquels le géne de classe A

a été principalement isolé et le génotype CTX-M semble étre le type le plus courant [20].

¢ Algérie : différentes études pour enquéter sur les échantillons bactériens ont été mené
au sein des hopitaux algériens. Une d’elles a pu indiquer que la prévalence des
d'entérobactéries productrices de BLSE a été trouvée entre 16,4 et 99%, dont les BLSE de

classe A étaient les plus courantes et présentaient le plasmide codant AmpC (pAmpC) [15].
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e Maroc : Différents groupes BLSE ont €té identifiés dans les milieux communautaires
et hospitaliers et les groupes BLSE les plus courants dans les échantillons communautaires
étaient les BLSE de classe A et D. La prévalence des entérobactéries productrices de BLSE a
été trouveée entre 1,3 et 7,5% en milieu communautaire et 20% en milieu hospitalier, dont les

genes CTX-M étaient les plus répandus dans ce domaine [21].
5. Aspects géenetiques

La plupart des BLSE dérivent par mutations de B-lactamases connues depuis longtemps
comme TEM-1, TEM-2 ou encore SHV-2. On rencontre également d’autres familles

d’enzymes comme les CTX-M décrites au début des années 1990 [22].

Chez les familles TEM et SHV, seul un petit nombre de mutations ponctuelles au sein
du gene est responsable du phénotype BLSE. Celles-ci vont entrainer une modification du site
actif de I’enzyme aboutissant a une modulation de I’activit¢ de la B-lactamase pouvant
s’exprimer de fagon variable selon le type d’enzyme vis-a-vis des différentes C3G alors que
les carbapénémes (imipéneme, méropénéme et ertapéneme) conservent généralement leur
activité. Chez les CTX-M, par contre, la capacité a hydrolyser les C3G est intrinséque et n’est
pas la résultante de mutations d’une enzyme ancestrale. Au niveau phénotypique, 1’action de
cette famille d’enzymes s’exerce essentiellement vis-a-vis du céfotaxime alors que les CMI de

la ceftazidime sont peu affectées [23].

¢ TEM : la substitution d’acides aminés en un nombre restreint de positions va étre
responsable de 1’apparition de nouvelles enzymes entrainant un phénotype BLSE, par
exemple la modification du glutamate en lysine en position 104, de 1’arginine en sérine ou
histidine en position 164, ou encore de la glycine en sérine en position 238 et du glutamate en
sérine en position 240. En effet, la combinaison de ces changements d’acides aminés entraine
diverses modifications de la structure de la B-lactamase qui devient ainsi capable d’hydrolyser
les C3G [22].

eSHV : Chez de nombreuses souches bactériennes, le géne SHV est intégré au
chromosome bactérien [24]. Bien que 1’on suppose que le géne codant pour SHV-1 fasse

partie d’un transposon, ceci n’a jamais été formellement démontré [25]. Contrairement aux [3-
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lactamases de type TEM, il existe relativement peu de mutants de SHV. De plus, le nombre
des mutations ponctuelles est également beaucoup plus réduit. En effet, la plupart des variants
sont caractérisés par la présence d’une glycine en position 238 au lieu d’une sérine. Certains
variants dérivés de SHV-5 possédent également un glutamate a la place d’une lysine en
position 240 [22].

Il est intéressant de noter que ces deux mutations se rapprochent de celles observées  dans
la famille TEM. Le résidu sérine en position 238 est capital pour I’hydrolyse active de la

ceftazidime alors que le résidu lysine 1’est pour le céfotaxime [22].

¢ CTX-M : De nouvelles enzymes non-TEM et non-SHV responsables d’un phénotype
BLSE ont été décrites ces dernieres années. Parmi celles-ci, la famille CTX-M décrite des
1989 hydrolysant préférentiellement le céfotaxime. Ces enzymes ne sont pas trés proches des
TEM et SHV mais partagent cependant 40 % d’homologie avec ces derniéres [26]. I
semblerait que les CTX-M dérivent par transfert horizontal et mutation des P-lactamases
chromosomiques AmpC de Klyuvera georgiana possédant 99 % d’homologie avec cette
famille d’enzymes [27]. A I’heure actuelle, plus de 20 CTX-M ont été décrites et sont
retrouvées préférentiellement chez Salmonella typhimurium, E. coli et K. pneumoniae. Les
CTX-M peuvent étre divisées en 4 groupes selon leur séquence protéique comme le montre le
tableau 7 [22], [28].

Tableau V11 : Les différents sous-groupes du type CTX-M [23], [29].

GROUPE CTX-M ENZYMES
CTX-M1 CTX-M1, -3, -10, -11, -12, -15
CTX-M2 CTX-M2, -4, -5, -6,-7, -20
CTX-M8 CTX-M8, -40, -63
CTX-M9 CTX-M9, -13, -16, -14,-15, -17, -19, -21
CTX-M-25 CTX-M-25, -26, -39, -41
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6. Identification

Historiquement, 1’expression phénotypique des premiéres BLSE posait probléme en
raison d’une expression insuffisante de la résistance aux C3G par rapport a la concentration

critique proposée a 1’époque [29].

Plusieurs méthodes pour I’identification phénotypique des BLSE ont été décrites dans la

littérature, on peut citer :

e Test de dépistage : Cette méthode est basée sur la mise en contact du germe avec une
céphalosporine indicatrice et interpréter par la suite le diameétre d’inhibition autour du disque
(céfotaxime, ceftriaxone et ceftazidime sont les plus utilisés). Les souches BLSE s’avérent

résistantes [15].

e Méthode des disques combinés : Plusieurs fabricants ont développé des tests de
détection des BLSE basés sur cette méthode. Son principe est basé sur la mesure de la zone
d'inhibition autour d'un disque de céphalosporine et autour d'un disque de la méme
céphalosporine plus clavulanate. Selon le type de disque, une différence > 5 mm entre les
deux diamétres est considérée comme indiquant la production de BLSE [30]. Le test est facile
a réaliser et son interprétation est simple. La sensibilité et la spécificité de cette méthode ont

été rapportées pour la premiere fois a 96% et 100%, respectivement [31].
e Méthode automatisée : plusieurs automates existent :

Le test VITEK 2 BLSE (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) est basé sur I'évaluation
simultanée de l'activité antibactérienne du céfépime, du céfotaxime et de la ceftazidime,
mesurée seule ou en présence de clavulanate. Ce test repose sur des puits de cartes contenant
1,0 mg/ L de céfépime, ou 0,5 mg/L de céfotaxime ou de ceftazidime, seuls ou associés a 10
ou 4 mg/L de clavulanate, respectivement. Apres inoculation, les cartes sont introduites dans
la machine VITEK 2, et pour chaque antibiotique testé, la turbidité est mesurée a intervalles
réguliers. La réduction proportionnelle de la croissance dans les puits contenant une
céphalosporine associée au clavulanate est ensuite comparée a celle obtenue par la
céphalosporine seule et est interprétée comme BLSE positive ou négative a travers un

systeme expert informatisé (Advanced Expert System) [30].
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Le test automatisé Phoenix ESBL (Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) repose
également sur la réponse de croissance a des céphalosporines a spectre élargi sélectionnées.
Ce test est composé de cing puits contenant chacun une céphalosporine seule ou en
association avec de l'acide clavulanique (cefpodoxime, ceftazidime, ceftazidime avec acide
clavulanique, céfotaxime avec acide clavulanique et ceftriaxone avec acide clavulanique).
Dans ce systeme, les résultats sont également interprétés a travers un systéeme informatisé
[30].

o L e E-test® spécifique pour la détermination de la production des BLSE : Ce sont des
bandelettes mises au point systématiqguement pour la détection de la production de BLSE par
les bactéries. Elles renferment d’un coté un gradient d’une céphalosporine de 3éme génération
(Céftazidime ou Céfotaxime) et de 1’autre un gradient de la méme molécule associée a I’acide

clavulanique. Le test est positif lorsqu’on observe une réduction d’au moins 3 fois de CMI de

la C3G en présence de I’acide clavulanique [30].

»ouow;‘,;'ﬁfs d ]

Figure 8 : Méthode E-test positive indiquant la présence d’une BLSE [31].

e Test de synergie a double disque : le premier test spécifiqguement congu pour détecter
la production de BLSE chez les Enterobacteriaceae était le test de synergie a double disque
(DDST) [32]; le plus utilisé dans les laboratoires de bactériologie médicale en raison de sa
forte recommandation par le CA-SFM. Il a été initialement concu pour différencier les
souches résistantes au céfotaxime, c'est-a-dire celles qui surproduisent la céphalosporinase, et
celles produisant des BLSE. Le test est réalisé sur gélose avec un disque de 30 pg de
céfotaxime (et / ou ceftriaxone et / ou ceftazidime et / ou aztréonam) et un disque
d'amoxicilline-clavulanate (contenant 10 pg de clavulanate) positionné a une distance de 30
mm (centre a centre), c'est-a-dire a la distance fournie par plusieurs types de distributeurs de
disques (Fig. 9) [30].
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Figure 9 : Test positif de synergie double disque [31].

Les disques de céfotaxime (CTX) et d'amoxicilline-clavulanate (AMC) sont placés a une
distance de 30 mm I'un de I'autre. La zone d'inhibition est renforcée entre ces deux

disques, indiguant une synergie entre le céfotaxime et le clavulanate [30].

Le test est considéré comme positif lorsqu'une sensibilité réduite au céfotaxime est
associée a une nette amélioration de la zone d'inhibition du céfotaxime devant le disque
contenant le clavulanate, ce qui entraine souvent une zone de forme caractéristique appelée
« bouchon de champagne » ou « trou de la serrure ». La figure 10 donne plusieurs exemples

de DDST positifs pour différentes enzymes et espéces d'entérobactéries [30].
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Figure 10 : Tests de synergie a double disque pour plusieurs b-lactamases a spectre étendu
dérivées de SHV dans plusieurs entérobactéries [31].

La synergie entre le céfotaxime (CTX), la ceftazidime (CAZ), I'aztréonam (ATM) ou le
ceéfépime (FEP) et le clavulanate (amoxicilline-clavulanate (AMC) ou ticarcilline-clavulanate
(TCCQ)) est indiquée par des fleches. a) Escherichia coli SHV-2. (b) Klebsiella pneumoniae
SHV-4. (c) Salmonella Enteritidis SHV-12. (d) K. pneumoniae SHV-12. (e) Enterobacter
cloacae produisant une céphalosporinase inductible et SHV-12 [30].
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La détection des souches productrices de BLSE par des techniques uniquement
phénotypiques peut se heurter a des difficultés, ce qui nous envoie a des techniques plus
fiables et pertinentes. L’identification des geénes de résistance BLSE par des techniques de
biologie moléculaire vise a rechercher directement la présence du support génétique au sein
des souches isolées. Ces techniques sont utilisées généralement pour compléter les études
bactériologiques et épidémiologiques. Elles permettent également de connaitre le type de

BLSE que produisent les souches bactériennes multi-résistantes.

Parmi les principales techniques communément utilisées pour I’étude des genes codants
pour les BLSE on retrouve: la PCR, ’oligotypage, la réaction de ligature en chaine, et le

séquencage des nucléotides.

La PCR est la méthode moléculaire la plus utilisée, la plus sensible et la plus facile. Son
principe repose sur 1’amplification des génes codant pour le caractéere BLSE en utilisant des
couples d’amorces spécifiques a ces genes. Ces amorces, séquences relativement courtes qui
sont différentes les unes des autres et complémentaires des sites de reconnaissance au niveau
de ’ADN cible a amplifier, sont généralement choisies de facon a s’hybrider avec des régions
relativement conservées [22]. Apres 1’étape de dénaturation qui permet la libération du
génome, les amorces s’hybrident de manicre spécifique aux genes BLSE en cas de leur
présence [22]. Ensuite 1’amplification s’enchaine pour obtenir un nombre de réplicat
significatif pour détecter I’éventuel géne par d’autres techniques (ex : migration sur gel

d’agarose).

A R s E E F
Figure 11 : Analyse des enzymes de la famille SHV par PCR-SSCP [34]

Les différents profils de migration correspondent a différentes enzymes. Les profils A,
B, C, D, E et F ont pu étre respectivement reliés a la présence de SHV-2, SHV-5, SHV-4,
SHV-3, SHV-11 et SHV-1. (D’aprés [33])
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7. Impact des BLSE (clinique et sur la prescription)

Une méta-analyse a montré une mortalit¢ accrue et un retard dans I’efficacité des
antibiotiques dans les bactériémies liées aux BLSE [34], indiquant l'importance d'une
surveillance constante du profil de résistance aux antibiotiques. Les bactéries productrices de
BLSE sont résistantes a presque tous les antibiotiques P-lactamines, a l'exception des
carbapénemes, comme il est indiqué dans leur définition. De plus, la plupart des bactéries
productrices de BLSE, en particulier celles avec les génotypes TEM, SHV et CTX-M,
présentent une co-résistance aux aminosides, aux tétracyclines et aux sulfamides [35]. Les
organismes avec des génotypes CTX-M, tels que ceux avec CTX-M-9, -14 et -15, seraient

résistants aux fluoroquinolones [35].

Cette résistance supplémentaire est induite parce que les génes CTX-M sont directement
liés aux genes de résistance aux quinolones, les génes gnr. Cette découverte génétique est
intéressante parce que une pression sélective par I'utilisation de fluoroquinolones peut induire
I'émergence de bactéries productrices de CTX-M BLSE. En conséquence, les options
thérapeutiques pour les infections causées par des bactéries productrices de BLSE peuvent
étre plus limitées. Il a été démontré que la tigécycline est microbiologiquement active contre
E. coli et K. pneumoniae producteurs de BLSE [36], [37].

Tandis que la fosfomycine est efficace contre les infections des voies urinaires causees
par E. coli producteurs de BLSE [38]. Il faut noter que I'émergence de souches BLSE

résistantes a la fosfomycine a déja été signalée [14].

Il ne semble y avoir aucun doute sur l'utilisation des carbapénémes comme traitement de
premiére intention contre les infections BLSE [39]. Cependant, en raison d'une augmentation
de la détection des bactéries productrices de BLSE dans le monde, I'utilisation inévitable des
carbapénémes augmente également. Cette situation a conduit a une sur-utilisation des
carbapénémes et a soulevé de sérieuses inquiétudes quant au développement de bactéries
résistantes aux carbapénemes [40]. Dans ce contexte, I'utilisation d’une B-lactamine associée a
un inhibiteur de B-lactamase en particulier la pipéracilline-tazobactam, a été intensivement

considérée comme une alternative potentielle a I'infection BLSE [40].

41



Un point de plus, ces infections étaient clairement associées a une augmentation du cout
d’hospitalisation due au prolongement de la durée d’hospitalisation et a [’utilisation de

médicaments de dernier recours souvent onéreux [41].
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. Matériels et méthodes

1. Contexte de I’étude

Il s’agit d’une étude rétrospective étalée sur une période de 3ans allant du 01/01/2018
au 31/12/2020, et portée sur la totalité des isolats d’entérobactéries provenant de tous les
patients (hospitaliseés et consultants) quelque soit leur site de prélevement ou le service

originaire.

Notre étude a été réalisée au sein du laboratoire de bactériologie de 1’Hopital Militaire
d’Instruction Mohammed V (HMIMV), un hopital universitaire de 700 lits, situé a Rabat au

Royaume du Maroc.

L'identification des isolats bactériens a été basée sur les caractéres culturaux,
morphologiques et biochimiques. L'identification biochimique a été realisée a l'aide de
galeries prétes a I'emploi API20E (bio-Mérieux SA, Marcy-I'Etoile / France).

La sensibilité aux antibiotiques a été étudiée a l'aide de la méthode de diffusion en
milieu gélosé Mueller Hinton en utilisant des disques antibiotiques de type OXOID® et
interprétée selon les recommandations du EUCAST / CA-SFM 2019. La lecture a eté réalisee
a l'aide du systeme Adagio Biorad®. Les souches bactériennes ont été classées en trois
catégories cliniques : sensible (S), intermédiaire (1) et résistante (R). Les souches (I) ont été

groupées avec les souches (R) pour I’ensemble des analyses.

La détection phénotypique des entérobactéries BLSE a été réalisée par la méthode de
test synergique a double disque sur milieu gélosé, utilisant 1’association amoxicilline - acide
clavulanique et différentes C3G. Le test est interprété positif si présence de phénotype de

bouchon de champagne.

Un échantillon de souches d’entérobactérie BLSE résistantes aux C3G et ayant un
phénotype de bouchon de champagne sur milieu gélosé ont bénéficié¢ d’une étude moléculaire

a la recherche de gene de résistance.

Les doublons ; souches de méme espece, du méme profil, isolées du méme site et dans

une période inférieure ou égale a 7 jours, ont été exclus.
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L'extraction des données a été réalisée a l'aide du modele épidémiologique du systéme
Adagio Biorad® et du systéme d'information de laboratoire (LIS).

L'analyse statistique a été réalisée a l'aide des logiciels Excel et SPSS version 25.

2. Préparation des matrices d’ADN pour I’étude génotypique par
PCR
La préparation des matrices d’ADN pour la PCR est une étape essentielle et délicate qui
vient avant I’étude moléculaire proprement dite. Cette étape est trés importante parce qu’elle
conditionne la qualité de 1’échantillon et donc affecte les résultats ; toutes contaminations

(introduction d’autres fragments d’ADN) peut facilement fausser les résultats d’ou la

nécessitée d’étre prudent et de bien veiller a respecter les bonnes pratiques.

L’ADN a été extrait a partir de cultures fraiche (culture de 24h) par méthode de choc

thermique en utilisant le protocole suivant :

Etape 1 : ensemencement des souches sur milieu gélosé et incubation a 37°C
pendant 24h.

Etape 2 : a partir des cultures jeunes et dans un tube Eppendorf, mettre en

contact 100 pl d’eau distillé et une colonie.
Etape 3 : incubation du mélange dans bain marie a 100°C pendant 10min.

Etape 4 : juste apres, mettre le mélange dans un bain de glace (choc

thermique).
Etape 5 : centrifugation, récupération du surnageant, conservation a - 20°C.

Les matrices d’ADN sont alors prétes a I’emploi. Un aliquot du surnageant a été utilisé

comme matrice d'/ADN pour la PCR.
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3. Amorces utilisées pour la détection des BLSE

Seuls les trois types de BLSE, communément produits par les entérobactéries et
identifiées en pratique médicale, étaient recherchés (CTX-M, SHV et TEM).

Le Tableau 8 précise les sequences nucléotidiques des differentes amorces utilisées pour

notre étude génotypique, ainsi la taille de I’amplicon (pb) :

Tableau VIII : Amorces utilisées pour la PCR.

GENE AMORCES SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE TAILLE | REFERENCES
CTX-M-F 5-CGCTTT GCG ATG TGC AG - 3' 551 [42] [43]
blaCTX-M
CTX-M-R 5-ACCGCGATATCGTTGGT -3
TEM-F 5’- CATTTC CGT GTC GCCCTT ATTC -3’
blaTEM 800 [44]
TEM-R 5’- CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC -3’
SHV-F 5’- AGC CGC TTG AGC AAATTA AAC -3’ [44]
blaSHV 713
SHV-R 5’- ATC CCG CAG ATA AATCACCAC-3
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4. PCR pour la détection des BLSE

4.1. Préparation du mixte réactif

Le mixte réactif contient tous les éléments nécessaires a la réaction de PCR, sa

composition est comme suit :

e Tampon 5x » Syl
o P1 10uM . 05l
o P2 10uM > 05yl
e Taqg 1u/pl » 0,5l
e H20 » QSP22pl

Soit un volume total du mix de 22 pl.
e Ajouter 3ul d’ADN extrait

Le tampon de réaction est concentré 5 fois, la Taq est une enzyme de type polymérase

qui permet 1’amplification.

Pour les P1 et P2, il s’agit de couple d’amorces utilisé. Le nombre des couples
d’amorces peut varier en fonction de nombre de geénes recherchés par chaque PCR (monoplex

ou multiplex).

4.2. Protocole de la réaction

Le déroulement des réactions des PCR a été conduit en 2 temps : un monoplex visant la
détection des genes CTX-M et un duplex pour la détection des génes TEM et SHV.

Le protocole thermique suivi est représenté par le tableau ci-dessous :
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Tableau IX : Protocole des réactions PCR

Etape Température Temps Cycles
Dénaturation initiale 95°C 1 min 1
Dénaturation 95°C 15 sec
Hybridation Déterminé par I'utilisateur 15 sec 35
Elongation 72°C 10 sec

Les températures d’hybridation utilisées étaient 52°C pour le monoplex CTX-M et 58°C
pour le duplex TEM SHV.

A la fin de la réaction d’amplification, la température est fixée a 4°C jusqu’a ce que les
cuves de réaction soient retirées du thermocycleur. 8ul du produit d’amplification est analysée

par électrophorese sur gel d’agarose.

4.3. Typage par électrophorese
L’¢lectrophorése a été réalisé sur gel d’agarose 1% (1g d’agarose + qsp 100ml du TBE).

8ul du produit d’amplification est mélangé avec une goutte (soit 2ul) de la solution de
charge (qui contient 25% glycérol, 35% saccharose, 0.025% bleu de bromophénol).
Le mélange est ainsi déposé dans les puits de migration. Les 2 derniers puits sont conservés

pour les contréles positif et négatif. La migration dure 90min sous un voltage 100 volts.

NB : le marqueur de poids moléculaire utilise permet de visualiser des bandes de taille

qui varie entre 100 et 1000pb.

La lecture se fait sous lumiére UV.
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1. Résultats

Au cours de la période d’étude nous avons colligé 10268 entérobactéries dont 1402
isolats ont été confirmées producteurs de B-lactamase a spectre élargi avec une prévalence de
13,65%.

M Entérobactéries

O BLSE

Figure 12 : Prévalence des souches BLSE au sein des entérobactéries.

1. Données démographiques

e Age:

L’age moyen de la population étudiée était de 54 ans avec des extrémes d’age de 0 et
105ans.

e Sexe :

Les infections a entérobactéries en général ont été prédominantes chez les femmes plus
gue les hommes avec des pourcentages de 57,4% et 42,1% respectivement. Alors que la
prédominance des entérobactéries BLSE était supérieure chez les hommes (57%) que chez les
femmes (43%).
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¢ Origines des patients :

En ce qui concerne les entérobactéries globales, elles émanaient du milieu

communautaire dans 58,7% des cas et du milieu hospitalier dans 41,3% des cas.

Cependant la distribution des entérobactéries BLSE était de 40,6% en milieu

communautaire et 59,4% au niveau des différents services hospitaliers.

2. Répartition de I’ensemble des isolats d’entérobactéries

2.1. Répartition par espéces de I’ensemble des isolats d’entérobactéries

Tableau X : Répartition globale des entérobactéries selon I’espéce identifiée.

Germe Nombre Fréquence (%)

Escherichia coli 6071 59,1
Klebsiella pneumoniae 2369 23,1
Enterobacter cloacae 805 7,8
Proteus mirabilis 578 5,6
Morganella morganii 106 1,0
Serratia sp 102 1,0
Enterobacter sp 83 0,8
Proteus sp 43 0,4
Klebsiella sp 37 0,4
Citrobacter sp 34 0,3
Providencia sp 24 0,2
Salmonella sp 16 0,2

Total 10268 100,0
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B Klebsiella sp W Citrobacter sp B Providencia sp B Salmonella sp

Figure 13 : Répartition globale des entérobactéries selon I’espece identifiée.

2.2. Répartition par services de I’ensemble des isolats d’entérobactéries

Tableau X1 : Répartition globale des entérobactéries selon le service.

Service Nombre Fréquence (%)
EXTERNE 3473 33,8
URGENCE 2559 24,9
SERVICES MEDICAUX 2147 21
SERVICES CHIRURGICAUX 1104 10,8
SERVICES DE REANIMATION 571 5,6

NON IDENTIFIE 414 4

Total 10268 100
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m NON IDENTIFIE

Figure 14 : Répartition globale des entérobactéries selon le service.
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2.3. Reépartition par nature de prélévements de I’ensemble des isolats

d’entérobactéries

Tableau X1 : Répartition globale des entérobactéries selon la nature de prélévements.

Types de prélévement Nombre Fréquence (%)

Prélevement urinaire 7633 74,4
Pus Profond 683 6,7
Pus Superficiel 434 4,2
Hémoculture 417 4,1
Ecouvillon Vaginal 336 3,3
Prélevement pulmonaire 324 3,2
Non identifié 126 1,2
Ecouvillon 92 0,9
Selles 69 0,7
Liquide de ponction 61 0,6
Fragment Tissu 54 0,5
Matériel 39 0,4

Total 10268 100,0

M Urinaire

H Pus Profond

M Pus Superficiel

B HEMOCULTURE

M Ecouvillon Vaginal
1 Pulmonaire

B NON IDENTIFIE

H Ecouvillon

M Selles

M Liquide de ponction
B Fragment Tissu

B Matériel

Figure 15 : Répartition globale des entérobactéries selon les types de prélévements.
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2.4. Répartition des germes isolés par services

Tableau X111 : Répartition globale des Entérobactéries selon I’espéce et le service.

NON

GERME IDENTIFIE CHIRURGICAL | EXTERNE | MEDICAL | REANIMATION | URGENCE
Escherichia 4% 8% 39% 19% 2% 28%
coli (n=6071)
Klebsiella 4% 13% 30% 23% 9% 21%
pneumoniae
(n=2369)
Enterobacter 5% 20% 23% 25% 9% 19%
cloacae
(n=805)
Proteus 2% 13% 28% 21% 14% 22%
mirabilis
(n=578)
Morganella 1% 28% 11% 25% 18% 17%
morganii
(n=106)
Serratia sp 2% 24% 11% 18% 29% 17%
(n=102)
Enterobacter 1% 19% 10% 29% 23% 18%
sp (n=83)
Proteus sp 5% 19% 12% 19% 28% 19%
(n=43)
Klebsiella sp 8% 22% 14% 16% 16% 24%
(n=37)
Citrobacter 9% 9% 32% 18% 12% 21%
sp (n=34)
Providencia 0% 8% 4% 13% 46% 29%
sp (n=24)
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Figure 16 : Répartition globale des Entérobactéries selon ’espéce et le service.
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2.5. Répartition des germes isolés par nature de prélévement

100%
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B NON IDENTIFIE B Ecouvillon Vaginal ™ Fragment Tissu B HEMOCULTURE
M Liquide de ponction m Matériel B Pulmonaire M Pus Profond

B Pus Superficiel W Selles B Urinaire

Figure 17 : Répartition globale des Entérobactéries selon le germe et le type de prélévement.
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2.6. Profil de résistance des entérobactéries aux différents antibiotiques

Tableau X1V : Profil de résistance des entérobactéries aux antibiotiques.

Amikacine 250 8935 3%

Amoxicilline + acide clavulanique 4467 5465 45%
Ampicilline 7542 2363 76%
C1G 1414 3871 27%
Céfépime 761 1514 33%
C3G 2070 7867 21%
Céfoxitine 1484 8215 15%
Fluoroquinolones 3497 6304 36%
Ertapénéeme 713 7698 8%

Fosfomycine 319 6282 5%

Gentamicine 1448 7577 16%
Imipénéme 383 2797 12%
Mécillinam 592 6516 8%

Pipéracilline + tazobactam 2100 8004 21%
Tobramycine 825 1425 37%
Triméthoprime / sulfaméthoxazole 3629 5839 38%

57



80% 76%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%

Figure 18 : Profil de résistance des entérobactéries aux antibiotiques.
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3. Répartition des isolats d’entérobactéries BLSE

3.1. Répartition par espéces des isolats d’entérobactéries BLSE

Tableau XV : Répartition globale des entérobactéries BLSE selon I’espéce.

Germe Nombre Fréquence (%)
Citrobacter sp 4 0,3
Enterobacter cloacae 147 10,5
Enterobacter sp 20 1,4
Escherichia coli 588 41,9
Klebsiella pneumoniae 583 41,6
Klebsiella sp 9 0,6
Morganella morganii 9 0,6
Proteus mirabilis 19 1,4
Proteus sp 2 0,1
Providencia sp 4 0,3
Serratia sp 17 1,2
Total 1402 100,0

59



Proteus mirabilis Proteus sp _ Providencia sp

Serratia sp

1% 0% \ 1% Citrobacter sp
Morganella ‘ 0%
morganii ‘
g Klebsiella sp
1% 1% Enterobacter sp

1%

Figure 19 : Répartition globale des entérobactéries BLSE selon I’espéce.
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3.2. Répartition par services des isolats d’entérobactéries BLSE

Tableau XVI : Répartition globale des entérobactéries BLSE selon le service.

Service Nombre Fréquence (%)
NON IDENTIFIE 75 53
SERVICES CHIRURGICAUX 254 18,1
SERVICES MEDICAUX G5l 25,5
SERVICES DE REANIMATION 147 10,5
URGENCE 334 23,8
EXTERNE 235 16,8
Total 1402 100

m NON IDENTIFIE
B CHIRURGICAL
m MEDICAL

B REANIMATION
B EXTERNE

m URGENCE

Figure 20 : Répartition globale des entérobactéries BLSE selon le service.
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3.3. Répartition par prélévements des isolats d’entérobactéries BLSE

Tableau XVII : Répartition globale des entérobactéries BLSE selon la nature de prélevement.

Types de préléevement Nombre Fréquence (%)

NON IDENTIFIE 25 1,8
Ecouvillon 34 2,4
Ecouvillon Vaginal 23 1,6
Fragment Tissu 6 0,4
Liquide de ponction 17 1,2
Matériel 30 2,2
Pulmonaire 91 6,5
Pus Profond 130 9,3
Pus Superficiel 86 6,1
Sanguin 92 6,6
Selles 12 0,8
Urinaire 858 61,2

Total 1402 100,0
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Figure 21 : Répartition globale des entérobactéries BLSE selon la nature de prélévement.
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3.4. Répartition des entérobactéries BLSE isolés par services :

Tableau XVIII. Répartition globale des entérobactéries BLSE selon le germe et les services.

GERME NON IDENTIFIE | CHIRURGICAL | EXTERNE | MEDICAL | REANIMATION | URGENCE
Citrobacter sp 25% 0% 50% 0% 0% 25%
Enterobacter 6% 20% 15% 3% 10% 23%
cloacae
Enterobacter sp 0% 20% 15% 5% 35% 5%
Escherichia coli 7% 16% 21% 3% 6% 27%
Klebsiella 4% 20% 14% 4% 13% 21%
pneumoniae
Klebsiella sp 22% 22% 11% 0% 0% 11%
Morganella 0% 11% 0% 0% 44% 11%
morganii
Proteus 0% 11% 16% 0% 26% 47%
mirabilis
Proteus sp 0% 0% 0% 0% 0% 100%
Providencia sp 0% 0% 0% 0% 50% 25%
Serratia sp 0% 24% 0% 0% 47% 18%
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Figure 22 : Répartition globale des entérobactéries BLSE selon le germe et les services.
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3.5. Répartition des germes BLSE isolés par types de prélevements
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Figure 23 : Répartition globale des entérobactéries BLSE selon le germe et les services.
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3.6. Profil de résistance des entérobactéries BLSE aux différents

antibiotiques

Tableau XIX : Profil de résistance des entérobactéries BLSE aux antibiotiques.

Amikacine 90 1196 7%

Amoxicilline + aciclavulanique 1221 159 88%
Ampicilline 1346 0 100%
ClG 683 0 100%
Céfépime 487 43 92%
C3G 1372 0 100%
Céfoxitine 353 959 27%
FQ 734 114 87%
Ertapénéeme 261 811 24%
Fosfomycine 59 688 8%

Gentamicine 670 567 54%
Imipénéme 99 507 16%
Mécillinam 92 699 12%
Pipéracilline + tazobactam 760 628 55%
Tobramycine 430 82 84%
Triméthoprime / sulfaméthoxazole 981 288 77%
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Figure 24 : Profil de résistance des entérobactéries BLSE aux antibiotiques.
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4. Profil génotypique

Le typage moléculaire des geénes codants pour les BLSE n’a été pratiqué que sur un

¢chantillon représentatif aléatoire, on a opté pour 110 isolats d’entérobactéries confirmées

phénotypiquement productrices de BLSE.

Aprés analyse génotypique des genes codants pour les BLSE, il apparait que le gene

CTX-M est le prédominant parmi les 3 genes. Les pourcentages de positivité sont représentés

dans le tableau suivant :

Tableau XX : Répartition des différents génes BLSE.

CTX-M TEM SHV
POSITIF 95% 56% 50%
NEGATIF 5% 44% 50%

120%

100%

80%

60%

40%

20%

0%

CTX-M

TEM

SHV

m POS
B NEG

Figure 25 : Répartition des différents génes BLSE.
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Il est a noter que 41 isolats d’entérobactéries BLSE étudiées étaient positifs pour les 3
génes (soit un pourcentage de 37,27%). Dans certains cas la production de deux types de
BLSE a été observé : CTX-M/TEM (18,18%), CTX-M/SHV (10,90%), SHV/TEM (0%). La
production unique d’un seul géne n’a concerné que 29% des cas pour CTX-M, 1,8% pour
SHYV et 1 seul isolat pour TEM.

La répartition des 3 génes selon I’espéce, le sexe, les services et les types des

prélevements est comme suit :

4.1. Répartition des génes BLSE selon I’espéce

Tableau XXI : Répartition du géne TEM selon ’espéce

TEM
Germe NEG POS | %
E. cloacae 3 3 5%
E. coli 28 19 31%
K. pneumoniae 14 39 63%
Total 62

TEM

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0% -
Enterobacter cloacae Escherichia coli Klebsiella pneumoniae

Figure 26 : Répartition du géne TEM selon I’espéce.
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Tableau XXI1 : Répartition du gene SHYV selon I’espéce.

SHV
Germe NEG POS %

E. cloacae 2 4 7%

E. coli 42 5 9%

K. pneumoniae 7 46 84%

Total 55
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0% -
Enterobacter cloacae Escherichia coli Klebsiella pneumoniae

Figure 27 : Répartition du géne SHV selon I’espéce.
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Tableau XXI11 : Répartition du géne CTX-M selon I’espéce.

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

CTX-M
Germe NEG POS %
E. cloacae 0 6 6%
E. coli 2 45 44%
K. pneumoniae 2 51 50%
Total 102
CTX-M

Enterobacter cloacae

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Figure 28 : Répartition du géne CTX-M selon I’espéce.
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4.2. Répartition des genes BLSE selon le sexe

TEM

Figure 29 : Répartition du géne TEM selon le sexe.

SHV

Figure 30 : Répartition du gene SHV selon le sexe.

CTX-M

Figure 31 : Répartition du géne CTX-M selon le sexe.
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4.3. Répartition des genes BLSE selon la nature de prélévements

Tableau XXIV : Répartition du géne TEM selon la nature de prélévements.

TEM
Prélevement NEG POS %
Cathéter 0 1 2%
Ecouvillon 0 1 2%
Liquide de ponction 0 1 2%
Matériel 1 1 2%
Pulmonaire 3 2 3%
Pus Profond 3 5 8%
Pus Superficiel 3 3 5%
Sanguin 2 3 5%
Urinaire 35 45 73%
Total 47 62 100%
Ecouvillon
TEM 2% Liquide de Matériel
Cathéter por;(;/tlon 2%
1% ’ Pulmonaire

3%

Pus Profond
8%

Pus Superficiel

Urinaire
72%

Figure 32 : Répartition du gene TEM selon la nature de prélévements.
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Tableau XXV : Répartition du géne SHV selon la nature de prélévements.

SHV
Prélévement NEG POS %
Cathéter 0 1 2%
Ecouvillon 0 1 2%
Matériel 1 1 2%
Pulmonaire 4 1 2%
Pus Profond 5 3 5%
Pus Superficiel 2 4 7%
Sanguin 1 4 7%
Urinaire 40 40 73%
SHV Ecouvillon Matériel Pulmonaire

Cathéter 2% 2% 2%

2%

Pus Profond
5%

Pus Superficiel
7%

Figure 33 : Répartition du géne SHV selon la nature de prélévements.
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Tableau XXVI : Répartition du gene CTX-M selon la nature de prélévements.

CTX-M

Prélévement NEG POS %
Cathéter 0 1 1%
Ecouvillon 0 1 1%
Liquide de ponction 0 1 1%
Matériel 0 2 2%
Pulmonaire 1 4 4%
Pus Profond 0 8 8%
Pus Superficiel 1 5 5%
Sanguin 0 5 5%
Selles 0 1 1%
Urinaire 3 77 73%

Ecouvillon |jquide de Matériel
Cathéter 1% ponction
1%
Pulmonaire
CTX'M Pus Profond

Pus Superficiel
5%

Sanguin
0,

Figure 34 : Répartition du géne CTX-M selon la naturede prélevements.
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4.4.

Répartition des genes BLSE selon les services

Tableau XXVII : Répartition du gene TEM selon le service.

TEM
Service NEG POS %
CHIRURGICAL 14 10 18%
EXTERNE 11 7 13%
MEDICAL 11 14 25%
REANIMATION 1 6 11%
URGENCE 9 18 33%
TEM

Figure 35 : Répartition du gene TEM selon le service.




Tableau XXVIII : Répartition du géne SHV selon le service.

SHV
Service NEG POS %
CHIRURGICAL 12 12 23%
EXTERNE 12 6 12%
MEDICAL 7 18 35%
REANIMATION 3 4 8%
URGENCE 15 12 23%

SHV

Figure 36 : Répartition du géne SHYV selon le service.
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Tableau XXIX : Répartition du gene CTX-M selon le service.

CTX-M
Service NEG POS %
CHIRURGICAL 0 24 25%
EXTERNE 1 17 18%
MEDICAL 2 23 24%
REANIMATION 0 7 7%
URGENCE 2 25 26%
CTX-M

Figure 37 : Répartition du géne CTX-M selon le service.

79




I11. Discussion

Les entérobactéries occupent une grande place au sein des infections bactériennes que
ce soit en hospitalier ou en communautaire, elles constituent 1'une des plus importantes

familles de bactéries trés hétérogenes sur le plan pathogeénie et écologie.

Dans notre étude, les isolats d’entérobactéries étaient prédominants chez le sexe féminin
dans 57% avec un sexe ratio de H/F=0.75. Par contre les infections & entérobactéries BLSE
ont été plus fréquentes chez le sexe masculin (57%) que le sexe féminin (43%) ; ce constat a
été confirmé par plusieurs auteurs qui ont rapporté que le sexe masculin et le transfert a partir
d’une structure hospitaliere de long séjour constituent deux facteurs de risque
significativement associés au portage de BLSE [45]. L’age moyen de notre population
d’étude a été de 54ans avec des extrémes d’age allant de 0 a 105 ans.

Le profil épidémiologique de nos isolats d’entérobactéries a ét¢ dominé par E. coli dans
59,1% des cas, suivi par K. pneumonie (23,7%) et E. cloacae (7,8%). Ces données sont

concordantes aux données de la littérature [45], [49].

La prévalence des entérobactéries productrices de BLSE a été de 13,65%, ce résultat est
supérieur a ceux rapportés par d’autres études a 1’échelle nationale [48] [49] [46]. Par ailleurs
ce taux a connu une augmentation au fil du temps au sein de notre hdpital en passant de 2,1%
en 2002 & 8% en 2009 [48] [49] [46]. En revanche une étude chinoise a trouvé un taux
supérieur (38%) a celui montré par notre étude [44].

Les isolats BLSE ont été dominés par E. coli et K. pneumonie a des pourcentages égaux
(41,9% et 41,6%). Nos taux sont supérieurs pour K. pneumonie par rapport a ceux rapportes
en France en 2008 (17%) [51] et a ceux rapportés au niveau des hdpitaux du Sud de I'Europe
(25%) [52]. lls sont inférieurs pour E. coli par rapport aux résultats des études menées en
France (=67%) [53],[54], et par rapport aux résultats d’autres études (80% et 71%) [47],[55].

La majorité de nos isolats BLSE provenaient des prélévements urinaires dans 61% des
cas et des prélevements de pus dans 15% des cas. Les prélevements sanguins ne
représentaient que 7%. On a constaté que plus de Y% des préléevements provient des

prélevements urinaires. Ce constat a été confirmé par les résultats apportés par une étude
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menée dans un hopital universitaire & Paris par Lucet et al. et dans laquelle les infections du
tractus urinaire a entérobactéries productrices de BLSE representaient 52% [56]. Une autre
étude a montré que 51% des entérobactéries BLSE étaient isolées des prélévements urinaires,

la fréquence des prélévements sanguins était élevée (15,3%) par rapport a nos résultats [1].

24% de nos isolats BLSE émanaient des services des urgences, 22% des services
meédicaux, 18% des services chirurgicaux, 17% des consultations a titre externe et 10% pour
les services de réanimation. Nos taux sont proches aux données d’une étude frangaise qui a
rapporté une fréquence de 14% au niveau des services de réanimation et 20% pour les patients

consultants [53].

En effet, les patients hospitalisés au sein des unités de soins intensifs présentent plus de
risques a contracter une BLSE, vu la durée d’hospitalisation (qui est généralement longue), la
sévérité de la maladie, I’usage d’un certain nombre de dispositifs invasifs (sondes urinaires,
cathéters, ventilation, intubation...), et les traitements antibiotiques multiples notamment avec

les céphalosporines a large spectre [57].

L’ensemble des isolats d’entérobactéries a montré un taux de résistance a 1’ampicilline
et a l’amoxiciline-acide clavulanique de 76% et 45% respectivement. Ces taux sont

comparables a ceux rapportés par Benaissa et al [58].

Concernant la résistance aux céphalosporines de 3°™ générations qui a été de 21%, ce
taux est supérieur a celui rapporté par une étude menée dans la méme structure hospitaliére
[58]. Cette résistance est expliquée par la production de BLSE, une enzyme a déterminisme
plasmidique et par conséquent responsable d’une diffusion rapide. Les aminosides gardent
une bonne sensibilité d’apres nos résultats ce qui a été confirmé par les données de la méme

étude [58].

La résistance aux carbapénémes a été de 12% pour I’imipénéme et 8% pour
I’értapénéme, un taux est supérieur a celui rapport par une étude locale [58]. Cette résistance
peut étre due a des mécanismes chromosomiques (altération de la porine), a I’association de
mécanismes de résistances (B-lactamase a spectre etendu et/ou céphalosporinase associée a
une perte de la perméabilitt membranaire chez les entérobactéries) ou a la production
d’enzymes hydrolysant les carbapéneémes. Ce dernier mécanisme est le plus inquiétant par le
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fait que les génes codant pour ces enzymes sont habituellement situés sur des éléments
génétiques mobiles (plasmides, transposons, intégrons) permettant une dissémination rapide
[58].

La résistance aux fluoroquinolones a été de 36%, ce taux est similaire aux données
locales. La résistance acquise a ces antibiotiques est le résultat de la combinaison de plusieurs
mécanismes soit chromosomique ou plasmidique, ce dernier est le plus fréquent et le plus

dangereux [58].

En ce qui concerne les isolats BLSE, leur profil de sensibilité a montré une résistance a
100% aux C1G et C3G, 55% a la pipéracilline-tazobactam, 16% a I’imipénéme, a 24% a
I’ertapénéme, 87% aux fluoroquinolones, 54% a la gentamicine, 7% a 1’amikacine, 12% au

mécillinam, 8% a la fosfomycine et 77% au triméthoprime-sulfaméthoxazole.

D’aprés notre étude la résistance aux carbapénémes restent €levés comparés aux
résultats des autres études [42], [44]. 1l est a noter que I’augmentation du nombre des BLSE et
I’utilisation abusive des carbapénemes dans de nombreux pays, avait comme conséquence

I’émergence de la résistance a ces antibiotiques, notamment chez K. pneumonie [59].

Arpin et al. ont déclaré une sensibilité intermédiaire ou résistance aux fluoroguinolones
dans 86 % des cas, une résistance a la gentamicine dans 29 %, a I’amikacine dans 51 % et au
triméthoprime-sulfaméthoxazole dans 86 %. Ces chiffres restent comparables a nos résultats a
I’exception de I’amikacine (antibiotique qui reste actif dans 93% de nos cas) [60]. Ben-Ami et
al, dans leur revue de littérature, avaient un taux de résistance aux fluoroquinolones supérieur
a 70 % [61].

Cette multirésistance pourrait étre expliquer par le fait que les genes des BLSE, portés
généralement par des plasmides, sont souvent associés a des genes de résistance aux autres
antibiotiques, notamment aux aminosides et aux fluoroquinolones [44]. Une étude menée en
Cote d’Ivoire a évalué la fréquence des génes qnr chez des isolats d’entérobactéries BLSE et

on a rapporté que la prévalence de I’association qnr-BLSE était en moyenne de 27% [62].

Par consequent, les céphalosporines et les fluoroquinolones ne sont pas considérés

comme des choix efficaces pour le traitement des patients atteints d'une infection a
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entérobacteries productrices de BLSE [44].

L’association pipéracilline-tazobactam reste active dans 45% des cas, et donc dans ces
cas-la on peut épargner 1’utilisation des carbapénémes. Plusieurs études confirment la

restauration de la sensibilité de la pipéracilline par le tazobactam [63].

La fosfomycine présente une bonne activité antimicrobienne contre les BLSE
(sensibilité de 92%). Ce résultat a été confirme par une étude récente qui a révélé la grande
efficacité de la fosfomycine dans le traitement des infections urinaires a entérobactéries BLSE

surtout en milieu communautaire [38].

Plusieurs données ont rapporté que le nombre d’isolats cliniques produisant les CTX-M
n’a pas cessé d’augmenter aussi bien en milieu hospitalier qu’en milieu communautaire. Les
BLSE de type TEM et de type SHV sont surveillées en continu sur différents CHU du monde
entier, leur nombre décroit depuis de nombreuses années et sont de plus en plus remplacés par
les BLSE de type CTX-M [64] [65].

Des données limitées provenant d'études menées a 1’échelle nationale ont montré que
les BLSE sont fréquentes dans les hdpitaux marocains [46] [66] et que les génes CTX-M,
SHV et TEM représentent les familles des BLSE les plus fréqguemment rapportées au Maroc
[67].

Les résultats de notre étude moléculaire ont montré que le mécanisme majeur de
résistance des isolats BLSE étudiées était la production de BLSE de type CTX-M (95% des
isolats étaient porteurs du gene CTX-M). Les isolats porteurs de plus de 2 génes
représentaient 66% et 37% des cas ont été identifiés positifs pour les 3 génes. CTX-M a été
retrouvé seul chez 32 isolats (29% des cas). Ces résultats concordent avec plusieurs données

de la littérature décrites dans de nombreux pays d’Europe [15] et d’ Afrique [68].

Une étude menée en Algérie en 2014 a déclaré que le gene TEM était présent dans
100% des cas, alors que le géne CTX-M a été identifié dans 69% des cas [69], donc malgré la
proximité géographique ces résultats restent loin de ceux retrouvés dans notre étude, ainsi les
données de la littérature partent dans le sens de 1’émergence des génes CTX-M au profit des

génes TEM et SHV comme mentionné ci-dessus.
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Une autre étude menée en Chine a rapporté que le gene CTX-M a été identifié chez 126
isolats soit un pourcentage de 96%, la prévalence des génes TEM et SHV était moindre [44].
Al-Mayahie et al ont rapporté que les BLSE de type CTX-M étaient les plus fréquentes
(69,5%), suivies des types SHV (4,3 %), aucun isolats n'avait de BLSE de type TEM [42].

L’espéce la plus incriminée était K. pneumonie pour les genes TEM et SHV. Cependant
pour le géne CTX-M, E. coli et K. pneumonie étaient retrouvées a des pourcentages presque

égaux.

Les 3 genes ont été retrouvés plus en milieu hospitalier qu’en milieu communautaire

avec une prédominance masculine retrouvés majoritairement au niveau des urines.

Les conséquences médicales (morbidité et mortalité) et économiques (long durée de
séjours, couts élevé, ...) causées par les infections a entérobactéries BLSE ne sont pas
négligeables et ont été largement évaluées [41], plusieurs études discutent toujours la place

des bactériémies a entérobactéries BLSE dans I’augmentation de la mortalité.

Les infections a entérobactéries BLSE ne laissent qu’un Iéger choix limité en maticre de
prise en charge thérapeutique, plusieurs études ont discuteé les alternatives et les possibilités de
’antibiothérapie dans ces cas d’infections. Harris et al. ont rapporté que 1’association -
lactamines - inhibiteur de B-lactamase pourraient constituer une option raisonnable pour
épargner les carbapénemes dans le traitement des entérobactéries productrices de BLSE, en

particulier dans les infections moins graves [70].

La témocilline, dérivé 6-a-méthoxyle de la ticarcilline commercialisée depuis les années
1980 (UK, Belgique), résiste a I’hydrolyse par les B-lactamases incluant les BLSE et donc
active et utilisable en cas d’infections a entérobactéries BLSE [70]. Il a été mentionné
¢galement que les carbapéneémes ont été utilisé en 1’absence d’alternative disponible s’il avait

été testé comme actif sur I’antibiogramme [70].

Des nouveaux antibiotiques ont été récemment commercialisés et s’averent d’étre
efficaces sur les entérobactéries BLSE, parmi ceux 1’association Ceftolozane-tazobactam,
Ceftazidime-Avibactam (active sur les différents types de BLSE TEM, SHV, CTX-M et

OXA) [71]. L’avibactam est un inhibiteur de B-lactamases non B-lactamines qui présente une
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affinité élevée pour les enzymes de classes A et C. Il ne s’agit pas des molécules suicides car

il se lie d’une maniére réversible leur permettant d’aller se fixer sur d’autres cibles [71].

Cependant méme s’il s’agit de molécules nouvelles, I’émergence des résistances est
déja sur place ; des différentes mutations ont permis aux entérobactéries BLSE de résister aux

associations Ceftolozane-Tazobactam et Ceftazidime-Avibactam [71].

D’autres données de plusieurs études ont montré que la tigécycline a une activité in
vitro contre plus de 90 % des isolats d’E. coli ou Klebsiella spp BLSE ou de sensibilité
diminuée aux carbapénemes [37]. Le traitement par tigécycline a été efficace contre les
infections a entérobactéries BLSE dans la grande majorité des cas rapportés [37]. Par
consequent la tigécycline peut étre I'un des rares agents microbiologiquement actifs contre les

entérobactéries multi-résistantes [37].

D’autres antibiotiques ont été déclarés d’étre toujours en phase 3 des essais cliniques,
certains d’entre eux sont efficaces sur les BLSE : Céfépime + Emmetazobactam (B-lactamine
+ inhibiteur), Sulopénéme et Tébipénéme (carbapenémes), Gepotidacine (inhibiteur de la

topo-isomérase).
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Les entérobactéries BLSE occupent une place de plus en plus importante parmi les
bactéries multirésistantes, cela a été confirmé par les résultats de notre étude et les données de
la littérature. Leur diffusion a été élargie dans le monde depuis leurs premiéres mises en

évidence en 1983.

Devant cette délicate situation et vu le risque accru d’échec thérapeutique causé par ces
souches multirésistantes, soit au niveau nosocomiale ou communautaire, le laboratoire de
Microbiologie doit jouer un role essentiel dans la surveillance et la prévention dans un but

principal de réduire la mortalité.

Le suivi et le contr6le des épidémies produites par des bactéries productrices de BLSE

sont devenus imperatif, ils comportent
e L’identification des patients infectés et colonisés.
e [.’évaluation des risques de transmission.

e L’instauration d’isolement technique et géographique des patients infectés et

coloniseés.
o [ ’analyse moléculaire en vue de déterminer le caractere clonal de 1I’épidémie.

Il est ainsi devenu primordial d’améliorer 1’hygiene hospitaliere (formation du
personnel, dépistage précoce, connaissance de I’épidémiologie locale, moyens d’isolement
des porteurs) a fin d’éviter la survenue d’épidémies hospitaliéres causées par la dissémination

de ces germes multirésistants.
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Résumeé

Titre : La résistance aux béta-lactamines par production de béta-lactamase a spectre élargi
chez les entérobactéries : caractérisation phénotypique et génotypique.
Auteur : EDDAIR Yassine.

Mots clés : BLSE, résistance, caractérisation phénotypique, génotype.

Contexte : Les infections a EBLSE constituent un probleme majeur de santé publique
en milieu hospitalier ou en milieu communautaire. Leur situation épidémiologique reste peu
documentée au Maroc malgré qu’elle soit de plus en plus décrite dans le monde. 1l en est de
méme pour leur caractérisation moléculaire.

L’objectif de cette thése était de décrire 1’épidémiologie des EBLSE, d’étudier leur
profil de résistance et de déterminer les génes codant les BLSE.

Matériel et méthode : Il s’agit d’une étude rétrospective, menée au laboratoire de
bactériologie de I’hdpital Militaire d’Instruction Mohamed V de Rabat, portant sur I’ensemble
des isolats d’entérobactéries émanant de divers prélévements durant la période du 01/01/2018
au 31/12/2020. L’étude moléculaire des génes BLSE a concerné un échantillon représentatif
de I’ensemble des isolats BLSE.

Résultats : La prévalence globale des BLSE au sein des entérobactéries isolées
(1402/10268) est de 13,65%. Le tractus urinaire constitue le principal site d’isolement des
EBLSE avec une fréquence de 61%, suivi par les prélevements de pus, prélevements
pulmonaires et les hémocultures avec respectivement 15%, 7% et 7%. Les espéces
bactériennes les plus concernées sont E. coli (42%), K. pneumoniae (42%) et E. cloacae
(11%). Le profil de sensibilité des isolats BLSE a montré une résistance & 100% aux C1G et
C3G, 55% a la pipeéracilline-tazobactam, 16% a 1’imipénéme, 24% a ’ertapénéme, 87% a
fluoroquinolones, 54% a la gentamicine, 7% a 1’amikacine, 8% a la fosfomycine et 77% au
triméthoprime-sulfaméthoxazole. Le typage moléculaire des souches BLSE a montré une
prévalence de CTX-M (95%), SHV (50%) et TEM (56%). Les isolats porteurs de plus de
deux genes représentent 66%.

Conclusion : le taux de prévalence des EBLSE est critique, une action préventive

agissant a différents niveaux (prescripteur, pharmacien, hopital, malade ...) est nécessaire.
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Abstract

Title: Resistance to beta-lactams by production of extended-spectrum beta-lactamase in
enterobacteria: phenotypic and genotypic characterization
Author: EDDAIR Yassine.

Key words: ESBL, resistance, phenotypic characterization, genotype.

Background:  Extended-spectrum  Dbeta-lactamase-producing  Enterobacteriaceae
(EBLSE) are a major public health problem in hospitals and in the community. The
epidemiological situation of EBLSE remains poorly documented in Morocco despite the fact
that it is more and more described in the world. The same is true for their molecular
characterization.

The objective of this thesis was to describe the epidemiology of ESBL enterobacteria, to
study their resistance profile and to determine the genes encoding the ESBL phenotype.

Material and method: This is a retrospective study, conducted in the bacteriology
laboratory of the Military Hospital of Instruction Mohamed V of Rabat, and covering all
isolates of Enterobacteriaceae from various samples during the period from 01/01/2018 and
31/12/2020. The molecular study of ESBL genes involved a representative sample of all
ESBL isolates.

Results: The overall prevalence of ESBLs in isolated Enterobacteriaceae (1402/10268)
is 13.65%. The urinary tract is the main site of isolation of ESBL with a frequency of 61%,
followed by pus samples, lung samples and blood cultures with 15%, 7% and 7%
respectively. The bacterial species most concerned are essentially Escherichia coli (42%),
Klebsiella pneumoniae (42%) and Enterobacter cloacae (11%). The susceptibility profile of
ESBL isolates showed 100% resistance to C1G and C3G, 55% to piperacillin-tazobactam,
16% to imipenem, 24% to ertapenem, 87% to fluoroquinolones, 54% to gentamicin, 7% to
amikacin, 12% to mecillinam, 8% to fosfomycin and 77% to trimethoprim-sulfamethoxazole.
Molecular typing of ESBL strains showed a prevalence of CTX-M (95%), SHV (50%) and
TEM (56%). Isolates carrying more than two genes represent 66%.

Conclusion: the prevalence rate of EBLSE is critical, and preventive action at different

levels (prescriber, pharmacist, hospital, patient, etc.) is necessary.
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