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INTRODUCTION



Les carbapénemes « Imipenéme, Méropenéme, Ertapenéme et Doripenéme »
sont aujourd’hui parmi les traitements de choix des infections séveres dues aux
entérobactéries productrices de bétalactamases a spectre étendu (BLSE), ou encore
dans la prise en charge des infections a BGN multi résistants tels Pseudomonas
aeruginosa et Acinetobacter baumannii. Mais leur utilisation pourrait é&tre
compromise par I’émergence de souches également résistantes a ces molécules.

L’émergence de la résistance aux carbapénémes est I'un des problemes les
plus importants posé par la résistance croisée aux autres familles d’antibiotiques car
il existe peu d’alternatives thérapeutiques possibles.

Cette résistance reste beaucoup plus fréquente en milieu hospitalier qu’en
milieu communautaire, en rapport avec la pression de sélection exercée par I'usage
massif des antibiotiques et le support plasmidique favorisant une rapide et large
diffusion [1].

Au Maroc, I'incidence des entérobactéries sécrétrices de carbapénémases n’est
pas encore bien illustrée. Par manque de données épidémiologiques nationales, on a
procédé a la réalisation de ce travail au sein des services de réanimation du CHU
Hassan Il de Fés. Des travaux pareils, réalisés a I’échelle nationale, permettront
d’estimer I'incidence de ce fléau émergent et d’améliorer les protocoles de lutte
contre les infections nosocomiales.

Le but de ce travail est d’étudier I’état des lieux concernant les entérobactéries
productrices de carbapénémases et leur émergence aux services de réanimation du
CHU Hassan Il de Fes, puis de faire le point sur les outils de détection et de
confirmation nécessaires a la mise en évidence des carbapénémases de facon

générale.



MATERIELS
ET METHODES



Il s’agit d’une étude prospective portant sur 100 malades colligés au sein des
services de réanimation du CHU Hassan Il de Fes, sur une période de 10mois.
Les prélévements rectaux sont acheminés directement au laboratoire de

Bactériologie et ont été ensemencés sur milieu EMB avec un disque d’értapénéme.

|. La collecte des données

1. Fiche d’exploitation

La collecte des données est réalisée grace a une fiche d’exploitation remplie et
mise a jour par le médecin réanimateur lors de chaque prélevement. Elle renseigne
sur les caractéristiques épidémiologiques et cliniques des patients, a savoir :

@ Index patient (IP) : pour la confidentialité

@ Caractéristiques épidémiologiques : Age, Sexe, Provenance

@ Parametres cliniques, notamment la gravité des tableaux cliniques, ainsi que
I’ensemble des critéres qui définissent une infection nosocomiale (durée de

séjour en réanimation, antécédents d’hospitalisation, gestes invasifs...).



Fiche d’exploitation

identité iP: Mom : Age: Sexe -
Provenance Urgences Service de médecing
Demicie Privé Service de chirurgie
Motif d’hospitalisation
Date d"hospitalisation :
Hospitalisation antérieure : Nen Qi
Si oui Service :
Durée d'hospitalisation :
intervalle de réad mission :
Infection & Fadmission : Mo OuA
Sioui; Type :
ATE:
Durée :
Evolution ; Favorable ot av orabie . Type:
Antécéedents
(B F. AT
Chirur gicaun: |
Toxiques :
Hospitalisation antérieure ; Oui Mo
Duree d'hospitalisation :
Réanimation : Oui MNon

intervalle pour la réa mission &n réanimation :

Cause :




2. Prélevement rectal

Il est réalisé a I’admission du patient au service de réanimation, et renouvelé
une fois par semaine pour le suivi. Cette étape, particulierement, a connu certaines
difficultés, notamment : le refus de certains patients, ce qui a entravé leur suivi.

L’acheminement des prélévements rectaux vers le laboratoire de bactériologie
s’est déroulé dans des conditions optimales afin de préserver la vitalité des bactéries
(acheminement et ensemencement immédiat des écouvillons sur le milieu de culture
EMB).

Apres ensemencement de I’écouvillon sur une boite Pétri contenant le milieu
EMB, un disque d’Ertapénéme (10ug) est déposé au centre de la boite.

L’incubation se déroule pendant 24 heures a une température de 37-38°C.
Seules les souches ayant un diameétre de la zone d’inhibition <21mm autour du
disque de I’Ertapénéme sont suspectes d’étre résistantes.

L’étape suivante consiste a la purification des souches et a la réalisation

d’une coloration Gram afin d’isoler les BGN.

3. Identification des souches

L’identification des bactéries était faite par les techniques bactériologiques
usuelles notamment en utilisant les galeries APl 20E.

Les souches ainsi purifiées et identifiées sont conservées dans des tubes
stériles, apres les avoir inoculées dans 1ml du milieu de culture BHI et incubées a
37°C pendant 24h. On rajoute une ou deux gouttes de Glycérol. La température de

conservation des souches est -20°C.



4. Etude de la susceptibilité aux antibiotiques

La susceptibilité aux antibiotiques était réalisée par la technique de diffusion
sur gélose Muller-Hinton. Différents antibiotiques, B-lactamines et non -
lactamines ont été testés. Les résultats étaient interprétés selon les

recommandations du Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI.

5. Test de Hodge modifié

Les études réalisées pour évaluer les performances de ce test ont permis de
standariser son protocole d’utilisation. Il consiste a inoculer un milieu gélosé de
Muller Hinton avec une suspension d’E.coli ATCC 25922 (dilution au 1/10 d’une
suspension 0,5 McFarland).Un disque de carbapénémes (10ug) est disposé au centre
de la gélose. A partir de suspensions de colonies bactériennes suspectées de
production de carbapénémases, on réalise des stries de 20 a 25 mm en partant du
disque de carbapénemes vers I'extréemité de la geélose. La lecture se fait aprés
incubation a 35+2°C en atmospheére aérobie. Il s’agit d’examiner I'intersection entre
la zone d’inhibition de la souche de référence utilisée et la strie de celle suspectée
d’étre productrice de carbapénémase. La pousse d’E. coli ATCC 25922 a proximité
du disque de carbapénémes autour de la strie de la souche suspecte réalise une
image de dépression dans la gélose signalant une activité carbapénémase [Figure 1].
A linverse, si la pousse d’E. coli ATCC 25922 continue a étre inhibée méme en
présence de la souche suspecte (zone d’inhibition paralléle a la strie réalisée) le

résultat du test est négatif [Figure 1].



Pousse d'E.coli ATCC

Inhibition pousse

Pousse d'E.coli par
inactivation des
carbapénémes du fait
de la séerétion de
icarbapénémase par la
souche étudiée

Figure 1 : Exemple de 3 souches présentant un test de Hodge positif

6. E-Test

Ensuite, afin de déterminer les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI )
des souches Carbapénemases+ par le E-Test.

A rappeler que la CMI est définie comme étant la plus faible concentration
d’antibiotique capable d’inhiber in vitro toute culture visible de la souche étudiée
pendant une période d'incubation définie. Elle s’exprime en mg/l ou ug/mil.

Le E-test® est appliqué sur la surface d'un milieu gélosé préalablement
innoculé. Apres incubation, on observe une ellipse d'inhibition. Au point
d'intersection entre la zone d'inhibition et la bandelette, la concentration en
antibiotique correspond a la CMI de la souche étudiée.

Le E-test permet de déterminer la CMI grace a l'utilisation de bandelettes
imprégnées d'un gradient exponentiel continu de I'antibiotique a tester. Ce gradient
couvre une zone qui, en fonction des molécules, varie de 0,016 a 256 mg/L ou de
0,002 a 32 mg/L. Le E-test associe les caractéristiques des méthodes de diffusion et

de dilution en milieu solide. Les bandelettes (supports inertes, hydrophobes, de 5
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mm de largeur et de 50 mm de longueur) sont appliquées sur la surface d'un milieu
gélosé préalablement ensemencé avec un inoculum de la souche a étudier. Apres
incubation, l'inhibition de la croissance se traduit par une ellipse d'inhibition dont
les points d'intersection avec la bandelette définissent la CMI. Une échelle de lecture,
imprimé sur la bandelette, permet une interprétation rapide.

Lorsque la zone d'inhibition est nette et parfaitement symétrique, la lecture ne
pose aucun probléeme. Dans tous les autres cas, une interprétation est nécessaire :
une zone de décrochage dans la zone de lecture impose de lire la CMI en
extrapolant la courbe de l'ellipse ; la présence de colonies "squatter" doit étre
analysée (résistance hétérogéne, émergence de mutants résistants, mélange
bactérien) ; la présence d'une croissance en ligne le long de la bandelette n'est pas
prise en compte et résulte certainement d'un séchage insuffisant de la surface du
milieu ; une asymétrie des points d'intersection de l'ellipse avec la bandelette

conduit a lire la CMI au niveau le plus élevé.

7. Tests d’inhibition

Apres avoir réalisé le E-Test et déterminé ainsi les CMI des quatre souches
résistantes, I’étape suivante consiste a réaliser des tests de synergie afin de classer
les Carbapénemases. Ces tests nous renseigne sur les phénotypes de ces enzymes
(Oxa, VIM, CTX..) et ils sont réalisé comme suit :

e Classe A

Sur un milieu MH, on dépose un disque d’imipéneme et on met a différentes
distances (1,5cm ; 2cm et 2,5cm) des disques d’antibiotique Augmentin (Amoxiciline
+ I’Acide Clavulanique). En se basant sur le fait que la classe A des Carbapénémases

soit inhibée par l’acide clavulanique, on doit s’attendre a observer une zone

d’inhibition autour du disque d’Augmentin a une des distances déja citées.
11



e Classe B

Concernant la classe B des Carbapénémases, elle est inhibée par I’agent
chélateur : EDTA, et pour révéler cette classe in vitro, deux disques d’imipénéme
(10ug) dont I'un additionné de 10ul d’EDTA 0,1M (292ug) étaient placés a une
distance de 25mm (centre a centre) I'un de I'autre. Une augmentation du diamétre
d’inhibition > 4mm du disque IPM+EDTA par rapport au disque IPM seul était

considérée en faveur de la présence d’'une métallo-B-lactamase [Figure 2].

Figure2 : Exemple d’un test d’inhibition a ’EDTA positif
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e Classe D

Finalement, la classe D est distinguée par les autres classes des
Carbapénémases par le fait qu’elle n’est inhibée ni par I’Acide Clavulanique ni par
’EDTA.

Le dernier test consiste a vérifier I’association des souches Carbapénémases
au BLSE. Il est réalisé sur un milieu MH, en déposant au centre un disque
d’Augmentin entouré par trois disques d’antibiotiques appartenant au groupe de
céphalosporines. Aprées incubation, I’'association aux BLSE est révélée par une zone

d’inhibition particuliére sous forme d’un bouchon.
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RESULTATS



|. Caractéristigues épidémiologigues et cliniques des patients

1. Nombre de prélevements

Au cours de cette étude, on a pu rassembler 100 préléevements rectaux sur

une période de 10 mois.

2. Sex-ratio

La majorité des patients auxquels les prélevements rectaux ont été réalisés

appartiennent au sexe féminin, avec un sex-ratio de 0,58.

3. Age moyen

L’age moyen des patients auxquels nous avons réalisé les prélevements

rectaux était de 54 ans avec des extrémes d’age allant de 17 ans a 100 ans.

4. Provenance

5% 7 42% 40%

40% 1
3ge o
30% -

75% +
20% 1 15%
15%
10% 1 . 508
74
5% 1, 1
':I% 1 L} 1
D omicile Prive Urgences Servicede Service de
medecine  chirurgie

Figure 3 : Répartition des patients en fonction des services de provenance

15



La majorité des patients proviennent des urgences et des services de
chirurgie. 2% uniquement ont été directement hospitalisés en réanimation sans

transiter par un autre service.

5. Antécédents

Les antécédents les plus fréquemment retrouvés sont: le diabéte,

I’hypertension artérielle, la tuberculose pulmonaire et le tabagisme.

6. Gestes invasifs

Gestes invasifs

40%

. 34%
35.-'0 30%
30% 25% .
- SV : Sonde vésicale;
20% VNI:Ventilation non
15% invasive; VVC: Voie
. 8% .
10% veineuse centrale.

3% .

0% |

Intubation R WMI WWC aucun geste

Figure 4 : Diagramme montrant I’ensemble des gestes invasifs subis par les patients

92% des patients ont bénéficié d’un geste invasif.
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II- Etude bactériologique :

1. Les germes isolés :

Sur les 100 prélevements rectaux, on a isolé :
95 entérobactéries ;
5 germes autres que les entérobactéries.

Les non entérobactéries ont été exclues de notre étude.

2. La résistance aux Carbapénemes :

Parmi les 95 entérobactéries, on a isolé :
91 souches Carbapénemases Négatives;

4 souches Carbapénemases Positives (productrices des

Carbapénémases).

enzymes

Souche sensible Souche résistante

17



Les souches résistantes a I’értapénéme franchissent le diamétre d’inhibition et
poussent ainsi autour du disque d’értapénéme. Ces souches se situant a proximité
du disque, sont isolées sur un milieu EMB et sont ensuite purifiées afin de leur

réaliser le test phénotypique confirmatif d’une carbapénémase :le Hodge test.

Souche contrble, Carbapénémase- Souche révélatrice, E.Coli multisensible

Ces deux figures représentent I’aspect des souches avec lesquelles le test de
Hodge est réalisé : il s’agit d’une souche carbapénémase-, appelée souche de

référence ou souche contrdle et une souche révélatrice d’E.coli sauvage.

Test de Hodge- Test de Hodge+

18



La souche carbapénémase positive (cad test de Hodge+) est révélée par un
aspect particulier d’'une zone ayant I'aptitude de s’incurver et de s’inserrer vers le
disque d’antibiotique. Cet aspect s’explique par le fait que la souche
carbapénémase+ a transféré un plasmide ou un transposon (éléments mobiles) vers

la souche sensible d’E. Coli en la rendant ainsi résistante.

Les 4 souches Carbapénémases positives :

Souche R47 Souche R53

Souche R74 Souche R76

19



Sur ces quatre souches, on distingue deux types de colonies :

@ Des colonies violettes, semi-bombées, de 2 a 3mm de diameétre, avec un
éclat vert métallique, et un centre sombre. Ces colonies sont représentées
par les souches R53 et R74 : il s’agit E. coli.

@ Et des colonies de couleur violet, tres bombées, muqueuses, de diamétre
de 5 mm et a un centre gris marron sans reflet. Ces colonies sont

représentées par les souches R47 et R76 : il s’agit de Klebsiella.

Test de Hodge effectué pour les 4 souches résistantes

Souche R47 Souche R53

Souche R74 Souche R76
Ces quatre figures montrent I’aspect des souches carbapénémases+ sur le

milieu MH.
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3. ldentification des souches Carbapénemases+ :

L’identification des quatre souches résistantes est réalisée grace a la méthode

classique de la Galerie Api 20E.

#+ Lasouche R74 , R53 : Escherichia coli.

+ La souche R76, R47 : Klebsiella pneumoniae.

4. Antibiogrammes des souches Carbapénémases +:

Souche R74

Souche R76

Les quatre souches se sont révélées résistantes a I’értapéneme (le disque

déposé au centre). Les diameétres d’inhibition

généralement les 21mm (<21mm).

des souches ne dépassent pas

21



5. Résultats du E-Test :

Souche R47

Souche R53

Souche R74

Souche R76

Les CMI des quatre souches résistantes sont déduites par l'intersection de

I’ellipse d’inhibition avec la bandelette :

-

-
*
-

La souche R47 :

La souche R53 :

La souche R74 :

La souche R76 :

CMI=2mg /1 ;
CMI=1mg /I ;
CMI=0,12mg /I ;

CMI=0,25mg /1.
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6. Résultats des tests de synerqgie

Souche R47 Souche R53

Souche R74 Souche R76

Les quatre souches résistantes n’appartiennent ni a la classe A ni a la classe B
des Carbapénémases ; elles ne sont inhibées ni par I’acide clavulanique ni par
I’EDTA.

Donc, les carbapénémases identifiés dans notre étude appartenaient a la

classe D de la classification d’Ambler, dont le phénotype Oxa 48 est le plus répandu.
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7. Résultats de test d’association aux BLSE

Souche R47 Souche R53

Souche R74 Souche R76

A partir des figures des quatre souches, on n’observe pas la formation d’une
zone d’inhibition particuliere sous forme de bouchon.
€& Donc, aucune des quatre souches carbapénémases+ n’est associée a des

BLSE.
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8. Caractéristigues des patients porteurs des souches résistantes

*R47 : le patient a séjourné pendant 10 jours en service de chirurgie viscérale
avant son admission en réanimation, le prélevement rectal est réalisé a Jourl de son
hospitalisation en réanimation. Il a pris des antibiotiques : Imipéneme.

*R53 : le patient a séjourné pendant 7 jours en service de chirurgie vasculaire
avant son admission en réanimation, le prélevement rectal est réalisé a Jourl de son
hospitalisation en réanimation. Il n’a pris d’antibiotiques.

*R74 : le patient a séjourné pendant 7 jours en service de chirurgie vasculaire
avant son admission en réanimation, le prélevement rectal est réalisé a Jourl de son
hospitalisation en réanimation. Il n’a pris d’antibiotiques.

*R76 : le patient est admis directement en service de réanimation. Mais le
préléevement rectal est réalisé 2 mois plus tard, et aprés prise d’antibiotique
(Imipenéme). On n’a pas pu réaliser un 2éme prélevement de contréle (le patient est

décédé entretemps).

Tableau 1 : Tableau définissant les caractéristiques épidémiologiques et cliniques

des patients ayant des carbapénémases.

Prélevement Provenance Durée du Date d'admission Date du Antibiotherapie Evolution
premier séjour enréanimation  prélevement
R47 Chirurgie 10 jours 03-04-12 04-04-12 Tienam Favorable
viscerale Amiklin
Colimycine
R53 Chirurgie 1 semaine 16-04-12 17-04-12 Pas dATB Favorable
vasculaire
R4 Chirurgie 1 semaine 30-04-12 020512 Pas dATB Favorable
vasculaire
R76 Domicile 02-03-12 02-05-12 Tiénam Décédé
Targocid
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DISCUSSION



Chez les entérobactéries, la résistance aux carbapénemes est principalement
due a deux mécanismes impliquant des R-lactamases. Le premier associe la
production d’une céphalosporinase chromosomique ou plasmidique ou une BLSE, a
une diminution quantitative ou qualitative de [I’expression des protéines
transmembranaires que sont les porines. Ce dernier mécanisme a été décrit il y a
plus de vingt ans tout d’abord chez Enterobacter spp puis dans d’autres especes
d’entérobactéries qui produisent naturellement une céphalosporinase (Serratia sp,
Citrobacter freundii, Morganella morganii,...) [1]. Plus récemment, des mécanismes
assez similaires de résistance aux carbapénémes ont été décrits combinant une
céphaloporinase plasmidique (DHA-1, cmY-2...) ou une BLSE (TEM, SHV, CTX-M...) a
une imperméabilité dans des especes d’entérobactéries qui n’expriment pas
naturellement de céphalosporinase (Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Escherichia coli, Salmonella spp) [2-3-4]. Plusieurs études suggerent que ces
résistances sont réversibles du fait de I’instabilité de la modification des porines [1].
Une telle modification entrainerait une limitation de croissance bactérienne liée a
une moindre utilisation de substrats nécessaires a la multiplication.

Le second mécanisme de résistance aux carbapénémes est lié a I’expression
de R-lactamases a forte activité hydrolytique vis-a-vis des carbapénémes, les
carbapénémases, qui appartiennent aux classes A, B et D [5,6]. Il est plus important
d’un point de vue clinique car il compromet le plus souvent I’efficacité de presque
toutes les béta-lactamines.

Il est stable et survient chez des souches qui sont tres souvent
multirésistantes a d’autres familles d’antibiotiques. Par ailleurs, les génes codant
pour ces enzymes sont situés sur des éléments génétiques trés mobiles (plasmides,
transposons...) qui rendent leur diffusion plus large et leur maitrise d’autant plus
complexe.
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Les carbapénémases décrites chez les entérobactéries appartiennent aux trois
classes A, B et D du systeme d’Ambler [7, 8]. Les plus importantes cliniquement sont
actuellement les B-lactamases de type KPC, IMP/VIM, OXA-48 et plus récemment les
NDM-1. Au Maroc, les carbapénémases décrites a aujourd’hui chez les
entérobactéries appartiennent aux classes B et D.

Les béta-lactamases de classe A ont une activité qui est totalement ou
partiellement inhibée in vitro par I’acide clavulanique et le tazobactam alors que les

autres types de B-lactamases ne sont pas inhibés par ces inhibiteurs classiques [3].

1. Carbapénémases de classe A

Les carbapénémases de classe A ont été tout d’abord rapportées dans
plusieurs souches d’entérobactéries isolées de [I’environnement (Serratia,
Enterobacter), produisant des R-lactamases dont I’activité était inhibée par I’acide
clavulanique et le tazobactam [5, 6]. Elles hydrolysent, a divers degrés, toutes les
béta-lactamines [5,6]. Leurs génes sont chromosomiques ou plasmidiques [5,6]. On
peut les détecter par une synergie entre le disque d’amoxicilline- acide clavulanique
(AMC) et celui d’imipénéme (IMP ou IPM) [3].

Phénotypiquement, on peut distinguer deux groupes : le premier se
caractérise en plus par un haut niveau de résistance a I’aztréonam et une sensibilité
presque normale aux céphalosporines de troisieme génération (C3G) comme Nmc-A
( non metallo-carbapenemase), Sme-1 , Sme-2 (Serratia marcescens enzyme) et IMI-
I, (IMlpenemase) alors que KPC-1, KPC-2 (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) et
GES-2 (Guyana extended spectrum B-lactamase) conferent également un haut

niveau de résistance aux C3G [3,7]
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Les carbapénémases de classe A, les plus fréquentes et les plus menacantes,
sont les carbapénémases de type KPC (KPC-2 a KPC-8) [8].

La premiere souche productrice de KPC-1 a été isolée en 1996 en Caroline du
Sud [9]. Il s’agissait d’une souche de K. pneumoniae résistante a toutes les (-
lactamines. Cette premiere description a été rapidement suivie par la publication
d’un autre variant KPC-2 [10]. Depuis, un nouveau séquencage du géne blakKPC-1 a
révélé une parfaite homologie avec blaKPC-2 [11] et sept autres variants ont été
rapportés (KPC-3 a KPC-9), se distinguant par au moins deux substitutions d’acides
aminés.

Au Maroc, aucun cas de carbapénémase de type KPC n’a été décrit a ce jour.

Les données biochimiques montrent que les enzymes de type KPC sont
capables d’hydrolyser toutes les B-lactamines [9], a I’exception des céphamycines et
de la céftazidime dont I’activité est peu modifiée. Parmi les C3G, le céfotaxime est la
molécule la plus hydrolysée, et parmi les carbapénemes, KPC posséde I'affinité la
plus élevée pour le méropénéme. L’acide clavulanique et le tazobactam inhibent
tous deux faiblement I’activité de KPC, le second étant le plus efficace [3].

Les enzymes de type KPC ont un spectre d’hydrolyse comparable a celui des
BLSE de type TEM, SHV, CTX-M ou VEB qui hydrolysent les céphalosporines
exceptées les céphamycines et sont également sensibles a I'inhibition par I'acide
clavulanique, avec, en plus, une extension de ce spectre aux carbapénemes [3]. Elles
peuvent donc étre confondues avec des BLSE, ce d’autant plus lors de I’'analyse d’un
antibiogramme en diffusion, I’hydrolyse des carbapénémes se traduit par une
diminution de la sensibilit¢é et non par une véritable résistance qui n’est
généralement visible qu’en cas de mécanismes de résistance supplémentaires telle

que de I'imperméabilité [3].
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Sur le plan génétique, les études montrent que ces genes KPC sont localisés

sur une variété importante de plasmides mais gu’ils sont associés a des transposons

de méme nature de type Tn3 [12,13]. La mobilité de ces plasmides et transposons

contribuerait fortement a la diffusion interespeces de ces génes KPC [14].

L’association des genes KPC a d’autres genes de résistance aux antibiotiques

sur de mémes structures génétiques explique en grande partie la multirésistance de

ces souches.

Tableau 2 : Principales carbapénémases des entérobactéries [15]

Classe Plasmide/ . o
Enzyme Spectre hydrolytique Inhibiteur
d’Ambler Chromosome
Pénicillines C1G C2G C3G Aztreonam carbapénemes
SME-1 a -
Chromosome ++ ++ - + + +
Clavulanate,
NMC-A Chromosome ++ ++ - - ++
Tazobactam,
IMI-2 Plasmide ++ ++ - - ++
Sulbactam,
GES-4,-
Plasmide ++ ++ + + - +
A 5,-6
Clavulanate,
Tazobactam,
KPC-2 a-
- Plasmide ++ ++ - ++ + ++ Sulbactam,
Acide
boronique
IMP-1 a -
++ ++ ++ - - ++
33
VIM-1a -
++ ++ ++ - - ++
B 33 EDTA
NDM-1 a
++ ++ ++ - - +
-6
KHM-1 ++ ++ ++ - - ++
OXA-48 ++ ++ +/- - - +
D NaCL
OXA-181 ++ ++  +/- - = +

+/++ : indiquent I'activité hydrolytique ; (-) : pas d’hydrolyse détectable
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2. Carbapénémases de classe D ou oxacillinases

D’apres les résultats obtenus dans notre étude, les souches d’entérobactéries
résistantes aux carbapénemes ont été isolées chez des patients ayant transité
préalablement dans un service de chirurgie avant leur arrivée en service de
réanimation et la réalisation ainsi du prélévement. Ceci, souléve I’hypothése d’une
contamination nosocomiale, ce qui concorde avec les données de la littérature qui
montrent que depuis la premiére description en 2009 par Benouda et al [16] du
premier cas au Maroc de K. pneumoniae OXA-48 positive, ce mécanisme de
résistance aux carbapénemes a connu une dissémination nosocomiale importante a
travers diverses especes bactériennes, suggérant un état endémique.

En effet, des études rapportent des cas d’entérobactéries OXA-48 positives
chez des patients transférés dans différents hdpitaux en France et en Belgique aprés
un séjour hospitalier au Maroc [17, 18].

Les B-lactamases de classe D ou oxacillinases sont un groupe de 232
enzymes dont peu possédent une activité carbapénémase. A I’exception du variant
OXA-163, leur action n’affecte pas les céphalosporines de 3éme génération. Leur
action carbapénémase intrinseque est faible et non inhibée par les inhibiteurs de B-
lactamases ou I’EDTA. Elle est inhibée par NaCL (tableau 2) [19].

Ces enzymes hydrolysent les aminopénicillines, les carboxypenicillines, et
seulement partiellement I'imipéneme malgré une grande affinité de I’enzyme pour
ce substrat. Leur activité n’est pas inhibée par I’acide clavulanique ou le tazobactam.
En I'absence d’autres mécanismes de résistance (autres b-lactamases de type BLSE
ou AmpC plasmidique, perte de porines, ou pompes a efflux), elles n’entrainent
qu’une légére diminution de la sensibilité aux carbapénemes. De plus, I’hydrolyse

des céphalosporines est quasi-inexistante [19].
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L’enzyme OXA-48 a été identifiée initialement a partir d’une souche de K.
pneumoniae isolée en Turquie, il y a une dizaine d’années [10]. Depuis, les
entérobactéries OXA-48 positives connaissent une distribution mondiale, elles ont
été rapportées en Europe, en Afrique et dans le pourtour méditerrranéen [10].

Quant au phénotype isolé dans notre étude, il s’agit d’'un Oxa 48, ce qui est
comparable aux données de la bibliographie [10]. En effet, ce phénotype est le plus
répandu dans I’Afrique du Nord. Une étude moléculaire pourrait étre nécessaire pour
confirmer ce résultat, en effectuant la technique de PCR qui va permettre d’amplifier
et de révéler les génes qui codent pour cette classe de Carbapénemases Oxa48.

Le réservoir naturel de ce géne a été identifié, il s’agit de Shewanella, Ce qui

suggere le transfert de ce géne de résistance en milieu aqueux [14, 20].
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3. Carbapénémases de classe B ou métallo-B-lactamases

Les métallo-bétalactamases ont un large spectre d’activité et hydrolysent
toutes les B-lactamines en dehors de I'aztréonam. Les niveaux de résistance aux
carbapénémes sont assez variables [3]. Leur activité n’est inhibée ni par I'acide
clavulanique ni par le tazobactam, mais par ’'EDTA (éthyléne diamine tétra-acétate),
qui chélate les cations bivalents dont les ions zinc présents au niveau du site actif de
ces MBL.

Les premieres MBL identifiées (BCIl, CcrA, CphA et L1) étaient des enzymes
chromosomiques présentes chez des bactéries de [I’environnement ou des
pathogenes opportunistes comme Bacillus cereus, Aeromonas spp, S. maltophilia ou
Bacteroides fragilis [21-22]. Il s’agit des B-lactamases de types VIM, NDM, GIM. Les
enzymes de types VIM et IMP sont les plus répandues. Leur hote le plus habituel est
K. pneumoniae et les niveaux d’expression de la résistance sont variables [21].
L’utilisation de différents types de B-lactamines et de quinolones a pu favoriser
I’émergence de ces souches [23]. Les facteurs de risque qui favorisent la sélection
de ces souches sont ceux, classiques, de la sélection de résistance aux antibiotiques
en milieu nosocomial : immunodépression, hospitalisation en service de soins
intensifs, pose d’un cathéter, prescription d’antibiotiques [23]. Plusieurs épidémies
de souches d’entérobactéries productrices de ce type de carbapénemases ont été
identifiées, notamment au Japon, en Italie, en Espagne et en Gréce [21,23]. L’Europe
du Sud contribue fortement a la diffusion de ces marqueurs de résistance (VIM-1
notamment) [23]. Ici également, les vecteurs de dissémination sont tantbt les
souches elles-mémes, tantbt les plasmides et les génes, eux-mémes étant le plus
souvent associés a d’autres génes de résistance aux antibiotiques (aux aminosides

notamment) ou a des structures génétiques particuliéres, comme des intégrons.
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Cette organisation génétique explique la multirésistance des souches qui
peuvent émerger sous l'effet d’une pression de sélection antibiotique variée. Les
niveaux de résistance aux

carbapénémes sont en général élevés, notamment chez K. pneumoniae, mais
ils peuvent varier.

Récemment, une nouvelle MBL transférable, NDM-1, a été décrite chez les
entérobactéries, principalement E. coli et K. pneumoniae, en Inde et au Pakistan,
mais également en Europe (Suede, Royaume-Uni, France, Pays-Bas, Allemagne), aux
Etats-Unis, au Canada, en Australie, au Kenya, au sultanat d’Oman, et & Hong-Kong
[9-24].

Actuellement, on note I’émergence d’entérobactéries (K. pneumoniae)

productrices de NDM-1 au Maroc [25, 26].



4. Prise en charge des infections a entérobactéries productrices

de carbapénémases

a) Screening des carbapénémases

A travers cette étude, il nous semble que la prévalence des entérobactéries
productrices de carbapénémases considérées comme « hautement résistantes » est
largement sous-estimée au Maroc. Ceci constitue un risque de santé publique.

D’ou la nécessité de la mise en place d’une politique de détection, de prise en
charge, de déclaration, de prévention et de surveillance de ces mécanismes de
résistance.

Concernant la recherche d’entérobactéries productrices de carbapénémases, il
n’existe pas actuellement de milieu qui soit a la fois trés sensible et trés spécifique.
En pratique, dans I’état actuel des connaissances, il est recommandé d’ensemencer
le prélevement (écouvillon rectal et prélevement des selles) sur un milieu pour
recherche de BLSE et de réaliser une identification et un antibiogramme incluant les
disques d’ertapénéme et d’imipénéme sur les colonies ayant poussé sur le milieu
BLSE. L’utilisation de ces milieux de culture est basée sur le fait que les
carbapénémases de type KPC comme les métallo-R-lactamases hydrolysent les C3G.
Ces milieux permettraient une détection des deux types de carbapénémase les plus
couramment recherchées (KPC, VIM/IMP). Dans le cas d’OXA-48 qui n’hydrolyse pas
les C3G, la détection des souches de K. pneumoniae OXA-48 (+) peut étre faite avec
ces milieux de détection des producteurs de BLSE si ces souches produisent

simultanément une BLSE (SHV, CTX-M, etc.), ce qui n’est pas toujours le cas.
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Qu’elle soit isolée dans des prélevements a visée diagnostique ou dans le
cadre d’un dépistage, toute souche de sensibilité diminuée aux carbapénémes doit
bénéficier d’une analyse phénotypique, puis moléculaire des mécanismes de
résistance dans un laboratoire spécialisé.

Le dépistage est basé sur la réduction de la susceptibilité aux carbapénémes
des isolats producteurs de carbapénémases. Les seuils de dépistage doivent

répondre aux criteres de 'EUCAST et du CLSI [41]:

Tableau3 : Valeurs seuils (CMI en mg/L) pour les carbapénémes selon les guidelines

Européens (EUCAST) et américains(CLSI), Septembre 2010*

EUCAST CLSI new
Carbapenem S R S R
Ertapenem < 0,5 > 1 < 0,25 >1
Imipenem <2 > 8 <1 >4
Meropenem <2 > 8 <1 >4
*EUCAST , European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

(www.eucast.org/clinical_breakpoints); CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute;

S: sensitive; R: resistan.

b) Mesures de prévention

Il s’agit de mesures communes de prévention de la diffusion par transmission
croisée de bactéries multirésistantes (BMR). Cette prévention repose sur deux types

de mesures, I'identification précoce et I'isolement des patients porteurs.
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U Utilisation optimale des antibiotiques

L’'usage optimal des antibiotiques est un élément incontournable d’un
programme de prévention de I’émergence de la résistance bactérienne.

Il s’agit 1a de la premiere action a réaliser pour réduire la pression sélective
générée par I'utilisation des antibiotiques.

Dans les milieux de soins, la mise en place d’un programme de surveillance de
I’'usage des antibiotiques accompagné de guides cliniques et d'activités de formation
continue sont des éléments qu’il est souhaitable d’implanter.

U Identification des patients porteurs de BMR

L’identification des patients porteurs de BMR est primordiale, car c’est elle qui

permet de mettre en ceuvre les mesures d’isolement. Cette identification concerne :
Les patients déja connus pour étre porteurs, et signalés d’emblée a
I’admission (ex : fiche de liaison, utilisation des systemes d’information
hospitaliere, mention par le patient lui-méme et son entourage).
Les patients pour lesquels une carbapénémase a été mise en évidence a
partir de prélevements a visée diagnostique ou a partir de prélevements
de dépistage.

L’identification des patients porteurs de BMR comprend :

La détection de la multirésistance au laboratoire
La signalisation des patients porteurs de BMR dans le service
d’hospitalisation qui permet d’indiquer de fagon explicite, a chacun des

acteurs de soins, les précautions particulieres pour la prise en charge de

ces patients.

37



La mise en place d’'un systeme d’information relatif au portage de BMR,
permettant de reconnaitre ces patients lors d’une nouvelle hospitalisation afin que
les mesures requises soient mises en place. Les mécanismes d’identification
proposés sont :

Alerte mentionnant le statut de porteur dans le systeme informatique
d’admission;

Alerte inscrite sur le dessus, a l'intérieur de chacun des tomes du
dossier médical ;

L’identification du statut de porteur doit demeurer inscrite dans le
dossier médical du patient et dans le systeme informatique jusqu’a
indication contraire du service de prévention des infections, apres
I’lanalyse du dossier.

U Précaution d’isolement

Il s’agit d’un isolement technique et géographique.

L’isolement technique est indispensable. Il vise a instituer une barriére
physique autour d’un patient porteur pour éviter la dissémination des BMR.
L’organisation du service doit étre concue pour faciliter I'application des mesures
d’isolement technique : signalisation, équipement et organisation du travail
notamment pour éviter I'interruption des soins. Pour étre acceptées, les mesures
d’isolement technique doivent étre expliquées au patient et a son
entourage. L’isolement technique repose sur :

le lavage antiseptique (hygiénique) des mains aprés contact avec le patient

porteur.
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le port de gants a usage unique non stériles lors de tous les contacts
particulierement contaminants avec le patient porteur, et dans certains
cas, avec son environnement immeédiat. lls doivent étre Otés dans la
chambre. L’utilisation de gants ne dispense en aucun cas du lavage des
mains apres le contact.

le port de tablier lors de soins particulierement contaminants ou exposant
a un contact large avec le patient.

I'utilisation de matériel de soins réservé a chaque patient porteur
de BMR (matériel de toilette, tensiometre, stéthoscope, petit matériel de
soin...).

la gestion rigoureuse des déchets qui doivent étre gardés dans la chambre
jusgu’a leur évacuation rapide selon la filiere réglementaire habituelle.

Le traitement adéquat (incinération) des excrétas et déchets de patients
infectés ou colonisés.

L’isolement géographique facilite considérablement I’application des mesures
d’isolement technique. Il se fait en chambre individuelle ou a défaut en chambre a
plusieurs lits regroupant des patients porteurs du méme type de BMR. Lorsque plus
de deux patients sont reconnus porteurs, ceux-ci sont regroupés, soit au sein de
I'unité elle-méme dans une ou plusieurs chambres formant un secteur, soit dans
une unité spécifique. Le personnel médical et paramédical affecté aux patients ainsi
regroupés doit si possible étre distinct de celui affecté aux autres patients. Dans le
cas contraire, les soins et les visites médicales sont assurées en allant du « secteur

non BMR » au « secteur BMR ».
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CONCLUSION



En conclusion, on peut déduire que les services de réanimation sont
fréiquemment des réservoirs de patients porteurs de germes résistants, considérés
donc comme des concentrateurs de résistance bactérienne. Il n’est donc pas
surprenant que la fréquence des patients colonisés/infectés par des
carbapénémases soit plus élevée en réanimation et donc que la réduction des taux
et de la transmission croisée dans ce type de service soit une priorité pour
I'établissement de soins.

D’apres les résultats obtenus dans notre étude, les souches d’entérobactéries
résistantes aux carbapénemes ont été isolées chez des patients ayant transité
préalablement dans un service de chirurgie avant leur arrivée en service de
réanimation et la réalisation ainsi du prélévement. Ceci, souléve I’hypothése d’une
contamination nosocomiale.

La présence de souches environnementales d’entérobactéries OXA-48
positives constitue une vraie menace de péril sanitaire et pourrait avoir un impact
socio-économique délétére sur les destinations touristiques marocaines. Ce constat
impose la mise en place urgente d’une politique globale de dépistage et de prise en
charge des bactéries multirésistantes aussi bien dans les structures hospitaliéres
qu’en médecine communautaire et dans le milieu environnemental.

Les carbapénémases sont le plus souvent associées a des résistances a
d’autres familles d’antibiotiques contribuant a la multirésistance aux antibiotiques
de ces souches. Une fois établie, cette multirésistance ne régresse pas facilement. Le
risque d’'impasses thérapeutiques est réel surtout qu’il n’existe pas de perspectives
proches de mise sur le marché de nouveaux antibiotique anti-gram négatif et que
de nouvelles carbapénémases ont une activité hydrolytique encore plus étendue vis-

a-vis des carbapénemes.
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RESUME

Introduction

Chez les entérobactéries, la résistance aux carbapénémes est due
principalement a deux mécanismes. Le premier associe la production d’une
céphalosprinase ou d’une BLSE a une diminution de la perméabilité membranaire par
perte ou altération de porines. Le second mécanisme met en jeu des enzymes
capables d’hydrolyser fortement ces molécules. Ces enzymes sont appelées
carbapénémases et appartiennent aux classes A, B et D du systeme d’Ambler. Sur le
plan clinique, ce mécanisme de résistance est plus important. Il implique le plus
souvent une reésistance a I’ensemble des R-lactamines. De méme, il est stable et
survient chez des souches résistantes aux autres familles d’antibiotiques. Par
ailleurs, le support souvent plasmidique des genes codant pour ces enzymes rend
leur diffusion plus large et leur maitrise d’autant plus complexe.

Le but de ce travail est d’étudier I’état des lieux concernant les entérobactéries
productrices de carbapénémases et leur émergence aux services de réanimation du
CHU Hassan Il de Fes, puis faire le point sur les outils de détection et de
confirmation nécessaires a la mise en évidence des carbapénémases chez les

entérobactéries.

Patients et méthodes

Il s’agit d’une étude prospective portant sur 100 malades colligés au sein des
différents services de réanimation du CHU Hassan Il de Fes sur une période de 10
mois.

Les prélévements rectaux sont acheminés directement au laboratoire de

microbiologie.



L’identification des bactéries était faite par les techniques bactériologiques
usuelles notamment en utilisant les galeries APl 20E et parfois en ayant recours a
I’automate d’identification Phoenix.

La susceptibilité aux antibiotiques était réalisée par la technique de diffusion
sur gélose Muller-Hinton. Différents antibiotiques, B-lactamines et non -
lactamines ont été testés. Les résultats étaient interprétés selon les
recommandations du CA-SFM. Les concentrations minimales inhibitrices « CMI »
étaient déterminées pour I’Ertapéneme en utilisant la technique des E-tests.

Le screening des souches positives s’est fait par des techniques

phénotypiques (test de hodge, tests d’inhibition, tests de synergie...).
Résultats

Les carbapénémases identifiées dans notre étude appartenaient a la classe D

(n=4) de la classification d’Ambler dont le phénotype est Oxa 48.

Conclusion

A travers cette étude, il apparait que le Maroc est probablement une zone
endémique d’entérobactéries porteuses des carbapénémases OXA-48. Ce constat
impose la mise en place urgente d’une politique globale de dépistage et de prise en

charge des bactéries multirésistantes aussi bien dans les services de réanimation.
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