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Introduction

Introduction

Depuis l'introduction de la pénicilline dans les années 1940, de nombreux
agents antibactériens ont été développés et commercialisés a des fins thérapeutiques,
réduisant fortement la morbidité et la mortalité humaines associées aux infections
bactériennes observées avant "I'age des antibiotiques"(Muylaert et Mainil, 2012).

Les carbapénemes demeurent les B-lactamines dont le spectre d’activité est le
plus large. Elles sont utilisées pour traiter de nombreuses infections nosocomiales, en
particulier celles liées aux espéces de bacilles & Gram négatif les plus fréquentes que
sont les entérobactéries Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii.

L’émergence de la résistance aux carbapénemes (imipéneéme, méropéneme,
doripéneéme, ertapénéme) est 1’un des problémes les plus importants posé par la
résistance aux antibiotiques car il existe peu d’alternatives thérapeutiques possibles.
Cette résistance aux carbapénémes a été rapportée dans les années 1990. Elle était
alors extrémement limitée geographiquement, essentiellement au Japon, et due a un
type particulier de carbapénémases (enzymes ayant une forte activité d’hydrolyse des
carbapénémes) : les métallo-p-lactamases de type IMP. Puis, progressivement,
I’impact clinique et la diversité¢ des carbapénémases se sont accrus considérablement
pour devenir significatifs au milieu des années 2000, en particulier chez les
entérobactéries. Elles constituent désormais une préoccupation majeure de santé
publique (Nordmann, 2010).

L'Algérie est un pays d'Afrigue du Nord qui présente une situation
préoccupante en matiére de résistance aux antibiotiques. En effet, la derniere décennie
a vu une augmentation significative de la résistance aux antibiotiques, en particulier
chez les bactéries Gram-négatives (Baba Ahmed-Kazi et Arlette, 2014).

Ce présent travail est une étude bibliographique divisé en quatre chapitres. En
premier lieu, nous présentons une généralité sur les carbapénémes puis les
mécanismes de leur résistance. Le troisiéme chapitre est consacré pour les bactéries
multirésistantes émergentes. Les méthodes de détection des souches productrices de

carbapénémases sont finalement présentées dans le dernier chapitre.
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CHAPITRE I : Carbapénémes
I.1. Les p lactamines

Les béta-lactamines sont des inhibiteurs de la synthése de la paroi bactérienne
en se fixant aux Protéines de Liaison aux Pénicillines (PLP). Les bactéries a Gram
negatif différent des bactéries & Gram positif sur certains points (Figure 1). Elles
possedent une membrane externe composée de phospholipides hydrophobe, réduisant
ainsi le passage des béta-lactamines, molécules hydrophiles. Le passage des béta-
lactamines se fait donc via des porines, ou par diffusion passive lente a travers la
membrane. Apres avoir traversé la membrane externe, les béta-lactamines doivent
traverser la couche de peptidoglycane afin d’atteindre les PLP a la surface externe de
la membrane cytoplasmique. Enfin, la béta-lactamine peut exercer son action sur les

PLP (Gregoire, 2018).
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Figure 1 : Représentation de la paroi bactérienne (Cavallo et al., 2004).
I.1.1. Structure chimique de p-lactamines
Les PB-lactamines, comme leur nom I’indique, sont caractérisées par la
présence d’un noyau f-lactame (Figure 2), d’un hétérocycle de 5 a 6 atomes dans leur
structure moléculaire. Ce noyau est considéré comme la fraction structurale

responsable de l'activité antibactérienne (Gregoire, 2018).
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Figure 2 : Structure moléculaire du noyau béta-lactame (Kassah-laouar, 2020).
1.1.2. Types de B lactames

En fonction de la nature de I’hétérocycle, on peut distinguer quatre classes
principales: les pénicillines, les céphalosporines, les monobactames et les
carbapénémes. Bien que ces classes aient une structure de base commune, elles se
divisent en plusieurs sous familles en fonction de la nature du cycle béta-lactame qui
leur est associé (Chemelle, 2010).
a) Pénames

Ce sont les peénicillines a noyau péname, c’est-a-dire que le cycle est associé a
un cycle thiazolidine. Il existe plusieurs groupes qui possedent des spectres d’action :
Moyen: ce sont les pénicillines G et VV actives sur les bactéries a Gram positives.
Etroit: ce sont les pénicillines M actives sur les staphylocoques résistants a la
pénicilline G.
Large: c’est le groupe A qui agit notamment sur les bactéries a Gram négatives, telle
que les aminopénicillines (Oueslati, 2019).
b) Clavames

Les clavames sont des dérivés de lacide clavulanique et de lacide
pénicillanique. Ils sont actifs sur des pB-lactamases plasmidiques et chromosomiques
produites par Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Branhamella
catarrhalis, Bacteroides spp, mais pas sur celles produites par Pseudomonas

aeruginosa, Serratia spp, et d'autres entérobactéries (Sangaré, 2023).
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c) Céphemes

Ce sont les céphalosporines a noyau céphéme. Ce noyau est composé d’un
cycle B-lactame et d’un cycle dihydrothiazine. Les céphalosporines sont classées en 4
générations qui ont été commercialisées apres leur découverte (Oueslati, 2019). Les
céphalosporines de 3éme et 4éme génération possedent le spectre d’action le plus
large contre les bactéries a Gram négatif (Van Bambeke et Tulkens, 2008).
d) Oxacéphemes

Ils sont caractérisés par la présence du noyau oxacéphéme, dans lequel
I’atome de soufre en position 1 du noyau céphéme est remplacé par un atome
d’oxygene. Cela permet une meilleure pénétration a travers la paroi des bacilles a
Gram négatif. De plus, cela entraine une activité inhibitrice de certaines b-lactamases
en raison d’une strucutre similaire aux clavames (Cavallo et al., 2004).
e) Monobactames

C’est une famille de B-lactames monocycliques caractérisée par la présence
d’une seule cycle B-lactame. (Van Bambeke et Tulkens, 2008). Leur spectre
d’activité est étroit, ils sont trés actifs sur les entérobactéries et P. aeruginosa et
inactifs sur les bactéries a Gram positif et les germes anaérobies. L’aztréonam est la
seule molécule commercialisée, son action est comparable a celle des
céphalosporines de 3°™ génération (Oueslati, 2019).
f) Carbapénemes
Une famille des B-lactamines qui ont un large spectre antibactérien et une

grande stabilité contre la quasi-totalité des B-lactamases. Ils sont utilisés pour le
traitement des infections nosocomiales sévéeres. (Papp-Wallace et al., 2011).
I.2. Carbapénémes
1.2.1. Définition

Les carbapénémes sont un type d’antibiotiques  comprenant quarte
molécules : I'imipénéme, le méropénéme, I’ertapénéme et le doripénéme. Ils jouent un
réle crucial dans notre systeme antibiologique. Le spectre antibactérien des
carbapénémes est large. lls sont actifs contre la plupart des bactéries anaérobies, a
I’exception de Bacteroides fragilis et de Clostridium difficile (Cebron, 2021).

4
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1.2.2. Structure chimique

Les carbapénémes dérivent de la thienamycine. lls se different des pénicillines
(pénames) par la présence d’un atome de carbone au lieu d’un souffre endocyclique
en position 1 et d’une liaison insaturée en carbone (C) C2-C3 (Figure 3), également
présente sur les céphalosporines (Van Bambeke et Tulkens, 2008). En domaine
chimique, cet atome en C1 a un role majeur dans leur puissance, spectre d’activité et
aussi dans leur stabilité aux B-lactamases. Cette stabilité est due a la trans-orientation
des atomes d’hydrogene en C5 et C6 et a la présence d’une chaine hydroxyethyl en
C6 qui participe a la résistance a I’hydrolyse par les B-lactamases. Cette configuration
lui donne une grande puissance par rapport aux pénicillines et céphalosporines (Papp-

Wallace et al., 2011).

Carbapenem
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Figure 3 : Structure chimique de base des carbapénemes (Papp-Wallace et al., 2011).

1.2.3. Types de carbapénemes
On distingue quatre types de carbapénémes sont : I'imipénéme, 1’ertapénéme, le
méropéneme, et le doripéneme. Des études in vitro ont montré que I’imipénéme
possede le spectre le plus large de tous les béta-lactames, souvent associé a la
cilastatine (Chemelle, 2010). Il présente une activité légerement plus importante vis-
a-vis contre les bactéries a Gram positif et une activité moindre contre des Gram
négatif, comparée a celle du méropéneme. (Jousset, 2018). Le méropénéme est
prescrit pour traiter les infections nosocomiales suspectées ou prouvées causées par
des bacilles a Gram négatif résistants, qu’il s’agisse de manifestations abdominales,
broncho-pulmonaires, ou génito-urinaires. Il doit étre envisagé en cas de localisation
méningée (Van Hollebeke, 2015).
L’ertapénéme est intéressante dans le traitement des infections urinaires, des

5
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infections intra-abdominales et des infections de la peau et des tissus mous chez les
sujets diabétiques. Cependant, il ne doit pas étre utilisé dans les infections
nosocomiales a haut risque de germes multi-résistants. Le doripénéme est la derniére
molécule mise sur le marché et posséde une meilleure activité, in vitro, vis-a-vis de P.
aeruginosa (Van Hollebeke, 2015).
1.2.4. Mécanismes d’action des cabapénemes

Les carbapénemes sont parmi les antibiotiques les plus puissants. Leur
activités est liee en particulier a la rapidite de leur pénétration a travers la paroi
externe des Bacilles a Gram Négatif (BGN) et a leur stabilité vis-a-vis de la plupart
des B-lactamases naturelles ou acquises (Nordmann, 2010). lls exercent une activité
bactéricide en se liant aux PLP et ont pour cibles privilégiées les PLP1a, 1b et 2. En
effet, une lyse préalable associée a une faible libération d’endotoxine par les bacilles a
Gram négatif (Wolff et al., 2009).

Les PLP sont des enzymes impliquées dans la synthese du peptidoglycane. En
formant une liaison covalente d’acylation avec le site actif de ces enzymes, les [-
lactamines empéchent 1’action des PLP par un effet bactériostatique et entraine une
rupture de I’équilibre dynamique son réarrangement par les autolysines bactériennes
se fait alors en faveur des autolysines qui détruisent la bactérie (effet bactéricide)

(Figure 4) (Riethmuller, 2013).
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Figure 4 : Mode d'action des carbapénemes (Oueslati, 2019).
I.2.5. L’activité microbiologique
Les carbapénemes ont le spectre d’activité le plus large comprenant des
bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif aérobies et anaérobies. Ces
antibiotiques pénetrent dans 1’espace périplasmique des bactéries a Gram négatif par

les porines puis ils agissent sur les PLP. Ceci explique leur activité bactéricide sur les

(BGN), y compris les (BLSE) Béta-Lactamase & Spectre Etendu et les entérobactéries

productrices de céphalosporinases de haut niveau, a ’exception de Stenotrophomonas
maltophilia. Geénéralement, les Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de
I’imipénéme vis a vis des entérobactéries sont plus élevées que celles de doripénéme
et le méropénéme. Au contraire, ces derniéres molécules sont actives sur P.

aeruginosaet A. baumannii (Tableau 1 )(Van Hollebeke, 2015).
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Tableau | : Activité in vitro des carbapénémes sur les bactéries & Gram négatif (Wolff

et al., 2009).

CMlsg / CMIgo exprimées en mg/I.

Doripénéme

Bactéries Imipénéme Méropénéme Ertapénéme
E. coli 0,12/0,25 0,016/0,03 0,03/0,06 < 0,015/ 0,015
E. coli BLSE 0,25/0,5 0,03/0,06 0,03/0,06 0,03/0,25

K. pneumoniae < 0,06/1 0,03/0,12 0,06/0,12 = 0,015/0,12
K. pneumoniae BLSE 0,25/1 0,03/0,12 0,06/0,12 0,06/0,25
Proteus mirabilis 0,5/2 0,06/0,06 0,12/0,25 < 0,06/ 0,06
Morganella morganii 2/8 0,12/0,25 0,25/0,5 = 0,015/0,03
E. cloacae 0,5/2 0,03/0,06 0,03/0,06 < 0,015/0,06
Citrobacter freundii 11 0,03/0,06 0,03/0,03 s 0,015/0,06
Serratia marcescens 12 0,06/0,12 0,12/0,25 0,03/0,12

H. influenzae 0,571 0,121 0,12/1 0,06/0,25
Moraxella catarrhalis 0,06/0,12 < 0,015/5 0,015 0,12/0,25 0,06/0,25
Salmonella sp £0,5/50,5 0,03/0,03 0,06/0,06 = 0,06/ 0,06
P. aeruginosa 1/32 0,5/32 0,5/8 >8/>8
Acinetobacter baumannii 0,25/0,25 0,25/1 0,25/1 4/> 8
Stenotrophomas >8/>8 > 16/> 16 >16/>16 >8/>8
maltophilia

Bacteroides fragilis 0,25/1 0,12/1 0,25/1 0,25/1
Prevotella spp 0,03/0,5 0,12/0,25 0,12/0,25 0,251
Fusobacterium spp 0,12/1 0,12/0,25 0,12/0,25 0,25/4

in vitro toutes les carbapénémes sont actifs sur les bactéries a Gram positif,

sauf sur les staphylocoques résistants a la méticilline et les entérocoques. Seul

I’imipénéme conserve une activité vis-a-vis d’Enterococcus faecalis (Tableau II)

(Van Hollebeke, 2015).

Tableau I1: Activité in vitro des carbapénémes sur les bactéeries a Gram positif (Wolff

et al., 2009).
Bactéries Imipénéme Méropénéme Doripénéme Ertapéneme
Staphylococcus aureus (MS)  0,06/0,06 0,12/0,12 0,06/0,06 0,12/0,25
S.aureus (MR) R R R R
Streptococus pyogenes <0,008/<0,008  <0,008/<0,008 <0,008/<0,008  <0,008/<0,008
S. agalactiae 0,016/0,016 0,03/0,06 0,016/0,016 0,03/0,06
S. pneumoniae (PéniS) < 0,06/<0,06 <0,015/<0,015  <0,015/<0,015  <0,015/<0,015
§. pneumoniae(PéniR) 0,5/1 0,5/1 0,5/1 12
Enterococcus faecalis 1/4 4/8 4/8 8/32
E. faecium >8/>8 >16/> 16 >16/> 16 >16/> 16
Listeria monocytogenes 0,03/0,12 0,12/0,12 Pas de données  0,25/0,5
Peptostreptococcus spp 0,03/0,06 0,12/0,25 0,12/0,25 0,25/4

CMlso,CMIgo exprimées en mg/I.
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CHAPITRE I1: Mécanismes de résistance aux carbapénemes

Il convient de noter que la résistance aux carbapénémes est intrinseque chez
certaines especes. La résistance intrinséque aux carbapénémes n'est pas courante
parmi les bactéries cliniguement importantes et, pour la plupart d'entre elles, la
résistance aux carbapénemes est acquise par des événements mutationnels ou
par l'acquisition de genes via un transfert horizontal de génes (Mélétis, 2016).
I1.1. Mécanisme enzymatique

Les carbapénémases décrites chez les entérobactéries appartiennent aux quatre
classes connues de carbapénémase (classe A, B, C, D de la classification d’ Ambler)
(Grall et al.,, 2011). Les plus importantes, cliniguement, sont actuellement les
carbapenémase de type (KPC) Klebsiella Pneumoniae Carbapénémase (Figure 5),
(IMP) Active on Imipenem, (VIM) Verona integron-encoded metallo-p-lactamase et

(OXA-48) Oxacillinase. (Nordmann et Carrer, 2010).

Extracellular Space

Outer Membrane

Periplasim

' Toner Membrang

Intracellular Space

MexA-B, OprM

Figure 5 : la structure des carbapenemase KPC-2 en cristal (Banque des données sur
les protéines [PDB] identifier 20V5), présente dans le périplasme, P. aeruginosa

(Papp-Wallace et al., 2011).
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11.1.1. Types des carbapénemases

La classification moléculaire des carbapénémases indique une grande variété
de ces enzymes a €té identifiée chez les Enterobacteriaceae appartenant a 4 classes
qui sont de la plus grande clinique importance parmi les agents pathogenes

nosocomiaux (Figure 6) (Codjoe et Donkor, 2017).

Carbapenemases/f-lactamases

|

v v
Serine-P-lactamases Metallo-fB-lactamases

Class A: KPC. IMI, SME, CTX-M,
GES", SHV. TEM

Class B: NDM, VIM, IMP

Class C: AmpC, ACT, CMY, DHA, FOX

Class D: OXA-48, OXA-181, OXA-23,
OXA-40, OXA-58
OXA-1, OXA-2, OXA-9, OXA-10

Figure 6: Classement des carbapénémases selon les différentes classes d’Ambler
(Santucci, 2022).

A) Carbapénemases de classe A

Ce sont des enzymes plasmidiques ou plus rarement chromosomiques comme
les Imipenem-hydrolyzing B-lactamase (IMI). Il ya KPC c’est la carbapénémase
plasmidique la plus fréeqguemment rencontrée (Choquet, 2016).

La premiere souche productrice de (KPC-1) a été isolée en 1996 aux Etats-
Unis. Il s’agit d’une souche de Klebsiella pneumoniae résistante a toutes les p-
lactamines. (Jousset, 2018). Les carbapénemases de type KPC ont été decrites chez
plusieurs entérobactéries mais aussi chez P. aeruginosa. (Cuzon et al., 2010). Les
génes blaxec ont largement été caractérisés avec une localisation plasmidique qui sont
largement associés au transposon Tn4401, il y a 8 isoformes de ce transposon ont été
identifiées qui se distinguent les uns des autres par des délétions de taille variable en
amont du géne blaxecet parmi ces isoformes les plus largement répandus sont a et b.
(Figure 7) (Oueslati,2019).
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Ist4 stB

i duplication de séquence

duplication de séquence
¢ de S paires de base

de 5 paires de base ISKpn7

A99 pb : Tn4401a
A215 pb: Tn4401c
A68 pb : Tn4401d
A255 pb: Tn4401e
A215 pb : Tn4401f
A188 pb : Tn4401h
A210 pb : Tn4401i

Figure 7 : Représentation schématique des différentes structures du transposon
Tn4401 identifiées sur différents plasmides porteurs du géneblaxec (Jousset, 2018).
Spectre d’hydrolyse de KPC

Les données biochimiques indiquent que les enzymes de type (KPC) sont
capables d’hydrolyser toutes les P-lactamines : pénicillines, céphalosporines,
carbapénémes et monobactames. Parmi les Céphalosporines de troisieme génération,
le cefotaxime c’est la molécule la plus hydrolysée. I’acide clavulanique et le
tazobactam inhibent I’activité hydrolytique des - lactamases de type (KPC).
(Tableau III) (Cuzon et al., 2010).

B) Carbapénemases de classe B

Les métallo-B-lactamases (MBL) comme NDM (New Delhi Métallo-p-
lactamase), VIM, IMP, appartient a la classe B de la classification d'’Ambler. Les
MBL different des sérines carbapénémases c’est a dire les autres classes par la
présence d’ions zinc au niveau du site actif qui catalysent la réaction enzymatique.
(Choquet, 2016).

Carbapénémases VIM (Verona integron-encoded metallo-p-lactamase)

Pour la premiére fois la carbapénémase VIM-1 a été décrite dans une souche
de P. aeruginosa isolée a Veérone, Italie. Ensuite, le second variant VIM-2 a été
identifié en France. Actuellement, il y a 57 variants, principalement chez P.
aeruginosa, mais aussi chez A. baumannii et certaines espéces d’entérobactéries
comme Klebsiella spp et Escherichia. coli. De nombreuses épidémies dues a des
souches productrices de VIM ont été décrites. Maintenant le carbapénémase (VIM)

11
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est répandue endémiquement en Grece, Italie et en Russie (P. aeruginosa) (Oueslati,
2019).

Les différents variants du gene blaviv sont localisés au sein d’intégrons de
classe 1 sous forme de génes cassettes soit sur le chromosome soit sur des plasmides,
et sont habituellement insérés dans un transposon de type Tn402 Chez P. aeruginosa.
(Jousset, 2018).

Spectre d’hydrolyse

Les métallop-lactamases de type VIM dégradent toutes les B-lactamines, a
part les monobactames. VIM-2 se caractérise par une forte activité hydrolytique sur
I’imipéneéme, le méropéneme, la ceftazidime, le céfépime et la ticarcilline, plus faible
sur la pipéracilline. VIM-2 est inhibée in vitro par 1I’Ethyléne Diamine Tétra Acétique
EDTA, ce qui permet de la détecter facilement par des Tests de synergie (Tableau III)
(Jeannot et Plésiat, 2016).

C) Carbapénémases de classe C

Les enzymes appartenant a la classe C sont dérivés du gene AmpC présent
dans le génome de nombreux membres du genre Enterobacteria et sont
fonctionellement des céphalosporinases. Ils sont résistants aux acides clavulaniques
mais sensibles aux cephamyecines, telles que la céfoxitine et ceftazidime. Bien que le
niveau d’expression d’AmpC soit faible généralement, elle peut étre induite par
I’administration d’un penicilline ou 1’acide clavulanique et peut présenter une
résistance aux carbapénemes lorsqu’elle est exprimée en grande quantité. Certaines f3-
lactamases appartenant a ce groupe ont été codés sur un plasmide. La plus importante
préoccupation est que les variantes de I’AmpC contribue a la sensibilité réduite aux
carbapénémes. Ces PB-lactamases sont connues sous le nom d’ESAC ( Extended
Spectum AmpC) (Sawa et al., 2020).

Spectre d’hydrolyse

Leur spectre d’hydrolyse comprend les pénicillines et les céphalosporines de
premiére génération et certaines de deuxiéme génération. L’hydrolyse des
carboxypénicillines , des uréidopénicillines, de 1’aztréonam et des céphalosporines du
troisiéme génération est observée en cas d’hyperproduction de ces enzymes. On parle
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alors de «cephalosporinases de haut niveau ». Les ceéphalosporines de quatrieme
géneration et les carbapénemes ne sont pas, ou peu, hydrolysées (Oueslati, 2019).
D) Carbapénémases de classe D

Les carbapénémases du type OXA, ont une faible activité vis-a-vis des
carbapénemes. Ces enzymes sont faiblement inhibées par I'EDTA ou lacide
clavulanique, mais peuvent étre inhibées rapidement in vitro par le chlorure de
sodium (NaCl) (Codjoe et Donkor, 2017). Ce sont des enzymes a sérine active. Elles
ont ét¢ nommées Oxacillinase car elles hydrolysaient plus rapidement 1’oxacilline et
la cloxacilline que la benzylpénicilline. Mais, cette définition n’est plus valable car
certaines oxacillinases ont été décrites comme hydrolysant peu ou pas la cloxacilline
ou Doxacilline. En revanche, toutes les oxacillinases hydrolysent les
aminopenicillines et les carboxypénicillines (Choquet, 2016).

Carbapénémase OXA-48 (Oxacillinase-48)

Cet enzyme de la classe D d’Ambler pour la premicre fois a été identifi¢e
chez K. pneumoniae en 2003, en Turquie. Depuis, des épidémies nosocomiales de
bactéries productrices ont été rapportées depuis la Turquie. Jusque a 2010, OXA-48
n’a été identifiée que dans des souches isolées chez des patients hospitalisés en
Turquie ou ayant un lien avec la Turquie. En quelques années, la distribution de la
carbapénémase OXA-48 et de ses variants est devenue mondiale concerne
principalement 1’Europe et I’ Afrique actuellement (Abbas et al., 2012).

Spectre d’hydrolyse

C’est une enzyme a spectre étroit qui peut hydrolyser toutes les pénicillines et
les céphalosporines a spectre étroit. Les céphalosporines a large spectre sont
hydrolysées faiblement. OXA-48 hydrolyse toutes les carbapénémes a trés faible
niveau avec une efficacité catalytique 100 fois plus forte pour I’imipénéme par

rapport aux autres (Tableau III ) (Oueslati et al.,2015).
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Tableau III: Principales carbapénémases chez les entérobactéries : support génétique,

spectre d’hydrolyse et molécules actives (Chassagne, 2012)

al S . Spectre d'hydrolyse
asse ) Suppor o
d Ambler Enzymes génétique Inhibiteur(s)
pénicillines C1G C2G C3G ATM carbapénémes
SME-1 a-13 | chromosome ++ ++ - + + + acide clavulanique,
NMC-A chromosome ++ ++ - + - ++ tazobactam,
IMI-2 plasmide ++ ++ - + - ++ sulbactam
GES-4, -5, -6 plasmide ++ ++ + + - +
A acide clavulanique,
KPC-2 a-12 plasmide ++ ++ - ++ + ++ tazobactam,
sulbactam,
acide boronique
s IMP-1 a-33 plasmide ++ ++ ++ ++ - ++ EDTA
VIM-1 a-33 plasmide ++ ++ ++ ++ - ++
NDM-1 a-6 plasmide ++ ++ ++ ++ - +
b OXA-48 plasmide ++ ++ +/- +/- - + NaCl
OXA-181 plasmide ++ ++ +/- +/- -

I1.2.Mécanisme non enzymatique
I1.2.1. Association de mécanismes

La membrane externe est la premiere ligne de défense pour les bactéries a
Gram négatif. Elle est composée d’une bicouche lipidique qui est imperméable aux
grosses molécules chargées, I’efflux est contr6lé par les porines. Chez les
entérobactéries la résistance aux carbapénémes la plus fréquent est dd par
I’association de mécanismes de résistance, comme par exemple une production de -
lactamase couplée a une altération de porines qui sont des protéines membranaires
formant des canaux permettent le passage par diffusion de molécules hydrophiles ou
se trouvent les antibiotiques. La sensibilite des entérobactéries aux carbapénemes
dépend de la fonctionnalité de ces porine qui sont empruntées par les antibiotiques
appartiennent surtout aux familles de protéines OmpF et OmpC. La régulation de leur
synthése est par la présence d’agents antimicrobiens. Lorsqu’elles sont modifiées
structurellement ou diminuées, la bactérie présente une imperméabilité acquise aux
carbapénémes. Cette résistance est instable et réversible, s’observe surtout en
association avec la production de [-lactamases, soit des céphalosporinases
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déréprimées AmpC, soit des BLSE (Riethmuller, 2013).
I1.2.2. Altération des protéines de liaison des pénicillines (PLP)
Ce mécanisme reste rare congernant I’altération de certaines PLP chez

Pseudomonas mirabilis peut étre a 1origine de résistances a 1’imipénéme

(Riethmuller, 2013).

Enzymatic
inactivation

Pp-lactamase

p-lactam S
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Figure 8 :Mécanisme de résistance aux carbapénémes (Nordmann et al., 2012).
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CHAPITRE III : Les bactéries multirésistantes émergentes
II1.1. Définition
Les « bactéries multirésistantes aux antibiotiques » (BMR) sont définies comme des

microorganismes ayant accumulé des résistances acquises a plusieurs familles
d’antibiotiques. La multirésistance est une étape qui précede I'impasse thérapeutique.
Le taux de BMR fait partie des indicateurs d'activite et de qualité, et des référentiels
d'accréditation des établissements de santé. Au niveau européen, un consensus recent a
défini 3 niveaux de résistance aux antibiotiques :

Multi-drug resistant bacteria (MDR) (résistance a plus de 3 familles différentes
d’antibiotiques).

Extensively-drug resistant bacteria (XDR) (sensibilité conservée uniquement pour
une ou deux classes d’antibiotiques).

Pan-drug resistant bacteria (PDR) (résistance a tous les antibiotiques) (Gagnaire et
al., 2015).

II1.2. Types des BMR
La multirésistance est une étape vers I’impasse thérapeutique. La multirésistance

concerne les bactéries responsables d’infections communautaires (ex : pneumocoques,
bacilles de la tuberculose) et les bactéries responsables d’infections nosocomiales ou
associées aux soins (Tableau IV) (Khiev et Veber, 2010).

Tableau IV : Les principaux BMR communautaires et hospitaliers (Khiev et Veber,

2010)

Les principaux BMR communautaires Les principaux BMR hospitaliers
- Streptococcus pneumoniae - Staphylococcus aureus résistant a la
- Mycobacterium tuberculosis méticilline (SARM)

- Staphylococcus aureus résistant a la | - Pseudomonas aeruginosa multi-résistant
méticilline (SARM) d’origine | aux antibiotiques (PAMR)
communautaire - Acinetobacter baumannii résistant a
I’imipénéme (ABRI)

- Entérobactérie productrice d’une béta-
lactamase a spectre étendu (EBLSE)

- Les entérocoques résistants a la
vancomycine ou glycopeptides (ERV)

- Entérobactéries  productrices  de

carbonarismes (EPC)
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I11.2.1. Entérobactéries productrices de carbapénémases EPC

Les entérobactéries sont des BGN rassemblés dans la Famille des
Enterobacteriaceae. Phylum des Proteobacteria. Classe des Gammaproteobacteria.
Ordre des Enterobacteriales regroupant 53 genres différents ayant généralement en
commun leur habitat, le tube digestif de ’homme ou des animaux, ainsi que les
caractéristiques suivantes : la mobilité en fonction de la présence ou non de flagelles ;
une fermentation du glucose avec ou sans production de gaz ; une capacité de réduction
des nitrates en nitrites ; une possibilité de se multiplier en milieu anaérobie ou aérobie ;

une absence de spores ; et I’absence de cytochrome C oxydase (Riethmuller, 2013).

Flagelles

Pili

Figure 9 : Image d’entérobactérie en microscopie a balayage (Ricard, 2021).

Les entérobactéries constituent les pathogenes humains les plus fréquemment isolés
dans un laboratoire de bactériologie, en milieu communautaire comme hospitalier. Elles
sont notamment responsables d’infections urinaires, pulmonaires, abdominales et de
septicémies. Les bactéries des genres Escherichia et Proteus prédominent dans la flore
commensale intestinale. Elles se comportent parfois comme des pathogenes

opportunistes (Riethmuller, 2013).
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Figure 10 : Images d’Escherichia coli (A) Cellules d’Escherichia coli (coloration de
Gram). (B) Cellules d’E. coli. (C) Colonies d’E. coli (gélose au sang). (D) Colonies d’E.
coli (stéréomicroscope) (Zhou et Li, 2021).

II1.2.1.1. Mécanisme de résistance des entérobatéries aux carbapénémes

Les entérobactéries expriment leur résistance aux carbapénémes par différents
mécanismes. Parmi ces mécanismes, la production d’une catégorie d’enzymes
dénommée carbapénémases (Boivin et al., 2016). Il existe deux types de résistances aux
carbapénémes :

La premiére est une combinaison d'une céphalosporinase chromosomique ou
plasmidique ou d'une (BLSE) avec une diminution quantitative ou qualitative des
porines au travers desquelles traversent les carbapénémes. Ce mécanisme de résistance
peut étre retrouvé chez des bactéries ayant une céphalosporinase naturelle comme
Serratia spp., Morganella morganii, Citrobacter freundii, mais également chez des
bactéries ayant acquis une céphalosporinase plasmidique ou une BLSE, tels Klebsiella
pneumoniae, Proteux mirabilis, Escherichia coli, Salmonella spp...

Le second mécanisme de résistance repose sur les carbapénemases, c'est-a-dire
sur des B- lactamases a fort pouvoir hydrolytique contre les carbapenemes. Il est bien
plus préoccupant, car il est stable et qu’il compromet 1'efficacité de presque toutes les -
lactamines (Holman, 2016).

II1.2.2. Pseudomonas aeruginosa
Il s’agit d’une bactérie a Gram négatif appartenant a la classe des
Gammaproteobacteria, a I’ordre des Pseudomonadales, a la famille des

Pseudomonadaceae et au genre Pseudomonas. Le genre Pseudomonas dits a
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métabolisme oxydatif, ou non fermentants, car incapables de fermenter les sucres en
anaérobiose. 1l comprend plus de 140 espeéces, la principale impliquée en pathologie
humaine éetant P. aeruginosa (Massri, 2016). Les symptdmes cliniques se manifestent
par : pneumonies, bactériémies, les infections cutanées, les infections oculaires, les

infections des voies urinaires et les infections de I’oreille (Deroche, 2023).

Figure 11 : Processus d’identification d’un isolat de P. aeruginosa a partir d’un
prélevement clinique : (A) Colonies de P. aeruginosa sur gélose chocolat polyvitex
(PVX) ; (B) Examen direct d’'une hémoculture a P. aeruginosa. - Coloration de Gram
x500 (Sardi, 2021).

II1.2.2.1. Mécanisme de résistance

P.aeruginosa est naturellement sensible a I’imipénéme, au méropénéme et au
doripénéme, mais naturellement résistant a [’ertapénéme. La résistance aux
carbapénémes peut étre le résultat de mécanismes assez différents qui sont
éventuellement associés. Durant ces derniéres années, nombreuses carbapénémases ont
été largement decrites chez P. aeruginosa. Toutes les souches de P. aeruginosa
produisent une B-lactamase a large spectre, dénommée AmpC, dont I’expression peut
étre induite par certaines beta lactamines comme les carbapénémes et la céfoxitine, ou
encore I’acide clavulanique (Jeannot et Plésiat, 2016). Aussi, métallo-de p-lactamase
sont les plus fréquentes chez cet espéce ce groupe est connu sous le nom de
carbapénémase ou métallo-de pB-lactamase (MBL) (Touati, 2013). Il y a les
oxacillinases ont le spectre s’est entendu dans certains cas aux Céphalosporines 3G et

dans d’autres aux carbapénemes. Chez P. aeruginosa, les BLSE dérivées d’OXA-10 et
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OXA-2 ont été isolées (OXA- 10, 11, 14, 15,16, 19) ainsi que la B-lactamase OXA-18.
(Nordmann, 2010).
II1.2.3. Acinetobacter baumannii

Les bactéries du genre Acinetobacter ont été découvertes en 1911 par le
bactériologiste né erlandais Martinus Willem Beijerinck, qui les a d’abord isolées du sol
et appelées Micrococcus calcoaceticus (Camilli, 2022).

Acinetobacter baumannii est un bacille Gram négatif non fermentaire, présent
dans I’environnement et commensal des muqueuses de ’homme. Depuis quelques
années, ce germe est considéré comme un pathogeéne opportuniste responsable d’un taux
croissant d’infections nosocomiales sévéres. Plusieurs épidémies dues a cette bactérie
ont €té répertoriées, touchant principalement les patients immunodéprimés, sous une

antibiothérapie et exposés a des séjours prolongés (Nicol, 2017).

R700 15,06V 12 4dmen %30 0k SE(U) J8/2016 00w AMT Camut a Sywten

Figure 12 : Images d’A. baumannii American Type Culture Collection (ATCC) 17978
en microscopie électronique en transmission (MET) (gauche) et a balayage (MEB)
(droite)(Camilli,2022).
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Figure 13 : Aspect macroscopique des colonies d’Acinetobacter. (A) colonies d’A.
baumannii ATCC 17978 formées sur milieu Yesca aprés 24h d’incubation a 37°C. (B)
Colonies d’A. baumannii ATCC 19606 formées sur milieu Muller Hinton MH Agar
aprées une incubation de nuit a 37°C. (C) Colonies d’A. baumannii ACICU (gauche) et
d’A. baumannii ATCC 19606 (droite) formées sur milieu MH Agar apres 5 jours
d’incubation a 37°C (Nicol, 2017).
I11.2.3.1. Méecanisme de résistance

La résistance aux carbapénémes est problématique chez A. baumannii puisque
ces molécules sont considérées comme le traitement de choix des infections impliquant
ce germe. Lorsque ce germe est résistant aux carbapénemes, les possibilités
thérapeutiques deviennent trés limitées. Plusieurs mécanismes peuvent étre a 1’origine
de la résistance aux carbapénemes chez A. baumannii (Figueiredo, 2011).

Il existe deux types d’enzymes capables d’hydrolyser les carbapéneémes qui ont
été rapportées chez A. baumannii. Il s’agit d’une part des carbapénémases ou f-
lactamases de la classe B de Ambler qui sont des métallo-enzymes possédant un spectre
de substrat tres large et identifiées dans d’autres espéces bactériennes a Gram négatif et
d’autre part des oxacillinases (ou P-lactamases de classe D) possédant un pouvoir
hydrolytique faible vis-a-vis des carbapénémes, épargnant les céphalosporines a large
spectre et identifiées presque uniquement chez A. baumannii a ce jour (Poirel et
Nordmann, 2006).
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L’implication de systémes d’efflux naturels ou acquis dans la multirésistance aux
antibiotiques chez A. baumannii est de plus en plus étudiée. Parmi les superfamilles de

pompes d’efflux, les systemes (RND) Resistance-Nodulation-Division sont les plus
prévalents chez A. baumannii (Figueiredo, 2011).
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CHAPITRE 1V: Méthodes d’identification des souches productrices de
carbapénémases
IV.1. Méthodes phénotypiques

Les méthodes phénotypiques sont basées sur I'évaluation de la sensibilité des
souches bactériennes aux antibiotiques (Choquet, 2016). Il existe différente
techniques phénotypiques pour la détection des souches productrices de
carbapénémase in vitro. Les tests phénotypiques de détection des carbapénémases
regroupent les méthodes d’inhibition et les tests d’hydrolyse, dont certains permettent
d’obtenir un résultat rapide, ainsi que des méthodes immunochromatographiques
(Tidrarine, 2019).

IV.1.1. Les méthodes d’inhibition
IV.1.1.1. Concentrations minimales inhibitrices (CMI)

L’estimation des concentrations minimales inhibitrices aux carbapénémes est
un moyen plus précis pour détecter la diminution de sensibilité d’une souche a ces
antibiotiques. Le carbapéneme qui posséde la meilleure sensibilité pour la détection
des EPC. Ainsi toute souche possédant une diminution de sensibilité a la carbapeneme
(CMI > 0,5 mg/L ou un diametre d’inhibition < 28 mm par test de diffusion en gélose
est a considérer comme suspecte d’EPC ; ces seuils ont été définis de maniére a
détecter le maximum de souches productrices de carbapénemase (Tableau V) (Grall
et al., 2011).

Tableau V : Valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI) critiques (mg/L)

pour les carbapénemes selon (CA-SFM) et (EUCAST) (Grall et al., 2011)

Imipénéme Méropénéme Ertapénéme Doripénéme
Entérobactéries
5(<) 2 2 0,5 1
R (=) 8 8 1 4

Pseudomonas aeruginosa
S (<) 4 2 - 1
R (=) 8 8 _ 4

Acinetobacter spp.
5(=) 2 2 - 1
R (=) 8
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IV.1.1.2. Test de disques combinés

Le principe de cette méthode est de comparer les diametres des zones
d'inhibition entre un disque de carbapénéme et un carbapénéme avec un disque
inhibiteur sur la plaque de culture (Figure 14). Plusieurs composés ont été utilisés
comme inhibiteurs pour cette meéthode. Par exemple, l'acide boronique et ses
dérivés dont l'acide phénylboronique et Il'acide 3-aminophénylboronique (APBA)
ont été utilisés comme inhibiteur de carbapénémase de classe A. Les agents
chélateurs tels que [I'EDTA sont souvent utilises pour inhiber les
carbapénémases de classe B. (Thirapanmethee, 2020). Le résultat positif est
obtenu lorsque le diametre d'inhibition d'un carbapéneme avec un inhibiteur plus large
qu'un carbapénéme seul de plus de 7 mm (Figure 14). Cependant, les critéres utilisés
pour I'interprétation peuvent varier en fonction des types d’inhibiteurs et d’enzymes

(Thirapanmethee, 2020).

Test de disque combiné
Disgue de carbapénéeme = Carbapénéme avec disgue inhibiteur

Plague de gélose Mueller Hinton
avec souche tese

arc
18-24 H:

Positif:
Diamétre d'inhibition
i = d'un médicament avec un
inhibiteur plus large gu'un médicament
seul supérieur a 7 mm

Figure 14 : Diagramme schématique illustrant le test de disque combiné
(Thirapanmethee, 2020).

A. CIM-test et dérivés

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

1) Incubation d’un disque de méropénéme dans une suspension de la souche a tester ;
2) Incubation de ce disque de méropénéme avec une souche d’Escherichia coli de
référence sensible au méropénéme ;

3) Apres cette étape d’incubation, détection de I’activité carbapénemase :

— L’absence de zone d’inhibition autour du disque de méropénéme signe une
hydrolyse de ce carbapénéme au cours de la premiére incubation ;

— Une zone nette d’inhibition autour du disque montre I’absence d’activité

carbapénémase (Figure 15) (Tidrarine, 2019).

Incuber prondant
2houres a 35°C

Suspendre la boucle Ajouter 10 pg de : - peooa
compléte des bactéries ‘mémpénéme Placer sur Muller Hinton inoculée avec

dans 1120 E. coli ATCC 25922

+
Activité carbapénémase

Incuber pendant au moins
6 houres a 35°C

g _
Lire précence et absence de Pas d'activité carbapénémase

zone d'inhibition
Figure 15 : Protocole pour la réalisation du CIM-test (Jousset, 2018).

Le modified-CIM (mCIM) est une version légerement modifiée du (CIM) qui
permet d’augmenter la sensibilité du test pour la détection des carbapénémases de
type OXA-48, notamment en prolongeant I’incubation du disque de méropénéme avec
la souche a tester a 4h. Le (mCIM) a fait I’objet d’une évaluation multicentrique, et a
été intégré aux recommandations américaines du (CLSI) pour la détection des (EPC)

avec spécification de diametres limites (Jousset, 2018).
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B. Test de Hodge modifié

Le test de Hodge modifié (THM ou clover leaf method) est un test
phénotypique qui a été tres largement utilisé pour la détection des carbapénémases.
C’est actuellement la seule méthode de détection recommandée par le Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Sa réalisation est relativement simple : une
souche d’E.coli est ensemencée sur une gélose (MH) et un disque de carbapéneme est
déposé au centre de la boite ; la souche a tester est ensemencée par une strie partant
du disque d’antibiotique jusqu’au bord de la boite. Aprés incubation pendant 18h a
37°C, la présence d’une carbapénémase est révélée par une déformation de la zone
d’inhibition due a I’activité enzymatique autour du disque d’antibiotique proche de la

souche suspecte (Figure 16) (Riethmuller, 2013).

‘ Test de Hodge négatif

= souche non productrice de carbapénémase ¥
Culture confluente d'E. coli
Diametre d'inhibition d'€. cdli

Test de Hodge positif
' = souche productrice de carbapénémase (?)

Figure 16 : Principe du test de Hodge modifié (Riethmuller, 2013).

IV.1.2. Tests d’hydrolyse
IV.1.2.1. Tests colorimétriques

Les tests d’hydrolyse basés sur des méthodes colorimétriques détectent
lactivité des B-lactamases via une variation de couleur du milieu reactif liée a
I’activité hydrolytique. Ce changement de coloration est dii a une modification
biochimique du milieu telle qu’une acidification (Moguet, 2023).

A. Le Carba NP

Cette méthode a été développée par Nordmann et Poirel (NP) en 2012 pour

détecter la production de carbapénémases chez les Enterobacterales
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(Thirapanmethee, 2020). Ce test permet une détection de I’hydrolyse d’un
carbapéneme (imipéneme) par une carbapénémase générant une acidification du
milieu (modification d’un indicateur coloré) (Figure 17). Le résultat de ce test est
particuliérement rapide (moins d’une heure) et ne nécessite aucun matériel additionnel
ni de personnel entrainé. 1l est parfaitement sensible et spécifique (100%) et permet
d’identifier tous types des carbapénémases. Le Carba NP test peut étre réalisé a partir
de souches isolées mais aussi de prélevements cliniques (hémocultures ou urines)

(Nordmann et Poirel, 2014).

Carbapénémase

‘,‘;

©
R R

= — -
Q COOH © hnN
COOH
Carbapénéme - s
- Production d’ acide

pH
Détection colorimétrique

- +

H

Figure 17 : Principe du Carba NP test (Nordmann et Poirel, 2014).
IV.1.2.2. Identification d’une activité carbapénémase par spectrométrie de masse
Les produits d’hydrolyse des carbapénémes par des enzymes peuvent Etre
identifiés par spectrométrie de masse a temps de vol (Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization - Time Of Flight) (MALDI TOF). La technique consiste a
incuber de 20 minutes a 2 heures une solution de carbapénéme avec la souche a tester.
Aprés centrifugation, le surnageant est analysé en spectrométrie de masse pour mettre
en évidence la disparition du pic correspondant a 1’antibiotique utilisé et a I’apparition
du ou des produits de son hydrolyse. Les résultats obtenus montrent des sensibilités et

spécificité proches de 100 % a partir de souches isolées (Figure 18) (Boutal, 2017).
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Figure 18 : MALDI TOF : imipéneme avant et apres hydrolyse (Boutal, 2017).
IV.1.3. Tests immunochromatographiques

Cette méthode détecte directement la production de ’enzyme responsable de
la résistance. De plus, contrairement aux tests phénotypiques et biochimiques, ils ne
sont pas influencés par I’activité enzymatique méme faible de I’enzyme. Ce test est
présenté sous forme de cassettes qui integrent une bandelette qui permet la détection
de I’enzyme recherchée (Figure 19). Pour réaliser ce test les bactéries sont mises en
contact avec un tampon d’extraction puis I’extrait est déposé sur la cassette. Les

résultats sont généralement obtenus dans un délai de 15 minutes (Tidrarine, 2019).
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Sens de migration Ligne controle

é L v Ligne test

Zone de dépét Membrane Tampon absorbant
Tampon Support plastique
avec traceur or

Figure 19 : Principe d’un test immunochromatographique (Tidrarine, 2019).
IV.2. Les méthodes génotypiques (Détection moléculaire des génes de
carbapénémase)

Seules les méthodes moléculaires (Reaction en chain par polymérase PCR et
séquengage ou hybridation sur puces a ADN) permettent, a I’heure actuelle, de
caractériser de facon précise les enzymes produites. Ces méthodes sont réalisées en
routine dans certains laboratoires cliniques spécialisés ou non, pour pallier aux
problemes de la détection phénotypique des micro-organismes producteurs de
carbapénémase. Des kits commerciaux existent et permettent la détection des genes
codant les carbapénémases, y compris directement a partir des échantillons cliniques

(Grall et al., 2011).
A. Polymerase chain reaction (PCR) et séquencage

Elle constitue la méthode de référence utilisée pour confirmer la présence d’un
gene de carbapénémase sur une souche. Dans sa version dite « multiplex » (utilisation
concomitante de plusieurs amorces), elle permet de rechercher plusieurs de ces genes
sur un méme gel (Massri, 2016).

a. Amplification génique

La PCR permet de confirmer la présence du géne d’une carbapénémase dans
I’isolat et I’identification précise du type, a des fins épidémiologiques. Il existe des
méthodes de PCR « maison » ou des méthodes commerciales incluant différentes
PCR multiplex telles que :

— Xpert® Carba-R (Cepheid) : détectant KPC, NDM, VIM, IMP-1, OXA-48, OXA-
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181 et OXA-232.
—Check direct CPE (Check-points) : détectant KPC, NDM, VIM et OXA-48.
b. Séquencage

Les méthodes de séquencage haut-débit de I’ADN permettent la détermination
de la séquence d’acides nucléiques de millions de geénes. Actuellement ces méthodes
permettent la détermination du génome entier en quelques heures a quelques jours, au
lieu de plusieurs mois auparavant (Tidrarine, 2019).

B. Biopuces a ADN

La technique des biopuces a ADN développée récemment est la méthode de
détection des génes de carbapénémases la plus répandue dans les laboratoires
spécialisés. Basée sur la propriét¢ de ’ADN dénaturé a reformer spontanément sa
double hélice lorsqu’il est mis en présence de son brin complémentaire, elle permet la
détection simultanée, en 6h, de divers génes de résistance, utilisés comme sondes
fixées a un support. Les puces Check KPC ESBL et sa version améliorée Check-MDR
CT103, commercialisées en France par Biocentrics détectent, en une seule réaction,
les géenes bla des carbapénemases les plus répandues chez les entérobactéries, ainsi
que certains genes de BLSE. Des études ont montré que la puce Check-MDR CT103
présentait une sensibilité et une spécificité de 100% pour la détection des genes
blaoxa-ss, blaive, blanpm-1et blavim alors que pour le gene blakpc, elles sont de 100%

et 85% respectivement (Riethmuller, 2013).

30



CHAPITRE IV: Méthodes d’identification des souches productrices de carbapénemases

A .
Sy V4 NN P 4
v v
B " .
v v
< - -"f'.'._ ".-* = = "d-
v ¥
D g e
v S
Tﬂ/é\_ .
E HE o
rps % ? E——
/ = :7'-- = '_J = ‘ '/
== S

Figure 20 : Principe du réseau Check-Points ESBL/KPC. (A) Lorsqu’elle est
correctement hybridée a une séquence cible, la coupure simple brin située entre deux
bras de sonde adjacents est ligaturée. (B) Des discordances critiques dans la séquence
cible entraineront 1’échec de la ligature, laissant les extrémités de la sonde écartées.
(C) Les produits de ligature réussis sont amplifiés par PCR a I’aide d’une seule paire
d’amplificateurs annelés aux séquences complémentaires incluses dans les sondes
(boftes grises et noires). (D) Les codes postaux uniques (zone hachée) attribués a
chaque sonde seront spécifiquement capturées par des oligonucléotides
complémentaires (codes cZIP, zone pointillée) repérés sur la puce a ADN. (E) La
détection se produit par un marqueur de biotine incorporé a I’extrémité 5’ de 1’une des
amorces PCR. Le systéeme peut étre multiplexé avec de nombreuses sondes
différentes, chacune portant un code postal unique. Les réactions successives sont

traitées dans un seul tube. S, substrat ; P, produit (Naas et al., 2010).
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Conclusion
La prévalence de la résistance aux carbapénemes augmante dans le monde entier

chez toutes les especes de bacilles @ Gram négatif cliniqguement importantes. Chez les
entérobactéries, la résistance est principalement due a des p-lactamases de type KPC,
des métallo-p-lactamases et de ’OXA-48. De nombreuses carbapénémases ont été
décrites chez P. aeruginosa, y compris des KPC et des métallo-p-lactamases. Ces
enzymes sont presentes dans des souches multirésistantes, nosocomiales et
épidémiques. Chez A. baumannii, des enzymes de type KPC et des métallo-p-
lactamases ont été identifiées, mais la résistance aux carbapénémes dans cette
bactérie est principalement due a des oxacillinases spécifiques. De nouvelles
carbapénémases sont constamment identifiées constamment dans le monde,
témoignant d’échanges de génes de résistance entre Entérobactéries, P. aeruginosa et
A. baumannii (Nordmann, 2010).
En ce qui concerne les perspectives, notre étude reste préliminaire et le sujet
reste ouvert a de futures études. Il serait intéressant de compléter cette étude en :
v/ Rassemblant les facteurs de risque dans I’acquisition de souches résistantes aux
carbapénémases.
v/ Utilisant de la biologie moléculaire pour identifier les genes codant pour les
carbapénémases et recherchant des liens de clonalité entre plusieurs souches

résistantes aux carbapénemes.
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Résumé

La découverte des antibiotiques a fait naitre l'espoir que un jour il serait
possible de maitriser toutes les maladies infectieuses, mais |’apparition de la
résistance aux antibiotiques a mis fin & ces espoirs. L’émergence de la résistance aux
carbapénemes chez les bacilles a Gram négatif représente un véritable défi car elle
conduit a des impasses thérapeutiques. Cette résistance peut étre due a des
mécanismes chromosomiques, a 1’association de mécanismes de résistances ou a la
production d’enzymes hydrolysant les carbapéneémes. Ce dernier mécanisme est le
plus inquiétant car les genes codant pour ces enzymes sont genéralement situés sur
des éléments génétiques mobiles tels que des plasmides, des transposons, ou des
intégrons, ce qui permet une dissémination rapide. Les carbapénemases constituent un
groupe hétérogéne d’enzymes ayant en commun la capacité d’hydrolyser au moins
I’un des carbapénemes. Ces enzymes se retrouvent dans une grande variété¢ d’especes
bactériennes, y compris les Entérobactéries, P.aeruginosa et Acinetobacter
baumannii). Les carbapénémases ont une distribution géographique mondiale, mais

certains pays semblent étre plus spécifiquement touchés.
Mots clés : Carbapénémes, Résistance, Bactéries a Gram négatif, carbapenémases.



Abstract

The discovery of antibiotics raised hopes that one day it would be possible to
control all infectious diseases, but the emergence of antibiotic resistance put an end to
these hopes. The emergence of resistance to carbapenems among Gram-negative
bacilli represents a real challenge because it leads to therapeutic dead ends. This
resistance may be due to chromosomal mechanisms, the association of resistance
mechanisms or the production of enzymes hydrolyzing carbapenems. This last
mechanism is the most worrying because the genes encoding these enzymes are
generally located on mobile genetic elements such as plasmids, transposons, or
integrons, which allows rapid dissemination. Carbapenemases constitute a
heterogeneous group of enzymes having in common the ability to hydrolyze at least
one of the carbapenems. These enzymes are found in a wide variety of bacterial
species, including Enterobacteriaceae, P.aeruginosa and Acinetobacter baumannii).
Carbapenemases have a worldwide geographic distribution, but certain countries
appear to be more specifically affected.

Keywords: Carbapenems, Resistance, Gram-negative bacteria, carbapenemases.
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