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RESUME

Introduction : L'objectif de ce travail est de déterminer la prévalence de la résistance aux céphalosporines de troisieme génération (C3G) chez
les entérobactéries dans la région de Mahdia (Tunisie) et suivre son évolution sur une période de treize ans.

Méthodes : Nous avons mené une étude rétrospective au laboratoire de microbiologie au CHU Tahar Sfar de Mahdia, portant sur tous les isolats
cliniques d’entérobactéries de 2002 jusqu'a 2014. Lidentification des souches a été réalisée par le systeme API 20 E. La sensibilité aux
antibiotiques a été déterminée par la méthode de diffusion des disques en milieu gélosé, selon les normes du CA-SFM.

Résultats : Au cours de la période d'étude, 25040 souches d’entérobactéries ont été isolées de maniere non redondante. Parmi eux, 2584
(10,3%) étaient résistantes aux C3G. Ce taux de résistance a augmenté d’une maniére statistiquement significative de 8% en 2002 a 16,3% en
2014. Les prévalences les plus élevées ont été observées dans le service de pédiatrie (25,1%), gynécologie (21,9%) et médecine (17,4%). Les
especes les plus concernées étaient E. cloacae (30,5%), K. pneumoniae (28,6%) et E. coli (21,6%).

Conclusion : Le taux de résistance des ERC3G dans notre région semble étre en augmentation, d'ol la nécessité d’instaurer des mesures
préventives et d'identifier les mécanismes impliqués dans cette résistance, afin de limiter la dissémination de ces souches aussi bien au sein de
I'hépital que dans la communauté.
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SUMMARY

Objectives: The aim of this work was to determine the prevalence and to monitor the trends of resistance to broad-spectrum cephalosporins
among various species of enterobacteria in the region of Mahdia (Tunisia) from 2002 to 2014.

Methods: A retrospective study was carried out in the microbiology laboratory at Tahar Sfar Teaching Hospital in Mahdia. Data concerning a
thirteen-year period (2002-2014). All clinical isolates of enterobacteriaceae were identified with the APl 20 E system. Antimicrobial
susceptibilities were determined by disk diffusion on Mueller Hinton agar according to CA-SFM recommendations.

Results: During the study period, 25040 non-duplicate clinical strains of enterobacteriacae were identified. 2584 (10,3%) clinical isolates showed
acquired resistance to third generation cephalosporins (3rdGC). The overall frequency of resistance increased from 8% in 2002 to 16,3% in 2014.
This increase was statistically significant. High prevalence rates of 3rdGC resistance have been observed in pediatric (25,1%), in gynecology-
obstetrics (21,9%) and medecine (17,4%). E. coli (21,6%), K. pneumoniae (28,6%) and E. cloacae (30,5%) showed high prevalence rates of
broad-spectrum cephalosporin resistance.

Conclusion: The resistance rates ERC3G in our region seems to be increasing. Implementation of infection control measures and identification
of the mechanism responsible for third generation cephalosporins resistance are necessary to limit the spreading of these resistant
enterobacteriaceae in hospitals and community settings.
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Depuis ces derniéres décennies, la résistance des
entérobactéries (EB) aux céphalosporines de troisieme
génération (C3G) ne cesse de se renforcer, notamment
en milieu hospitalier et commencent a franchir les limites
de I'hépital pour émerger dans la communauté ce-ci est
du surtout a la production de B-lactamases a spectre
élargi (BLSE) principalement celles de la classe A Ambler
BLSE de la CTX-M, TEM et SHV familles [1].
L'épidémiologie moléculaire de ces mécanismes de
résistance est largement inconnue, les enquétes
moléculaires a plus grande échelle ont été limités, soit a
certaines especes (E. coli ou K. pneumoniae), un
environnement spécifique (hoépital ou communauté) ou
type d’échantillon (urine ou selles) [2]. La dissémination
des entérobactéries a grande échelle laisse évoquer un
probléeme majeur de santé publique qui met en cause
I'efficacité de [I'arsenal thérapeutique actuellement
disponible, d’autant plus l'absence de nouvelles
molécules thérapeutique. Le but de cette étude était de
déterminer la prévalence des entérobactéries résistantes
aux C3G dans la région de Mahdia et d’évaluer les
tendances évolutives de cette résistance sur une période
de treize ans.

METHODES

Cette étude rétrospective a porté sur les entérobactéries
isolées au laboratoire de microbiologie du CHU Tahar
Sfar de Mahdia durant une période de treize ans (2002—
2014), provenant de malades hospitalisés ou consultants
les différents services du CHU Tahar Sfar de Mahdia ainsi
que des malades qui consultent les structures sanitaires
de premiére ligne de la région. Notre source d’information
était les données du laboratoire de microbiologie du CHU
Tahar Sfar de Mahdia. L'identification des souches a été
réalisée par le systeme APl 20 E. Linterprétation de la
sensibilité aux antibiotiques a été réalisée selon les
recommandations du Comité d’Antibiogramme de la
Société Frangaise de Microbiologie (CA-SFM) [3]. La
catégorie intermédiaire était incluse dans celle résistante.
La présence d’'une B-lactamase a spectre élargi a été
détectée par le test de synergie entre un disque
(amoxicilline-acide clavulanique) et un disque de C3G
(céfotaxime, ceftazidime ou céfépime). Pour I'étude de la
sensibilité aux antibiotiques et la distribution des souches
selon I'espece, une souche par patient a été considérée.
Quant a la distribution des souches selon le service et le
type de prélevement, une ou plusieurs souches par
malade et par prélévement ont été incluses. L'étude
statistique a été réalisée en utilisant le test x° Les
différences étaient considérées significatives pour P
<0,05.

RESULTATS
d’étude,

Sur les treize ans 25040 souches
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d’entérobactéries ont été recensées dans notre
laboratoire, ce qui représente 85 % des bactéries a Gram
négatif et 72 % de I'ensemble des bactéries isolées
pendant la période d’étude. E.coli était 'espece la plus
fréquente parmi les entérobactéries. Le site urinaire était
le principal site d’infection, regroupant plus de 67% des
isolats. Les entérobactéries isolées des services
médicaux, chirurgicaux, des unités de soins intensifs et
du service de pédiatrie totalisaient prés de 59 % des
entérobactéries isolées. 70% des isolats provenaient de
malades hospitalisés.

Deux milles cing cent quatre vingt quatre souches, soit
10,3% des EB isolées, avaient montré un phénotype de
résistance aux C3G.

Durant la période d’étude, le taux de résistance aux C3G
a connu une augmentation statistiquement significative
passant de 8% en 2002 a 16,3% en 2014 (p=0,001)
(Figure 1)
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Figure 1 : Evolution de la résistance des entérobactéries aux C3G durant les
années d'étude.

L’évolution annuelle, a connue une augmentation
progressive a partir de I'année 2001 jusqu’a I'année 2006,
ensuite on a noté une légére baisse en 2007 (Figure 1).

L’évolution des souches d’E. coli a montré une
augmentation progressive a partir de I'année 2001
jusqu’a 'année 2006, ensuite on a noté une Iégére baisse
en 2007. Concernant Klebsiella, I'évolution était marquée
par plusieurs pics qui ont survenue pendant la période
d’étude en 2000 et en 2004. En ce qui concerne
Enterobacter, on a noté une augmentation importante des
souches résistantes aux céphalosporines de 3™
génération pendant la période 1999-2002. Pour se
stabilisé a un taux de 11% (Figure 1).

Parmi les EB RC3G, Klebsiella pneumoniae, E. coli et
Enterobacter cloacae étaient les especes les plus
frequemment isolées. Les prévalences les plus élevées
ont été observées chez P. stuartii, Salmonella sp, E.
aerogenes et Citrobacter sp (Tableau I).



Tableau 1 : Répartition des EB RC3G et prévalence de la résistance aux C3G
en fonction de I'espece

Espéce Nombre Total Nombre  Prévalence de la
d’entérobactéries ~ d’ERC3G résistance aux
(n=25040) (n=2584) (%) C3G au sein de
I'espece (%)

E. coli 14391 715 (21,6) 5,1

K. pneumoniae 3884 985 (28,6) 28,5

P mirabilis 1357 47 (1,4) 33

E. cloaceae 3764 434 (11,5) 27,9

E. aerogenes 204 77(2,2) 37,7

Citrobacter sp 249 93 (2,7) 37,3

K. oxytoca 408 71(2,1) 17,4

Pvulgaris 221 40 (1,2) 18

M. morganii 156 29(0,8) 18,6

P stuartii 27 15 (0,4) 55,6

P, rettgeri 74 26 (0,8) 35,1

S. marcescens 278 48 (1,4) 17,3

S. liquefaciens 27 4(0,1) 14,8

La répartition selon le type de prélévement révele que les
souches résistantes ont été isolées principalement a
partir des urines, du sang et des pus. Les prévalences les
plus élevées des souches résistantes aux C3G ont été
observées dans les Coprocultures, les liquides de
ponction, les cathéters et le sang (Tableau II).

Tableau 2 : Répartition des EB RC3G et prévalence de la résistance aux C3G
en fonction de la nature des prélévements

Nature des Nombre Total Nombre Prévalence
prélévements d’entérobactéries  d’ERC3G (%)
(n=25040) (n=2584) (%)
Urines 16440 922 (35,7) 5,6
Pus 3192 485 (18,8) 15,2
Sang 1652 434 (16,8) 40,8
Matériel étranger 1095 330 (12,8) 30,1
Prélévements pulmonaires 840 134 (5,2) 15,9
Prélevements néonataux 850 88 (3,4) 10,3
Liquide Abdominal 344 72 (2,8) 20,9
Prélevements ORL 194 38(1,5) 23,1
Prélevements génitaux 217 24 (0,9) 8,6
Liquide de Ponctions 156 57 (2,2) 36,5

La Figure 2 montre que les dispensaires, les services
médicaux, les services chirurgicaux, les unités de soins
intensifs, et le service de pédiatrie étaient, d’'une fagon
équivalente, les principales sources d’EBRC3G. Une
prévalence élevée de souches résistantes a été observée
dans les unités de soins intensifs, les services de
Gynécologie-Maternité et de Maladies Infectieuses.

La fréquence des ERC3G chez les malades hospitalisés
dans les services internes a augmenté d'une fagon
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significative de 14,2 a 21% entre 1999 et 2005. La
proportion des ERC3G chez les malades non hospitalisés
était stable, autour de 8,4 % durant la période d’étude
(Figure 3).
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Figure 2 : Distribution des EB RC3G et prévalence de la résistance aux C3G
en fonction des services.
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Figure 3 : Evolution de la résistance aux C3G selon I'hospitalisation ou non
des maladies.

75 et 23% des ERC3G étaient résistantes,
respectivement, a la gentamicine et a amikacine. 63,7%
des ERC3G étaient résistantes a l'acide nalidixique.
Presque la moitié des souches d’ERC3G avaient montré
un phénotype de résistance a la ciprofloxacine. Les taux
de résistance au sulfaméthoxazole+triméthoprime et au
nitrofurane étaient respectivement 68 et 49% (Figure 4).
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Figure 4: Pourcentages de résistance des EB RC3G isolées entre 2002 et
2014 aux autres antibiotiques.

DISCUSSION

La fréquence de la résistance des EB aux C3G dans la
région de Mahdia était de 10,3%. Ce taux est plus élevé
que celui rapporté a I'hopital Charles-Nicolle a Tunis
pendant la période 1993-2001 (2,4 a 7,4%) [4]. Il est par
contre proche de celui rapporté a Sfax (Tunisie) en 2008
[5]. Il reste, en revanche, inférieur a ceux rapportés en
Algérie (25,7%) [6] et dans certains pays asiatiques (Inde:
34%, Chine: 32%) [7, 8].Cette variation géographique
peut étre expliquée par la variabilité des facteurs
épidémiologiques, des politiques d’utilisation des
antibiotiques et des mesures d’hygiéne hospitaliere entre
les différentes institutions.

La tendance évolutive de la résistance aux C3G dans les
pays industrialisés est vers la régression. Cela est
attribué a l'instauration des programmes de lutte contre
les infections nosocomiales et les campagnes de
promotion du bon usage des antibiotiques. En Europe, ce
taux a passé de 23% en 1997 a 13% en 2002 [9]. En
revanche, dans notre pays, comme dans la plupart des
pays en voie de développement, la fréquence des EB
RC3G tend a augmenter.

Dans notre hépital, sur une période de neuf ans, on a
constaté une augmentation significative de la fréquence
d’isolement des EB RC3G, passant de 8% en 1999 a
16,3% en 2006 (Figure 1). A I'hépital Charles-Nicolle &
Tunis, cette fréquence, était de 2,4% en 1993 pour
atteindre un taux trois fois supérieur en 2001 (7,4%) [4]. A
Sfax aussi ce taux a passer de 10% en 1999 a 18% en
2005 [5].

L’évolution annuelle des EB RC3G, a connue une
augmentation progressive, Ceci est en faveur d’'une allure
endémique d’infections dues a ces bactéries. Une
analyse plus précise montre qu’il s’agit d'un phénoméne
hospitalier endémique avec des bouffées épidémiques
qui surviennent essentiellement dans les services de
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réanimation et de pédiatrie, celles-ci sont dues a
Klebsiella, E. coli et Enterobacter.

L’évolution de la résistance des EB aux C3G est lie a
I'émergence et la diffusion de certains mécanismes de
résistance dont le plus important est la production
enzymatique de b-lactamases a spectre élargi (BLSE).
D’autres mécanismes ont été aussi décrits, comme les
céphalosporinases hyperproduites et les
céphalosporinases plasmidiques.

En répartissant les EB RC3G selon I'espéece, E.cloacae
apparait I'espéce la plus incriminée dans la résistance
aux C3G dans notre hopital suivi par K. pneumoniae, a
l'instar de ce qui a été rapporté dans la plupart des séries
Tunisiennes [4, 5].

La prévalence élevée de souches RC3G chez les Proteae
indole positif peut étre expliquée par les épidémies
causées par Providencia stuartii et Providencia rettgeri
dans les unités de soins intensifs au cours de la période
2003-2004. Bien qu’elle soit faible, la prévalence de la
résistance des E. coli aux C3G semble étre en
augmentation dans notre hopital. Les données
Frangaises et Européennes [6, 10] montrent que cette
résistance qui gagne l'espece E. coli, espéce
commensale majeure, fait craindre une diffusion dans la
communauté [11]. Les prévalences les plus élevées des
souches résistantes aux C3G ont été observées dans le
sang, les liquides de ponction, et le matériel étranger. La
majorité des liquides de ponction provenaient de malades
hospitalisés dans les unités de soins intensifs.

Une prévalence importante de souches résistantes a été
observée dans les unités de soins intensifs et le service
de gynécologie-maternité par rapport aux autres services.
Ces services accueillent des patients qui sont
particulierement vulnérables aux infections a des
bactéries résistantes a cause de leurs défenses
immunitaires amoindries et de leur exposition fréquente
aux antibiotiques.

Dans notre étude, en I'absence de données sur une
hospitalisation antérieure ou sur le transfert d’'un autre
établissement de soins, on a essayé de distinguer les cas
communautaires des cas nosocomiaux en se basant sur
la notion d’hospitalisation ou non des malades. Les
services internes et les unités de soins intensifs reflétent
les infections hospitaliéres, les consultations externes et
les dispensaires refletent plutdt les infections
communautaires. La prévalence des EB RC3G était
difféerente d’une maniére significative selon que les
patients étaient hospitalisés ou non. Des études
européennes et américaines ont rapporté que la
fré<quence des EB RC3G isolées en milieu
communautaire est en augmentation [12]. Parmi les
causes de la dissémination des EB RC3G en milieu
communautaire, est I'utilisation excessive d’antibiotiques
non seulement en médecine humaine mais aussi en
médecine animale et en agriculture comme facteurs de
croissance. En effet, une part non négligeable de la



consommation des antibiotiques se fait en dehors du
milieu hospitalier. Sur la période étudiée, le profil des
patients porteurs ou atteints d’infections a EB RC3G s’est
modifié, on est ainsi passé d’'un patient majoritairement
infecté et ayant acquis le germe dans la structure
hospitaliere a un patient colonisé ayant importé la
souche. Cette émergence de souches communautaires a
été décrite, [13, 14] cela va de pair avec la prédominance
de souches isolées a partir d’infections urinaires. Cela a
été relié au portage digestif [13]. Des souches d’E. coli
BLSE peuvent coloniser a la fois les humains et les
animaux. Les E. coli résistantes d’origine animale
pourraient constituer un réservoir pour les plasmides de
résistance des souches colonisant 'homme et pourrait
expliquer I'’émergence des souches multirésistantes
communautaires [15, 16].

Une forte proportion de patients venant en consultation se
présente aux urgences. Si lI'on tient compte des nouvelles
définitions d’infections liées aux soins, ou les patients au
parcours de soins lourds faisant de brefs séjours a
I'hopital ou se présentant en consultation aux urgences
pourraient artificiellement augmenter le taux de
contamination communautaire. Le profil phénotypique
prédominant chez E. coli et E. cloacae correspond a CTX-
M, phénoméne répandu en Europe et dans d’autres
continents [13, 17]. Une corrélation positive entre
I'utilisation des C3G et la diffusion des EB RC3G est
actuellement démontrée. Les EB RC3G avaient exprimé
une résistance associée a la majorité des antibiotiques
habituellement actifs sur les EB : aminosides, quinolones,
nitrofurane et cotrimoxazole.

En ce qui concerne la résistance aux fluoroquinolones
associée aux BLSE, celle-ci reste stable entre 75 et 81 %
depuis 1999. L'association du géne gnr de résistance aux
quinolones et de BLSE plus particulierement associé aux
CTX-M ou d’AmpC plasmidique [18, 19] a été décrite. La
résistance portée par un plasmide peut faire craindre une
dissémination. Bien que la résistance portée par le géne
gnr soit de bas niveau, son importance clinique repose
sur sa capacité a faciliter la sélection de mutations
chromosomiques entrainant une augmentation de la
résistance aux fluoroquinolones [20].

Aux Pays-Bas, les taux de résistance aux
céphalosporines de troisieme génération dans les urines
et le sang chez E. coli ont passé de 2,6 et 2,6%
respectivement en 2008 a 3,4 et 4,7%, respectivement,
en 2010 [21].

Les souches d’E. coli résistantes aux C3G aux Pays-Bas
se caractérise par la prédominance des génes CTX-M-15.
Cette prédominance dans les isolats Néerlandais a
également été observée en Belgique, France, ltalie,
Pologne, Espagne et au Canada. [22-26] Comme dans
les Pays-Bas, CTX-M-15 était le plus répandu au sein de
la famille CTX-M dans tous ces pays, sauf en Pologne et
en Espagne CTX-M-3 et CTX-M-14 étaient plus
courantes [23, 25].
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Sur les 636 isolats ayant une résistance phénotypique
aux céphalosporines de troisieme génération : 551 étaient
BLSE et 82 AmpC. Cing pour cent des souches d’'E. coli
et 4% de K. pneumoniae étaient résistantes aux
céphalosporines de troisieme génération par des f-
lactamases AmpC. Une prévalence plus élevée des
génes chromosomiques déréprimée ampC a été détecté
en Belgique [27].

La totalité des EB RC3G étaient sensibles a I'imipenéme,
indiquant sa place en premiere intention dans le
traitement des infections sévéres a bactéries
multirésistantes.

Le Systéme Européen de surveillance de la résistance
aux antibiotiques a rapporté que l'espéce la plus
concernée par la résistance aux C3G était E. coli parmi
toutes les bactéries pathogénes multirésistantes dans
toute la région [28].

Bien qu’en 2008 un peu moins de la moitié des pays
Européens (14 sur 33) ont rapporté un taux de 5% de
résistance aux C3G, la proportion de la résistance aux
C3G a augmenté dans 19 pays Européens [29-31].
L'utilisation de ces classes d’antibiotiques a également
contribué a la sélection de BLSE, a la persistance de
clones de BLSE prédominants et a la diffusion probable
de plasmides de conjugaison entre les souches.
L'utilisation excessive de carbapénémes abrite le plus
grand risque de sélection de la résistance aux
carbapénéemes [32]. Les rapports actuels indiquent que
les souches de K. pneumoniae produisant des
carbapénémases (KPC) sont trés répandus dans le
monde principalement en Chine, Israél, Gréce, Amérique
du Sud et aux Etats-Unis [32, 33]. Ces mémes souches
sont encore rares en Europe et en Afrique du nord [34].
Au cours des deux derniéres décennies, plusieurs études
ont été menées sur la relation entre la consommation
d’agents antimicrobiens et le développement de la
résistance bactérienne, ce qui suggére une corrélation
positive.

Une étude menée par Urbanek et al réalisée entre 1997
et 2005 a confirmé une corrélation positive entre la
prévalence des isolats de Klebsiella pneumoniae BLSE et
la consommation de céphalosporines de troisieme
génération [35]. Ces cas peuvent documenter I'hypothese
largement acceptée de la pression de sélection et de son
impact sur l'augmentation de la résistance aux
antibiotiques [36-37].

Une étude de deux ans réalisée par Haller et al [38] entre
2003-2004, ont montré une corrélation significative entre
I'utilisation des céphalosporines de deuxieme génération
et la prévalence croissante de souches de Enterobacter
spp résistantes aux céphalosporines de troisieme
génération. Bosso et al [39] ont également étudié
'association entre la consommation des antibiotiques et
la résistance chez les entérobactéries, constatant que
'augmentation ou la diminution de la résistance n’a pas
de corrélation avec la consommation de l'antibiotique
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primaire. Toutefois, l'impact sur la consommation
secondaire d’antibiotiques a été confirmé [39]. Il y avait
des corrélations positives significatives entre les souches
d’E. coli résistantes a la ciprofloxacine et la
consommation de la ceftriaxone et entre les souches
d’Enterobacter cloacae résistants a la céfépime et la
consommation de I'association pipéracilline/tazobactam.
Les conclusions de Bosso et al [39] suggérant que la
résistance bactérienne ne peut pas étre tributaire a
I'utilisation primaire d’'un antibiotique et que la diminution
de la consommation des antibiotiques primaires ne
conduit pas nécessairement a une diminution de la
résistance. Meyer et al [40], dans leur étude
interventionnelle de cing ans, ont rapporté qu’aprés un
traitement standard des infections abdominales avec des
céphalosporines de troisieme génération avaient été
changé a [I'association pipéracilline/tazobactam, la
résistance aux céphalosporines de troisieme génération
n’a pas diminué comme cela avait été prévu [40]. Meyer
[40] a admis [I'hypothése que [I'association
pipéracilline/tazobactam peut grace a la pression de
sélection augmenter la prévalence des entérobactéries
BLSE. Dans une étude Espagnole se rapportant sur la
prévalence des entérobactéries résistantes aux
céphalosporines a large spectre et aux fluoroquinolones
entre 1999-2010 et la consommation des antibiotiques
dans les hopitaux espagnols, les auteurs ont conclus a
'absence de corrélation entre la consommation de
céphalosporines a large spectre et I'’émergence de
résistance.

Cependant, il existe deux autres mécanismes de
résistances bactériennes en plus de la pression de
sélection: propagation clonale horizontale des isolats
multirésistants et des procédés de recombinaison, tels
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