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Caractérisation des BLSE produites 
par les entérobactériespar les entérobactéries



Entérobactéries

• Morphologie: Bactéries de type bacille Gram 
négatif

• Habitat: intestin de l’homme                                
et des animaux

• Résistance aux AB: naturelle ou acquise• Résistance aux AB: naturelle ou acquise
• Pathogénicité: nombreuses maladies de gravité 

variable chez l’homme (infection urinaire, fièvre 
typhoïde, dysenterie bacillaire, peste,…). 

• Classification: ~30 genres dont Escherichia spp., 
Klebsiella spp., Enterobacter spp…



Bêta-lactamines
Familles Sous-classes Principales molécules

Pénicillines Groupe de la pénicilline G. Pénicilline G, pénicillineV.

Pénicillines résistantes aux bêta-

lactamases.

Oxacilline, cloxacilline, 

flucloxacilline.

Aminopénicillines. Ampicilline, amoxicilline.

Carboxypénicillines. Témocilline, ticarcilline.

Uréido-pénicillines. PipéracillineUréido-pénicillines. Pipéracilline

Inhibiteurs de bêta-lactamase. Acide clavulanique, tazobactam, 

sulbactam.

Céphalosporines 1ère génération Céfadroxil, céfalexine, céfalotine,…

2ème génération Céfuroxime, céfamandole,…

3ème génération Céfotaxime, ceftazidime, 

ceftriaxone,…

4ème génération Céfépime.

Carbapénèmes Méropénème, imipénème,...

Monobactames Aztréonam.



Bêta-lactamines

• Mode d’action: inhibition de la synthèse de 
la paroi bactérienne



Bêta-lactamases

• Enzymes inactivatrices des bêta-
lactamines

• Principal mécanisme de résistance des 
entérobactéries aux bêta-lactamines. entérobactéries aux bêta-lactamines. 



Bêta-lactamases

• Classification

Beta-lactamases

Ambler’s  class
(Aminoacid sequence similarity)

A C D

Serine enzymes

B

Zinc enzymesActive site

Nucleotide sequence

2be 2d

Bush’s class
(phenotypic properties)

TEM

SHV
CTX-M

OXA



Bêta-lactamases à spectre étendu 
(BLSE)

• Bêta-lactamases hydrolysant:
– l’ensemble des pénicillines 
– les céphalosporines de 1ère, 2ème, 3ème et 4ème 

génération 
– l’aztréonam 

• Inhibées par les inhibiteurs de bêta-lactamases • Inhibées par les inhibiteurs de bêta-lactamases 
tels que l’acide clavulanique 

→ résistance à l’ensemble des bêta-lactamines 
à l’exception des céphamycines et des 

carbapénèmes



BLSE: Détection phénotypique

• Test de synergie



BLSE: détection génotypique

• Extraction de l’ADN < colonies bactériennes
• PCR: gènes TEM, SHV, CTX-M

CTX-M

979 pb

TEM

950 pb

SHV

861 pb



BLSE: Séquençage

• But: Obtenir l’identification précise de la BLSE
– ~ 140 BLSE de type TEM 
– ~ 70 BLSE de type SHV
– ~ 50 BLSE de type CTX-M– ~ 50 BLSE de type CTX-M

• NB: TEM-1, TEM-2 et SHV-1 ne sont pas des BLSE

→ Confirmation de la production de BLSE et 
études épidémiologiques



BLSE: Séquençage

• Purification de l’ADN amplifié
• Séquençage selon la méthode de Sanger:

– Vidéo



Démonstration pratique

• Utilisation du logiciel Vector NTI pour 
l’analyse des séquences

Brin 3’-5’ 
inversé

Brin 5’-3’

Référence:

TEM1



Démonstration pratique

• Traduction de la séquence nucléotidique 
en séquence d’acides aminés sur le site 
Expasy du SIB



Démonstration pratique

• Introduction de la séquence d’acides 
aminés sur le site Protein Blast du NCBI : 
recherche de la séquence en acides 
aminés la plus comparable dans la base aminés la plus comparable dans la base 
de données et identification précise de la 
bêta-lactamase.



1er exemple

Séquence TEM



http://web.expasy.org/translate/



http://web.expasy.org/translate/





http://web.expasy.org/translate/



http://web.expasy.org/translate/



http://web.expasy.org/translate/



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/



2ème exemple

Séquence SHV



http://web.expasy.org/translate/



http://web.expasy.org/translate/



http://web.expasy.org/translate/



http://web.expasy.org/translate/



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/



http://www.lahey.org/studies/

• ß-Lactamase Classification and Amino 
Acid Sequences for TEM, SHV and OXA 
Extended-Spectrum and Inhibitor 
Resistant EnzymesResistant Enzymes

• Contrôle manuel du résultat du Blast



http://www.lahey.org/studies/



Contrôle de la séquence en aa
SHV1 MRYIRLCIIS LLATLPLAVH ASPQPLEQIK LSESQLSGRV GMIEMDLASG 

RTLTAWRADE RFPMMSTFKV VLCGAVLARV DAGDEQLERK IHYRQQDLVD 
YSPVSEKHLA DGMTVGELCA AAITMSDNSA ANLLLATVGG PAGLTAFLRQ 
IGDNVTRLDR WETELNEALP GDARDTTTPA SMAATLRKLL TSQRLSARSQ 
RQLLQWMVDD RVAGPLIRSV LPAGWFIADK TGAGERGARG IVALLGPNNK 
AERIVVIYLR DTPASMAERN QQIAGIGAA

Exemple MRYIRLCIIS LLATLPLAVH ASPQPLEQIK QSESQLSGRV GMIEMDLASG 
RTLTAWRADE RFPMMSTFKV VLCGAVLARV DAGDEQLERK IHYRQQDLVD RTLTAWRADE RFPMMSTFKV VLCGAVLARV DAGDEQLERK IHYRQQDLVD 
YSPVSEKHLA DGMTVGELCA AAITMSDNSA ANLLLATVGG PAGLTAFLRQ 
IGDNVTRLDR WETELNEALP GDARDTTTPA SMAATLRKLL TSQRLSARSQ 
RQLLQWMVDD RVAGPLIRSV LPAGWFIADK TGASKRGARG IVALLGPNNK 
AERIVVIYLR DTPASMAERN QQIAGIGAA

Exemple = SHV-12 



Exemples d’études 
épidémiologiques menées au 

CHU LiègeCHU Liège



Colonisation digestive par des E-
BLSE dans la communauté

• Etude menée en 2007 enassociation avec 
des médecins généralistes

• 284 échantillons de selles prélevés chez • 284 échantillons de selles prélevés chez 
des patients non hospitalisés

• 25 E-BLSE isolées de 20 patients (7.04%)

C. Meex, P. Melin, J.D. Docquier, T. Kabasele, P. Huynen, P.M. Tulkens, P. De Mol. Presence of extended-
spectrum beta-lactamase-producing Enterobacteriaceae in the fecal flora of patients from general practice.
Poster présenté au 18ème ECCMID (Barcelone, 2008).



Colonisation digestive par des E-
BLSE dans la communauté

Résultat des PCR et séquençages:
Species (Number 

of isolates)
Type of identified beta-lactamase (Number of isolat es)

TEM CTX-M TEM and CTX-
M

SHV, BEL, 
VEB, GES or 
OXA 1/2/10

E.coli (19) TEM-1 (7) CTX-M-1 (4) TEM-1 and 
CTX-M-1 (1)

/

TEM-19 (1)

TEM-52 (4) CTX-M-15 (2)

E.aerogenes (1) TEM-52 (1) / / /

P.mirabilis (3) TEM-24 (3) / / /

S. fonticola (1) / / / /



Epidémiologie des E-BLSE dans les 
HC et les prélèvements de dépistage

• CHU Liège en 2011
• Détection phénotypique

– 32 E-BLSE < hémocultures positives
– 67 E-BLSE < prélèvements de dépistage – 67 E-BLSE < prélèvements de dépistage 

(frottis rectaux et selles)

• Détection génotypique
– 74 E-BLSE confirmées par PCR et 

séquençage
– 54% de CTX-M, 32% de SHV et 14% de

TEM.

Elodie Damas, 2011. Mémoire de fin d’étude en sciences pharmaceutiques



Epidémiologie des E-BLSE dans 
les HC et les prélèvements de 

dépistage

BLSE de type TEM: 100% de TEM-24



Proportion de E-BLSE dans la 
communauté au Cameroun

• Cameroun, 2009
• 358 selles collectées de patients non 

hospitalisés et de volontaires sains
– 23.1% de protage de E-BLSE chez les patients– 23.1% de protage de E-BLSE chez les patients
– 6.7% de portage de E-BLSE chez les volontaires

• Caractérisation des BLSE
– 97% de CTX-M (CTX-M-15 et CTX-M-1)
– 3% de SHV-12

Magoue Lonchel C, Meex C, Gangoue-Pieboji J, Boreux R, Okomo Assoumou MC, Melin P, De Mol P. Proportion 
of extended-spectrum SZ-lactamase-producing Enterobacteriaceae in community setting in Ngaoundere, 
Cameroon. BMC Infect Dis. 2012 Mar 9;12(1):53. [Epub ahead of print]


