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Introduction geénérale

Tout au long de l'histoire, il y a eu une batatlentinuelle entre 'homme et la
multitude de micro-organismes qui causent l'intecet la maladie. La peste bubonique, la
tuberculose, le paludisme, et plus récemment, flesvde l'immunodéficience acquise
humaine, ont affecté une partie substantielle dpdpulation humaine provoquant une
morbidité et une mortalité importante. A partir oiélieu du 26™ siécle, des avancées
majeures dans le développement des médicamenbaetétiens et autres moyens de lutte
contre les infections ont aidé a renverser la teoelen faveur de 'homme. En ce qui
concerne les infections bactériennes, la situatiest considérablement améliorée lorsque
la pénicilline est devenue disponible au débutaseses 1940. Cependant, cette révolution
n'a pas duré longtemps. Presque aussitot de $atibn de médicaments antibactériens, les
bactéries ont répondu en manifestant diverses foeerésistance, notamment, en raison
de l'utilisation massive et parfois inadéquate desibiotiques. La multirésistance aux
antibiotiques concerne principalement les bacté&igsram négatif [1]. L'apparition de
bactéries résistantes aux antibiotiques et leysggation a I'hdpital, comme en ville, sont
devenues une préoccupation sanitaire majeure ptalmleme de santé publique depuis les
années 1980 [2], d’autant plus que trés peu de ell@svmolécules sont mises sur le
marché par lindustrie pharmaceutique, alors que lmactéries développent des
mécanismes de résistance, de plus en plus asty8@puMalheureusement, nous sommes
confrontés a la monté croissante de cette résistaaiteignant a I'heure actuelle des

niveaux alarmants.

Les entérobactéries forment une vaste famille dtébas a Gram négatif, et sont a
I'origine de maladies de gravité tres variable, raison de meécanismes pathogéniques
distincts. Parmi ces bactéries, les geedeus, Morganellaet Providencia (PMP)ont
souvent considéré comme responsables des cont@nmat/ou des colonisations, mais
sont freguemment impliqués dans les infections ital@res et méme au cours des

infections communautaires [4].

Les germes appartenant a ces trois genres sonbdgssants de la flore bactérienne
normale de lintestin de I'homme et des animaux seht trés répandus dans
I'environnement [4]. En raison de leurs habitatééga ils ont plusieurs voies possibles
d'infection humaine. Les modes de transmission g&uwclure des sources nosocomiales,
comme la nourriture et I'équipement hospitaliees solutions intraveineuses et le contact

humain a travers des surfaces de la peau contanffijéprovoquant des infections
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primaires et secondaires [4]. L'intérét pour lgseess de ces genres se résume au fait que
la plupart des infections sont souvent associéeme hospitalisation prolongée. Les
Proteus et Morganella spppeuvent étre les principales causes de la @dton des

cathéters et des infections des voies urinaires [5]

Ces organismes sont intrinsequement résistantgierddurantoine et la tétracycline,
mais sont naturellement sensibles @tlactamines, aux aminosides, aux fluoroquinolones,
et aux triméthoprime/sulfaméthoxazole [4, 5]. Cajaan, la résistance aux antibiotiques a
été de plus en plus observée pour ce groupe, dliffiasion de la résistance aux
céphalosporines a large spectre en raison de tlugtion de-lactamases a spectre étendu
(BLSE) est devenue une grande préoccupation [6liddp découverte pour la premiére

fois, en 1987, d’une souche Bemirabilis productrice de BLSE [7].

La résistance liée a la production de BLSE est toblpme particulier dans le
traitement des infections BMP, mais d’autres mécanismes ont également émergé,
conduisant a la multirésistance et menacant der aége espéces pan-résistantes. Les
carbapénemes sont maintenant employés fréquemmaestld traitement des infections
nosocomiales graves causées par des bactériesrarn@gatif, comme les entérobactéries
productrices de BLSE [8]. Cependant, I'émergencesaleches cliniques de diverses
espéeces productrices de carbapénémase de classemprecant les enzymes qui
hydrolyse I'oxacilline (enzymes de type OXA) a é@porté [9]. Ces carbapénémases de
classe D ont jusqu'a présent été associees a dewesodAcinetobacter baumannii
résistantes a l'imipéneme [10]. Cependant, la gemiétection d'une souche clinique de
P. mirabilis productrices de carbapénemase classe D a été antdgance en 2002
(production d’'une OXA-23) [9].

Pour mieux contrbler linfection avec le groufdMP, une bonne et rapide
identification, suivie par un antibiogramme, esteugondition essentielle afin de
déterminer un traitement antibiotique adéquat. Bendongtemps, l'identification des
bactéries appartenant a ces trois genres a étéipalement basée sur les caractéres
biochimiques [4, 5]. Selon les différents travawbligs, la séparation des genres et des
especes de ce groupe a longtemps été une prolj@mati soumise a des modifications
périodiques car ces espéces sont phénotypiquengsrgimilaires dans un certain nombre
de points [5, 11]. Cependant, de nombreux auteotsimaliqué que cela peut étre une

ressemblance superficielle qui ne reflete pas leem@ dans un sens évolutif ou
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phylogénétique. L'identification moléculaire enliséint le séquencage de géne ARN
ribosomal (ARNr) 16S est l'une des techniques les ptiles, mais reste relativement
colteuse et nécessite une charge de travail gsi pa&s adaptée pour une utilisation

courante [12].

L’identification bactérienne directement a parte dolonies et des échantillons a
l'aide d'une spectrométrie de masse de type MALDFT (Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation Time-Of-Flight mass spectrtene qui signifie en francais :
désorption-ionisation laser assistée par matriegngs de vol) a été décrit comme un outil
révolutionnaire, peu colteux, parfaitement adapi& kboratoires de microbiologie
clinique [13], et constituant un procédé simplatée pour l'identification rapide et précise
des micro-organismes associés aux maladies infisetse[14, 15]. Par ailleurs, méme sl
est bien connu que les bactéries pourraient étitefiaent et rapidement identifiées en
routine aux laboratoires de microbiologie cliniquer MALDI-TOF, il n'y a que peu de
rapports sur cette approche, y compris pour l'ifieation des souches isolées en Algérie
a lI'exception de ceux concernatinetobacter baumanngt Klebsiella pneumoniagl6-
18].

Dans le cadre de nos activités sur la rechercheedméthode fiable et rapide
d’identification et I'étude de la résistance deMP aux antibiotiques et face a des
situations épidémiologiques graves concernant lfi§gerece et la diffusion de nombreuses
souches ddPMP de plus en plus résistants chez les patients ersade traitements
conduisant a I'échec thérapeutique, il devint imp&de mener une étude multicentrique
afin de surveiller 'émergence de nouveaux genesédistance et son évolution dans le

temps.

Au cours de cette these, nous nous somme intéragsfsdéemiologie hospitaliere et
communautaire deBMP et notamment a celle des souches multi-résistatagtilisant
divers outils de bactériologie classique et dedgi@ moléculaire. Notre travail a pour

objectifs principaux :

- prévalence des souchesRIdP isolées au niveau du CHUC.

- évaluation des niveaux de résistance aux antilbietihabituellement prescrits en
thérapeutique.

- détection de genes de résistance aux antibiotiques.
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- étude du support génétique et du transfert deilfmmésistance.
- utilisation des techniques de biologie moléculaitele la technigue MALDI-TOF

MS pour lidentification des espéeces au sein du mgenre.
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Chapitre 1 : Les antibiotiques

1. Mécanisme d'activité des antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances biochimigliesgines naturelles, semi-
synthétiques ou synthétiques, dont l'activité baastatique ou bactéricide se manifeste a

dose faible. La chronologie de la découverte déscipales classes d'antibiotiques est

représentée sur la figure 1.

Phénylpropanoides Aniinaglycosides Béta-Lactaminas de Jéme génération

Chigramphénicol Streptomycne tphalosporines

194 1046 - 1950 1962

— Mcrohdes streptogramings Lipopeptides
' miles trythramycne | L4 Synercides Daptomycine
1936 1951 1963- 1999 2001

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

Béta-tactimned de 1o génération 'L de nahdionue L
P ll et 1960- 1083 1979 = 2000
1925 |41
Tetiacycines Glycopeptides Bita-bactamines de eme gentnation
1949 Vancomytcine céphalosparings
1956- 1973 1976~ 1985
Huarequinalans
1978 - 1980
_ Antibiotiques d'origine naturelle [ Antibiotiques d'origine synthétique ou semi
synthétique

Figure 1. Chronologie de découverte des antibiotiques [19]
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Les différents antibiotiques exploités en médetimgapeutiqgue peuvent étre classés
par famille chimique et par leurs modes d’actioes kibles décrites jusqu’a présent sont la

paroi, la membrane, I'acide nucléique et les rilnos® des micro-organismes.

Cell Wall Synthesis Inhibition Protein Synthesis Inhibition
f-lactams Aminoglycosides Macrolides
Glig:r:wtlﬁﬁi Tetracyclines o, orolidinones
- Ijiﬂmvﬁf" Streptogramins
unicamycin Lincosamides
Bacitracin

p OHP—p —pDHP = »dTMP—p pNA " 10 ) ﬁ‘{
|I
THF  dumip

Quinolones
Novobiocin

DNA Synthesis Inhibition RNA Synthesis Inhibition

Sulfamethoxazole

Trimethoprin
Rifampin

Metabolism Inhibition

Figure 2. Mode d’action des antibiotiques [19]

1.1.Les antibiotiques ciblant la paroi bactérienne

La paroi bactérienne est une structure rigide ca@pale peptidoglycane. Il s’agit
d’'un réseau tridimensionnel d’acides aminés ettd@nes polysaccharidiques constituées
de N-acétylglucosamine (NAG) et d’acide N-acétylamique (NAM). Trois modes

d’action sont utilisés par les antibiotiques prédemlans le Tableau 1.
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Tableau 1.Classification des antibiotiques qui ciblent lagddractérienne [20, 21]

Mode d’'action Famille Sous-famille Exemple Spectre d’action
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b
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- ALty
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1.2.Les antibiotiques ciblant la membrane plasmique

Certains antibiotiques ont pour cible la membral@smique bactérienne avec une
action bactéricide. Ces antibiotiques de type pepyidique présentent une toxicité lors de
leur administration. Ce sont des molécules naesgiroduites par des bactéries du genre

Bacillus. On peut les diviser en deux sous familles.

1.2.1L es polypeptides tensio-actifs

Il s’agit des polymyxines ou colistines qui sons @datibiotiques cycliques isolés de
Bacillus polymyxiaOn dénombre les polymyxines A, B, C, D, E, FMK,P, S, et T [22],
mais seulement les polymyxines B et E sont expseign thérapeutique. Ces antibiotiques
agissent comme des détergents par leur caractephi@mie et s’inserent parmi les
phospholipides membranaires. Cette insertion pegtla permeéabilité de la membrane

bactérienne entrainant la mort cellulaire.

1.2.2L es polypeptides non tensio-actifs

Dans ce groupe, on note la tyrocidine, la bacit@@t la gramicidine. Ce dernier est
un mélange d’antibiotiques composé de gramicidin@edviron 80%), de gramicidine B
(6%) et gramicidine C (14%) qui sont produits Bacillus bevis En s’'insérant dans la
membrane plasmique, la gramicidine forme des caeadaugmente la permeéabilité de la

membrane [23].

1.3.Les antibiotiques qui ciblent les ribosomes

Les ribosomes sont des organites présents dansllees eucaryotes et procaryotes
(cellule bactérienne). Leur structure se composgraegines et d’ARN. lIs synthétisent les
protéines en décodant l'information contenue ddA®RN messager. La plupart des
antibiotiques qui ont pour cible les ribosomes rigtent avec la synthese protéique en
induisant des erreurs de synthese ou en inhibdi® sgnthese. La cellule bactérienne est
ainsi dans une incapacité de synthétiser des pest@jui lui sont vitales. Les familles des

antibiotiques concernées ainsi que leur mode @astsont présentées sur le Tableau 2.
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Tableau 2.Classification des antibiotiques qui ont pour cilele ribosomes [24-26]

Mode d’'action Famille Sous famille Exemple S,pec.tr.e
d’activite
I}- Y
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e
‘L "-':.I 11}
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r % o
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MO . <
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. . . | | A 0. __.A.‘_I
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Lincomycine
.-:il- H g M T oH
H I . .
o H '.I'.l b i
Synergistines '=|'-'.'-'~_*""" i d

O, et a
1H

e HHEH L

Dalfapristine

Inhibition de
I'activite de la
peptidyl
transferase

Phénicoles

Chloramphénicol

Germe a Gram
positif et a
Gram négatif

Inhibition de la
fixation de 'ARN
de

transfert

Cyclines

OM
OH 0. OH 0 o
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1.4.Les antibiotiques qui ciblent 'ARN

Pour ce mode d’action, on dénombre la famille dé&smicines, composée des
rifamycines A, B, C, D, E, S et SV. Ces antibioeguont une structure chimique
macrocyclique et sont isolés Aenycolatopsis rifamycinicd.a rifampicine et la rifabutine
sont des molécules hémi synthétisées a partir ddalmycine B. En se liant a 'ARN
polymérase, ces antibiotiqgues bloquent la formatiera chaine d’ARN messager et par
conséquent on assiste a un arrét de la syntheséique. Les rifamycines sont des
antibiotiques actifs sur les bactéries a Gram gosiir Mycobacteriumquelques bactéries

a Gram négatif et surtout lekeisseria meningitidisMéningocoque) [27].

1.5.Les antibiotiques qui ciblent 'ADN

L’ADN est la cible des quinolones, qui forment dagge famille d’antibiotiques de
synthese et dérivent de l'acide nalidixique. liswtsgaractérisés par un large spectre
d’activité, une bonne biodisponibilité orale, eeumonne diffusibilité dans les tissus. Les
molécules de cette famille sont classées par gémera I'instar des cephalosporines [28,
29].

Les quinolones de la premiére génération regroupaaide nalidixique, I'acide
pipémidique et la fluméquine. lls sont actifs ses lbactéries a Gram négatif et leurs
utilisations se limitent principalement dans latament des infections urinaires du fait de

leur mauvaise diffusion dans les tissus.

Dans le groupe de la seconde génération, la naiioe est caractérisée entre autres,
par I'ajout d’un atome de fluor a I'acide nalidixig en position C6 et de la pipérazine en
position C7, renforcant I'activité antibactériennk’ajout du fluor caractérise les
fluoroquinolones. La ciprofloxacine dérive de larftaxacine avec I'apport d’'un radical
(cyclopropyl) sur I'azote N1. C’est un groupemeni gméliore la biodisponibilité de la
molécule. Toutes ces modifications chimiques aimpakes quinolones de la premiére
génération ont permis d’élargir leur spectre sarhbactéries a Gram négatif et avec une
activité surPseudomonas aeruginasheur spectre d’action s’étend sur les bactéries a
Gram positif excluaniStreptococcus pneumonia€ertains antibiotigues de ce groupe
comme la norfloxacine, la loméfloxacine et I'enarac par leur biodisponibilité

insuffisante, sont exploités uniquement dans léetreent des infections urinaires. Les

10
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autres antibiotiques tels que la ciprofloxacinefléixacine sont utilisés pour le traitement

d’'une grande gamme d'’infections.

Concernant les quinolones de la troisieme géndratia note une activité sur les
bactéries a Gram positif y compris le gerBgeptococcuset les especeKlebsiella
pneumoniaeet Moraxella catarrhalis (anciennementBranhanella catarrhalis Cette
derniere activité les qualifie de « quinolones d&sctions respiratoires ». Ce groupe
renferme la balofloxacine, la grépafloxacine, laofoxacine, la pazufloxacine, la

sparfloxacine et la tosufloxacine.

Les nouvelles quinolones dites « de quatrieme géinér », en complément du
spectre d’activité des quinolones de troisieme gdiod, ont une activité qui s’étend aux

bactéries anaérobies.

Les quinolones sont des antibiotiques qui se ptéseavec deux cibles moléculaires
dont 'ADN et la topoisomérase. Ces antibiotiquesggdent une région qui se lie par
liaison hydrogene a ’ADN bactérien. Il s’agit derégion de la molécule qui comporte le
groupe carbonyle de la quinone. Cette molécule litté@galement une interaction
spécifique avec les enzymes de type topoisoméragaré 3). Ce sont des enzymes qui
permettent le déroulement de I'ADN pour sa tramgion ou I'enroulement de I'ADN
aprés sa transcription. Elles contrélent donc [dimsla synthése des protéines ou encore la
division cellulaire de la bactérie. L’interactiorglquinolones avec ces enzymes se fait par

les radicaux qui jouxtent la quinone.

Selon plusieurs auteurs, les interactions entreaoéiiotiques avec I'’ADN et les
topoisomérases induisent la formation d’un compléex®aire qui inhibe l'activité de
I'enzyme impliguée dans cette réaction. Une cadpigie de la structure chimique des
quinolones qui met en évidence la relation str@sagtivité de ces antibiotiques a été donc
établie (Figure 3) [30-32].

11
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Region de liason hydrogéne avec FADN

I Q:jfzj/im
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Figure 3: Régions fonctionnelles des quinolones

2. Les résistances aux antibiotiques

Apres une période de forte efficacité contre lesladias infectieuses, les
antibiotiques se présentent de moins en moins aglig face a certaines infections
bactériennes. Des 1940, juste aprés la découvertia ghénicilline, Abraham et Chain
avaient mis en évidence l'existence de résistanoet antibiotique chek. coli [33]. Les

bactéries s’adaptent aux antibiotiques et devienmsistantes.

2.1. Résistance au-lactamines

Les B-lactamines demeurent les antibiotiques les plukség dans la pratique
clinique courante. Cette large utilisation est ppalement liée a leur faible toxicité, a leur
pouvoir bactéricide et a la diversité des moléc[8d$. En effet, depuis l'introduction de la
pénicilline G en thérapeutique dans les annéesd@rand nombre de molécules incluant
les pénicillines, les céphalosporines, les monaimaets et les carbapénemes a été
développé [35]. Cependant, les bactéries a Gramtifidgbergent naturellement et ont
acquis différents mécanismes limitant leur activiés résistances sont liées a un défaut

d’accumulation au contact de la cible suite a umperméabilité ou a un efflux de

12
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I'antibiotique, a des modifications des PLP ou gtaduction d’enzymes inactivatrices

appeléeg-lactamases [34].

2.1.1Inactivation enzymatique de I'antibiotique : Lesp-lactamases

Les B-lactamases constituent toujours le principal miscae de la résistance
naturelle et acquise ayxlactamines, en particulier chez les bactériesanGnégatif [36].
Ces enzymes sont capables d’ouvrir le cylactame en créant un intermédiaire acyl-
enzyme instable, menant au final a la perte d’wugement carboxyle [37]. Les deux
schémas les plus utilisés pour la classificatio BIeSE sont celui d’Ambler qui est fondé
sur ’lhomologie de séquence des acides aminés Busle-Jacoby-Medeiros qui est fondé

sur les propriétés fonctionnelles des enzymes.

2.1.1.1. Classification dep-lactamases

A. Classification d’Ambler

Cette classification proposée en 1980 permet deuegr le-lactamases en quatre
classes en fonction de leurs homologies structsirgd8]. Les enzymes appartenant aux
classes A, C et D selon la classification d’Amltdent des enzymes a serine active. Les
BLSE appartiennent soit au groupe A (types TEM, SBVX-M) et en plus petit nombre
au groupe D (type OXA). Les-lactamases du groupe C sont des céphalosporitgpes
AmpC) mais non BLSE. Le groupe B contient des ereg/momportant deux atomes de
zinc au site actif. Elles sont désignées comme llnéfalactamases et peuvent hydrolyser

les carbapénémes [39].

v’ Les B-lactamases de classe,fou pénicillinases, constituent le groupe le plus
important. Elles hydrolysent préférentiellement pe&nicillines (amoxicilline, ticarcilline,
pipéracilline) et sont sensibles aux inhibiteurs f{actamases (acide clavulanique,
tazobactam).

v' Les p-lactamases de classe Bu métallop-lactamases, hydrolysent toutes fles
lactamines a I'exception de I'aztréonam. @dactamases sont résistantes aux inhibiteurs
de B-lactamases classiques mais sont inactivées io pdr des agents chélateurs d’ions

bivalents comme 'EDTA.

13
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v Les PB-lactamases de classe ,C ou céphalosporinases, hydrolysent
référentiellement les céphalosporines (céfalotioeftazidime, céfuroxime). Elles sont
inhibées par la cloxacilline mais pas par les iitbiys def}-lactamases.

v Les p-lactamases de classe ,Dou oxacillinases, constituent un groupe
hétérogeéne. Elles sont caractérisées par une lygdrplus rapide de I'oxacilline et de la
cloxacilline que de la benzylpénicilline. Les oxlicases classiques sont inhibées in vitro

par le chlorure de sodium.

B. Classification Bush et al.

La classification de Busét al. est fondée sur les caractéristiques physicochiesiqu
des enzymes comme leur point isoélectrique, pomlgcnlaire, substrat d’activité et profil
d’inhibition. Les BLSE appartiennent a la catéeg@ie et 2d de cette classification [40].

14



Revue bibliographique

Tableau 3. Classification deg-lactamases bactériennes selon Ambler et de Bust.
[40]

Substrats Inhibition par  Enzymes
Bush Ambler fex . 3 .
Préférentiels AC? EDTA Représentatives
1 C Céphalosporines - - AmpC, CMY-2, MIR-1
2a A Pénicillines + - PC1
pénicillines, i i i i
2b A céphalosporines + TEM-1, TEM-2, SHV-1
pénicillines,
obe A céphalosporines a + i BLSE TEMs, SHVs,
large spectre, CTX-Ms
monobacatames
2br A Pénicillines +/- - IRT TEMs
pénicillines, i i
2¢ A carbenicilline * PSE-1
pénicilline, i i
2d D cloxacilline + OXAs
2e A Céphalosporines + - FEC-1
pénicillines,
2f A céphalosporines, + - KPC-1, SME-1
carbapénémes
3 B la plupart deg-lactamines - + L1, CcrA
4b

& acide clavulanique
® La classe 4 regroupe les béta-lactamases qui meepeétre classées dans les autres
classes.

2.1.1.2. Mode d’action desp-lactamases

Le mécanisme d’hydrolyse se déroule en trois étapes

1. Liaison non-covalente et réversible entr@dactamase et Ig-lactamine.
2. Rupture du noyag@l-lactame par acétylation covalente avec la séninsitg actif.

(formation d’'un complexe acyl-enzyme intermédiavec le-lactamines).
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3. Intervention d’une tolécule d’eau permettant I'’hydrolyse de I'e-enzyme pour
réactiver IgB-lactamase et libérer la molécule d’antibiotiquectiee.

La figure 4 représente le mécanisme d’hydrolyse pEsienzymes a sérine act

N
O
Complexe non
covalent I l

Acvylation
complexe covalent
acvl enzyme
N
@
Hydrolyse

HO O

Figure 4. Mécanisme d’action def-lactamases a sérine act

2.1.1.3. Type dep-lactamase

Les B-lactamases a spectre élargi (BLSE), découvertgal@ment chez les souch
deK. pneumonia@n Allemagne et en France, sont des enzymes deedlaplasmidique

qui présentent un fort potentiel defusion a travers le mond@4, 41. Ces enzymes
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conferent une résistance a la quasi-totalité fectamines, excepté les céphamycines
(céfoxitine, céfotétan) et les carbapénémes, es albnt inhibées par les inhibiteurspde

lactamases comme l'acide clavulanique, le tazobaat le sulbactam [37]. Les genes
codant pour ces enzymes sont principalement sguésles éléments génétiques mobiles

(plasmides, transposons), expliquant la rapiditiedediffusion [42].

Différents type de BLSE ont été décrit depuis lguremiere description dans les
années 90 :

A. BLSE de type TEM (Temoneira - nom du patient)

La majorité des BLSE de ce type dérivent par quasept mutations ponctuelles de
'enzyme originale (TEM-1 ou TEM-2). Actuellemerilt,y a plus de 140 enzymes TEM
(http://www.lahey.org/studies/dont plus de 100 avec un phénotype de BLSE. Ces

mutations rendent I'enzyme capable d’hydrolyserd&€s, mais aussi plus vulnérable a
I'action des inhibiteurs (acide clavulanique). Qegent, d’autres mutations peuvent
conférer la résistance aux inhibiteurs. Ces vaggisbont appelées TRI (TEM résistantes
aux inhibiteurs). Les enzymes dérivées par mutatpmrmettant d’hydrolyser a la fois les
C3G et les inhibiteurs sont de plus en plus frétpse[3].

B. Type SHV (Sulfhydryl variable)
Apres TEM, le type SHV constitue celui comportanplus grand nombre (supérieur
a 70) d’enzymes BLSE (http://www.lahey.org/studiesComme dans le cas des enzymes

de type TEM, les enzymes de type SHV dérivent patations ponctuelles de I'enzyme
originale SHV-1. L'origine de ces enzymes est pbidment une variante de I'enzyme

chromosomique K2 d€. pneumonia§43-45].

C. Type OXA (Oxacillinase)

Ces enzymes possedent une grande activité catadytgpur la cloxacilline,
I'oxacilline et la méticilline. A I'exception de ®XA-18, elles ne sont pas inhibées par
I'acide clavulanique. Il y'a actuellement 11 BLSH droupe OXA, dérivées de OXA-1,
OXA-2 et OXA-10(http://www.lahey.org/studies/En général, elles hydrolysent mieux la

ceftazidime que le céfotaxime. Ces enzymes ont fé@quemment observés chez

Pseudomonas aeruginogaais aussi chez les entérobactéries, particuliemnermn France
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et en Turquie. Les BLSE de type OXA sont codésdesr genes portés par des éléments
mobiles comme les transposons et intégrons [43, 46]

Certaines enzymes de cette classe (OXA-21, OXACREA-24, OXA-25, OXA-26,
OXA-27, OXA-40, OXA-58) conferent une résistance @arbapénémes (méropéneme ou

imipénéeme) et ont une large diffusion parmiAesnetobactef39, 47].

D. Type CTX-M (Céfotaximase —Munich)

Les BLSE de type CTX-M ont été décrites initialemnen 1986 (FEC-1) au Japon,
Allemagne et France en 1989 (CTXM- 1) et ont deparis disséminé largement dans le
monde [37]. Sur la base de leur apparentement gieeaées d’acides aminés, il semble
gu’elles dérivent des céphalosporinases chromos@rides bactéries du gemiieiyvera
Il existe actuellement 40 enzymes qui sont claspégkgéenétiquement en cing groupes

(http://www.lahey.org/studies/ A la différence des types précédents, les CTX-M

conferent une résistance marquée au céfotaximgirferde son nom) et au céfépime. En
revanche, l'inactivation de la ceftazidime est plimitée, a I'exception d’enzymes
récemment décrites (CTX-M-15, CTXM-16, CTX-M-27) iqant une forte capacité
hydrolytique pour la ceftazidime. Les CTX-M sontugl fortement inhibées par le
tazobactam que par l'acide clavulanique. Ces BLBE&bé retrouvées majoritairement
chezEscherichia coliet Salmonella entericaLeur émergence parmi d’autres espéces et
genres d’entérobactéries est rapide [37, 48]. Lbemigps 1, 9 et 2 sont actuellement
prédominants. Dans la majorité des isolats clirsgquees enzymes sont codées par des
plasmides de 60-160 kb, au sein desquels coexiséEniemment des genes codant pour
d’autresp-lactamases comme TEM-1, TEM-2 ou OXA-1. La diss&tion horizontale
des génes codant pour les enzymes CTX-M s’effedtueles plasmides conjugatifs mais
aussi via d'autres éléments génétiques comme tégrons et les séquences d’insertion
IEScpl [37, 43, 48].

E. Autres types de BLSE

D’autres types plus rares de BLSE, appartenantcdakse A, incluent BES, GES—
IBC, VEB, SFO, TLA et PER. Elles sont inhibées pacide clavulanique et en général
ont le méme substrat que TEM et SHV [43]. Les ereyBES-1, SFO-1 et TLA-1 ont été
retrouvées chez les entérobactéries. Les enzymggpedlGES et PER, VEB et IBC-2, ont

été largement retrouvées cHezaeruginosa, Acinetobacter baumanmiais aussi chez les
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entérobactéries. Les enzymes du type VEB hydrotydenpréférence la ceftazidime et
I'aztréonam et ont été retrouvées chez les entétébes dans le Sud-Est asiatique et chez
A. baumanniien France [49]. Les souches productrices de GESténplus isolées en
Afrique du Sud, Grece et en France [50, 51]. PER€té observée chéZz aeruginosa
mais aussi cheRroteus mirabilis Alcaligenes faecalist Acinetobacter spp. P. aeruginosa
producteur de PER-1 a été isolé en ltalie et endergb2, 53].

F. Lesp-lactamases de la classe C

LesB-lactamases de la classe C (AmpC) sont codéesegagehes chromosomiques
ou plasmidigues. Ces céphalosporinases sont cimigat importantes chez Citrobacter
freundii, Enterobacter spp, Morganella morganii,r@&tia marcescens, P. aeruginosa,
Proteus sppet Providencia spplu fait de la fréquence de mutants hyperprodustparmi
ces especes. Ldgslactamases AmpC sont capables d’hydrolyser lefhaépporines y
compris les céphamycines (céfoxitine) ainsi quepkascillines, mais pas le céfépime. Ces
B-lactamases sont résistantes aux inhibiteurf-etamases. Le géene AmpC constitutif
est faiblement exprimé che&. coli et est absent cheilebsiella et Salmonella spp.
Cependant, ces espéces peuvent acquérir diffésentssgroupes d’AmpC codés par des
plasmides. Ce sont des AmpC dérivées Qe freundii (BIL-1, CMY-2, LAT-1,2),
d’Enterobacter cloacaéMIR-1, ACT-1) ou encore d®. aeruginosa(CMY-1, FOX-1,
MOX-1). Actuellement, il existe plus de F0lactamases AmpC différentes codées dans
des plasmides [54, 55].

De nombreuses autres études ont rapporté la peesiences enzymes aussi bien en

milieu hospitalier que communautaire en Algéridlgau 4).
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Tableau 4. B-lactamases identifiées en Algérie [56].

Références Année Journal Especes concernées Enzymésrites Lieu
Koeck et al. 1997 FEMS Microbiol Lett Salmonella senftenberg | CMY-2 NP
Decreet al. 2002 J. Antimicrob Chemother Proteus mirabilis CMY-12 Constantine
Aubert et al. 2005 Antimicrob Agents Chemother | Providencia stuartii VEB-1 Alger
Naaset al. 2005 J. Antimicrob Chemother Salmonella enterica CTX-M-3 Constantine
Touati et al. 2006 Int. J. Antimicrob Agents Enterobacteriaceae CTX-M-3; CTX-M-15 | Béjaia
Ramdani-Bouguessat al. | 2006 J. Clin Microbiol E. coli CTX-M-3; CTX-M-15 | Alger
. . _ Klebsiella pneumoniae ;
Touati et al. 2007 Microb. Drug Resist. . CTX-M-15 NP
E. coli
Touati et al. 2008 Pediatr. Infect. Dis. J. S. enterica CTX-M-15 NP
_ Enterobacter cloacae ;
Touati et al. 2008 J. Hosp. Infect. _ CTX-M-15 NP
K. pneumoniae
Touati et al. 2008 Diagn. Microbiol. Infect. Dis. E. cloacae CTX-M-15 Béjaia
Drissi et al. 2008 Med. Mal Infect. Pseudomonas aeruginosg TEM-110 Tlemcen
Alger ;
o CTX-M-3; CTX-M-15; o
labadeneet al. 2008 J. Antimicrob. Chemother. E. cloacae Tizi-Ouzou;
SHV-12; VEB-1
Tlemcen
Messaiet al. 2008 Pathol. Biol. K. pneumoniae CTX-M-3; CTX-M-15 | Alger
labadeneet al. 2009 Med. Mal Infect. S. enterica CTX-M-14 Tizi-Ouzou
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Tableau 4. B-lactamases identifiées en Algérie [56] (suite 1)

Références Année Journal Especes concernées Enzymes décrites Lieu
o . CTX-M-15 ; SHV-12 ;| aAjger
labadeneet al. 2009 | Int. J. Antimicrob Agents Enterobacteriaceae CMY-2 : DHA-1 g
Naaset al. 2009 | J. Antimicrob. Chemother S. enterica CTX-M-3 Constantine
o Proteus vulgaris ;
labadeneet al. 2009 | Antimicrob Agents Chemother 3 PER-1 Alger
P. stuartii
Meradi et al. 2011 | Pathol. Biol. Enterobacteriaceae CTX-M-28 Annaba
Mugnier et al. 2010 | Emerg. Infect. Dis. A. baumannii OXA-23 NP
Robin et al. 2010 | Antimicrob. Agents Chemother | Enterobacteriaceae VIM-19 Alger
Touati et al. 2010 | J. Hosp. Infect. E. cloacae ; K. pneumoniae CTX-M-15 NP
Drissi et al. 2010 | Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis| Acinetobacter baumannii | OXA-58 Tlemcen
CTX-M-3; CTX-M-
Ramdani-Bouguessat al. | 2011 | J. Med. Microbiol. K. pneumoniae 15; SHV-98 ; SHV-99; Alger
SHV-100
Naaset al. 2011 | 1. J. Antimicrob. Agents. S. enterica CTX-M-15 Constantine
Bouzidi et al. 2011 | J. Antimicrob. Chemother. Salmonellanon-Typhi CTX-M-15 Annaba
Bogaertset al. 2011 | J. AntimicrobChemother A. baumannii NDM-1 NP
Klebsiellasp. ; CTX-M-3 ; CTX-M-
Nedjai et al. 2012 | Med. Mal. Infect. Enterobacteisp. ; 15; SHV-12; Annaba
Serratiasp. DHA-1
Kempf et al. 2012 | PLoS. One. A. baumannii OXA-23 ; OXA-24 NP
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Tableau 4. B-lactamases identifiées en Algérie [56] (suite 2)

Références Année Journal Especes concernées Enzymes décrites Lieu
Touati et al. 2012 | Int. J. Antimicrob. Agents A. baumannii OXA-23 ; OXA-58 Annaba
Boulangeret al. 2012 | Antimicrob. Agents Chemother | A. baumannii NDM-1 Oran
Touati et al. 2012 | Int. Res. J. Microbiol. Enterobacteriaceae CTX-M-15 Alger
Gharout-Sait et al. 2012 | African. J. Microbiol. Res. Efo ‘;C(’:ge K. pneumoniae ; B\ o1y \1.3. CTX-M-15 | Béjaia
i : CTX-M-15; TEM-4 ;
Kermas et al. 2012 | Foodborne. Pathog. Dis. S. enterica TEM-48 : TEM-188 Alger
Bakour et al. 2012 | J. Med Microbiol A. baumannii OXA-23 ; OXA-72 S.et.'f !
Tizi-Ouzou
Touati et al. 2013 | Antimicrob. Agents Chemother | P. aeruginosa VIM-2 Annaba
. . : CTX-M-15; SHV-12;
Berrazeget al. 2013 | J. Med. Microbiol. K. pneumoniae SHV-28: SHV-1 NP
Mesli et al. 2013 | Int. J. Infect. Dis. A. baumannii OXA-23; OXA-24; NP

NDM-1

NP : non précisée
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2.1.2. Diminution de la perméabilité membranaire

Les bactéries a Gram négatif possedent une membrdeme composée de LPS et
de phospholipides et forme une barriere qui empéahpénétration des antibiotiques
hydrophobes entrainant une résistance naturelles awtibiotiques, le plus souvent a bas
niveau. Les substances hydrophiles peuvent touméme traverser cette barriere en
passant par les porines. Ces porines permettehtati§e d'information essentielle et de
matériels pour la survie des cellules dans I'emvieznent, mais elles permettent également
aux antibiotiques de traverser la paroi bactériefBie60]. Au cours des derniéres
décennies, les bactéries ont acquis une résistpaceune combinaison de réactions
enzymatiques et la modification de la perméabitigmbranaire par des altérations dans
I'expression des porines [61-63]. La régulation l@xpression des porines et les
mécanismes de diffusion de substances peuvent jaouerdle dans la résistance aux
antibiotiques chez les bactéries. Trois mécanisordsété rapportés : diminution de

I'expression de la porine, altération de I'expr@ssle la porine et la mutation de la porine.

2.1.3. Modification de la cible

Pour étre efficace, un antibiotique doit étre esune de détecter sa cible a l'intérieur
de la bactérie. Si la cible est modifiée ou remgdade sorte que Il'antibiotique n'est plus
capable de se lier a elle, la bactérie devientsalésistante. Ce mécanisme de résistance
aux B-lactamines est tres fréquent chez les bactéri€amn positif. Lesp-lactamines
trouvent leur cible qui sont les PLP dans I'espaégplasmique apres avoir traversées la
membrane externe via les porines [64]. Des mutstian niveau des PLPs peuvent
engendrer une perte d’affinité de I'antibiotiqueupsa cible, entrainant une réduction de
sensibilité aux p-lactamines sans affecter leur fonction dans Iétabon du

peptidoglycane [65].

2.1.4. Mécanisme d'efflux actif

Les bactéries a Gram négatif qui sont pratiquenmepermeéables pour une grande
variété de composés possedent différents canawgigues impliqués dans leur transport.
Parallelement aux porines qui permettent aux netmis) de pénétrer dans la cellule, les

bactéries utilisent des pompes a efflux qui coo@ii a diminuer la concentration
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intracellulaire de composés toxiques comme les caéuents, les détergents et sont donc
impliqués dans le contrble de la sensibilité aubéstiques. La premiere pompe a efflux
qui a été rapportée était responsable de la rasesta la tétracycline en 1980 [66]. Depuis,
cing familles différentes de pompes a efflux o idlentifiées sur la base de la similarité
en séquence (Figure 5). Ce sont les MATE (multigdand toxic compound extrusion),
MFS (major facilitator superfamily), SMR (staphytmcal multi résistance), RND

(resistance-nodulation-cell division proteins) &@ (ATP-binding cassette) [66, 67].

RND
Family

MATE MFS SMR ABC
Family aciifiaving Family | Superfamily
benzalkenium Outer |
smincglycosides  celrimide Membrane
fluoroguinolones  chlorhexidine |
cationic drugs pentamidine | multiple drugs

TalC

P 1y

ll.lunhranEI N . Qs

X
=
=
—
-
=
=

Figure 5. Les différentes familles des pompes a efflux
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2.2.Résistance aux aminosides

Le premier des aminosides, la streptomycine, as@éalé en 1944 [68], une
contribution fondamentale qui a ouvert la voie ad@couverte d'une seérie d'autres
aminosides et d'autres antibiotiques a partir decgs naturelles dans les deux prochaines
décennies. Les aminosides continuent a jouer um irbportant dans le traitement des
infections séveres dues aux pathogénes a Gramifrgmatent en association avec [es
lactamines a large spectre [69]. Ces antibioticagissent en se liant au site aminoacyl
(site A) de 'ARN16S de la petite sous-unité ribmsde 30S des procaryotes et interferent
avec la synthése des protéines [70]. La liste demasides utilisés en thérapeutique
humaine est restreinte puisque limitée a la gemamila tobramycine, I'amikacine et la
nétilmicine. Leur utilisation a contribué a la s#ien de souches résistantes par différents
mécanismes incluant : les enzymes-modifiant lesnasmes (AME), la diminution de la
perméabilité membranaire, I'altération structurdéela cible ribosomale et I'expulsion de

I'antibiotique par systéme d’efflux [71].

Le mécanisme majeur de la résistance a l'aminogigeoest la modification
enzymatique des acides ou des groupes hydroxyle cele antibiotiques. Les
Aminoglycosides modifiés se lient faiblement auosbme [72] et ne parviennent pas a
déclencher I'énergie dépendante de la phase llpeumet aux bactéries de survivre en
présence de l'antibiotique. Trois familles d'enzgnrmaodifiant les aminosides dans le
cytoplasme bactérien ont été reconnues, ce sonan@ésoglycosides acétyltransférases
(AAC), les aminoglycosides nucléotidyltransféras@sNT) et les aminoglycosides
phosphotransférases (APH) [73]. Ces enzymes omqaétka suite divisées en classes sur la
base du site de modification (indiqué en parenjhésen sous classes en fonction du
phénotype de résistance aux aminosides (indiquéhéfre romain). Les enzymes de
méme classe et sous-classe mais codées par des diff@rents sont désignées par une
lettre minuscule a la fin [74]. Dans un autre systede nomenclature, les genes sont
désignésaac, aad et aph suivis par une lettre majuscule qui identifie lge sde
modification. Un chiffre est ajouté a la fin pouentifier les différents génes [75]. Les
génes codant les AME sont généralement trouvésamngue génes cassettes dans des
intégrons sur des plasmides ou des transposonger#toassociés aux autres genes de

résistance auf-lactamines et aux quinolones [74].
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Plus récemment, un autre mécanisme de résistaxcammosides a été décrit. |l
s'agit de l'auto- protection de la cible ribosomalar la méthylation d’'un nucléotide
spécifique dans le site A de 'ARNr 16S, ce qui éote la liaison de I'aminoside a la
sous-unité 30S du ribosome chez les microorganiggnasucteurs de ces antibiotiques
(Streptomyces sppet Micromonospora spp [69]. Le géne codant pour ce mécanisme,
nommeéarmA a été par la suite retrouvé respectivement ckezsduches cliniques de
pneumoniaeet deP. aeruginosaen France et au Japon en 2003 [76, 77]. Ces s®uche
présentaient de hauts niveaux de résistance a&hdne des aminosides utilisés en clinique
tel I'amikacine, la tobramycine et la gentamicir@d][ A I'heure actuelle, huit autres
déterminants de méthylases de 'ARNr-163ATases-16Sont été identifiés [78, 79]. Ces
genes sont généralement portés par des élémendiqges mobiles retrouvés intégrés
dans des plasmides transférables appartenant es div@upes d'incompatibilité [80]. lls
ont été rapportés chez des souches d’entérobactépiduisant des BLSES,
essentiellement les CTXM- 15 [81, 82], CTX-M-9 eflXCM-14 [83, 84] et des
carbapénémases tel NDM-1 [82, 85] et KPC [86, B3Jont également été identifies chez
des souches A. baumanniproduisant 'OXA-23 et d®. aeruginosgroduisant la SPM-1
[69, 88, 89].

La découverte et la distribution de ces genes ge@rid est représentée sur le tableau
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Tableau 5.Déterminants de résistance aux aminosides et@nwlqnes identifiés en Algérie [56].

Références Année Journal Especes concernées Enzymes décrites Lieu
Bogaertset al. 2007 | J. Antimicrob. Chemother. Enterobacteriaceae ArmA NP
Touati et al. 2008 Diagn. Microbiol. Infect. Dis. Enterobacter cloacae QnrB Béjaia
2008 - Alger ;
labadeneet al. J. Antimicrob. Chemother. E. cloacae QnrB1 ; QnrB4 ; QnrS1| Tizi-Ouzou;
Tlemcen
labadeneet al. 2009 Med. Mal Infect. Salmonella enterica AAC(3)-II Tizi-Ouzou
Naaset al. 2009 | J. AntimicrobChemother S. enterica ArmA Constantine
. : . QnrB1 ; AAC(6)-1b ;
Meradi et al. 2011 Pathol. Biol. Enterobacteriaceae AAC(6")-Ib-cr Annaba
Naaset al. 2011 Int. J. Antimicrob. Agents S. enterica ArmA Constantine
Bouzidi et al. 2011 | J. Antimicrob. Chemother. Salmonellanon-Typhi ArmA Annaba
Gharout-Sait et al. 2012 African. J. Microbiol. Res. ESChe”Ch'a C_Ol'; Klebsiella Qanl,; QnrS1; Béjaia
pneumoniae ; E. cloacae | AAC(6")-Ib-cr
Touati et al 2013 | Antimicrob. Agents Chemother | Pseudomonas aeruginosa aadiacA4 NP
Mesli et al. 2013 | Int. J. Infct. Dis. Acinetobacter baumannii | 23€(3)-| ;aadA ;ant(@7)-

| ;aph(3’) ; aac(6’)-1b

NP : non précisé
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2.3.Résistance aux quinolones

Les quinolones sont des antibiotiques de syntheése lds cibles d’action sont les
topoisomérases Il (ADN gyrase) et topoisomérases/9¥, 91]. Ces molécules sont
généralement classées en générations en fonctiteudspectre d’activité et leur date de
mise sur le marché [92]. Leur large utilisation médecine humaine et vétérinaire a
conduit a 'émergence et a 'augmentation de lavgdehce de la résistance acquise chez
toutes les espéces bactériennes a travers le nj@Bjdd.a résistance chromosomique aux
quinolones chez les entérobactéries résulte esemtent d’accumulation de mutations
dans I'ADN gyraseGyr A) puis dans la topoisomérase IV [94]. Les mutat@pysaraissent
guasi-exclusivement dans de courtes régions cofsgrgituées entre les acides aminés 67
et 106, appelée®QRDR[30] [95-97]. De plus, la résistance chromosomigur quinolones
peut étre associée a la diminution de la perméalmiembranaire et/ou a la surexpression
des systemes d’efflux [98-101].

Récemment, trois mécanismes de résistance plasmidigx quinolones ont été
décrits. Le premier détermina®RMQR (Plasmid Mediated Quinolones Resistance),
correspondant a la protéine QnrAl, a été idendfie1998 [102]. Le gene codant a été
identifié sur un large plasmide conjugatif isolgaxtir d’'une souche dE. pneumoniae
résistante a la ciprofloxacine [102]. QnrAl est uym®téine de 218 acides aminés
appartenant a la famille des protéines a motifstgpaptidiques répétés. Elle entre en
compétition avec les quinolones pour I'accessiitie 'ADN gyrase [103] et peut étre
aussi la topoisomérase 1V [104]. Quatre autresra@bantsQnr-like (gnrB, gnrS, gnrC et
gnrD) ainsi que différents variants des protéines QfmA7), QnrB (n=42) et QnrS (n=5)
ont été identifies chez les entérobactéries [1(-10es genes sont généralement trouvés
en tant que génes cassettes dans des intégronasde & sur des plasmides qui souvent
hébergent d’autres génes de résistance falactamines, aminosides, chloramphénicol,
tétracyclines, sulfamides, triméthoprime et rifaompé [109]. L’ensemble des déterminants
Qnr a été identifie dans le monde dans différenteséasp d’entérobactéries,
essentiellemenK. pneumoniae, Enterobacter spp., E. aaliSalmonella enterigaaussi

bien en milieu hospitalier que communautaire [110].

Le deuxieme déterminaMQR identifié est leaac(6’)-1b-cr. Ce déterminant a été
découvert pour la premiere fois en 2006 chez unetsodE.coli gnrA-positive en Chine

[111]. Il se distingue de son progéniteurabe(6’)-Ib, par le remplacement de deux acides
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aminés, Trpl02Arg et Aspl79Tyr et confére une téste de bas niveau a la
ciprofloxacine et a la norfloxacine [111]. En gé&iénac(6’)-Ib-cr est identifié comme
gene cassette au sein d’intégron de classe 1 [[LE2L souvent associé a d’'autres genes de
résistance aux quinolones tels les différents magar, les BLSEs CTX-M-1, CTX-M-14,
CTX-M-15, CTX-M-24 les céphalosporinases plasmidigue®HA-1) et les
carbapénémaseKRC-2 [113]. Il a été essentiellement identifié chezs dmuches

cliniques dE.coli et deK. pneumonia¢l109].

Enfin, le troisiéme déterminamMQR est le gén@lepAqui code pour une pompe
d’efflux actif (QepAl et QepA2) responsable d'unenithution de la sensibilité aux
fluoroquinolones hydrophiles (norfloxacine, cipmfacine) [114, 115]. Il a été décrit chez
des souches H.coli en France, au Japon et en Belgique [114], sousegbcié aux

déterminantsmtB, gnrSetaac(6’)-1b-cr[116]. Il n’a pas encore été rapporté en Algérie.

En Algérie, les genes codants pour la résistangajaimolones sont présentés sur le

tableau 5.
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Chapitre 2 : Proteus, Morganellaet Providencia

1. Introduction

Les bactéries des genresoteus, Morganellagt Providencia(PMP) appartiennent a la
famille desEnterobacteriaceaeEn raison de la forte similitude entre ces tgeares, ces trois
genres ont été placés dans la tritnoteeae cependant, la désignation de la tribu n'est plus
utilisée [117]. La taxonomie deMP est une histoire fascinante qui est empétrée dare t
I'histoire des le début de I'évolution de la sceede la microbiologie. Les especes appartenant
a ces genres ne sont pas considérées comme pathatjegct, contrairement a certains autres
membres de la famille ddsnterobacteriacegeet sont souvent isolés dans les laboratoires
cliniques. Comme avec d'autres agents pathoger@srtapistes, ils peuvent provoquer la
morbidité et la mortalité. Bien que tous ces orgamds soient omniprésents dans
I'environnement, des rapports épidémiologiquesqimelt qu'ils sont capables de causer de
graves problemes de maladies infectieuses, et @a@iit souvent en cause dans des infections
urinaires [4]. La plupart des infections sont agseg& a une hospitalisation prolongée et dans le
cas deProteuset Morganella, a la colonisation des cathéters et aux infestidas voies

urinaires (IVU) associés [5].

Les trois genres d®MP comprennent actuellement un total de huit espéces.
bactéries de ce groupe peuvent étre différenciaesep tests biochimiques énumérés dans le
tableau 6. lls ont une caractéristique biochimiqueles distingue de tous les autres membres
de la famille de€nterobacteriacegea I'exception des genres raratumella et Rahnellda
capacité de désamination oxydative de certains eacidminés a l'acide cétonique
correspondant et de I'ammoniac. Les tests de phlényhe ou tryptophane désaminase sont
les plus couramment réalisés et une méthode rggude cette réaction a été mise au point
depuis 1985 par Giammanet al. [118]. Les membres de la tribu sont facilement neces
par les pigments rouge-brun du type mélanine gi@isient lorsqu'ils sont cultivés dans des
conditions aérobies sur un milieu contenant duefeun acide aminé aromatique, tel que le

phénylalanine, le tryptophane, la tyrosine ouftitlise [119, 120].

En outre, la plupart des souches du grouMP partagent les caractéristiques

communes suivantes: la mobilité avec des flagefiéstriches, la résistance aux KCN
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(cyanure de potassium) (saBfovidencia heimbachag La capacité de dégradation de la
tyrosine (sauProteus myxofaciefn$121] et une incapacité a acidifier le lactogedlcitol, et
du malonate ou bien a former larginine dihydrolagegalactosidase ou la lysine
decarboxylase (a l'exception de certaines souckebl.dmorgani). Tous sont rouge de

méthyle positif et, sauf pour certaines soucheBrdéeus spp sont Voges Proskauer-négatif.

A

Figure 6. Les micrographies électroniques des espéces appattaux genrdaroteus,
Morganellaand Providencia.(A, B) Proteus mirabiliscellule nageur; (CP. vulgaris (D) P.

pennerj (E) M. morganii (F) Providencia stuartiand (G)P. rettgeri La barre représente 200
nm [5].
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Tableau 6. Différenciation des trios genres BMP[117].

Test Proteus Providencia | Morganella
Utilisgtion de citrate \% + -
Fermentation de D-Mannose - + +
Production de H2S + - \Y
Ornithine decarboxylase \4 - (+)
Hydrolysis d'urée + \% +
Fermentation d’inositol - \% -
Liquéfactions de gélatine (22°C)  + - -
Lipase (huile de mais) + - -
Essaimage + - -

+: 90-100% positive; (+) : 75-89.9% positive; 25.1-74.9% positive; - : 10.1-25%

positive.

2.Le genreProteus

2.1. Taxonomie et phylogénie

Le genreProteusfut crée en 1885 par Gustav Hauser [122]. C'estipalogie a Protée,
Dieu de I'océan dans la mythologie grec, qui al@pouvoir de changer de forme a volonté,

gue Hauser a donné le nom a cette bactérie qaraetérise par I'envahissement de la gélose.

La classification des bactéries du geRreteusa changé au cours du XXe siécle. En
raison de la forte similitude entre les 3 gerfPesteus, Morganella et Providencides deux
premiéres especdsdroteus mirabiliset Proteus vulgarisont été initialement décrites par
Hauser. En 1966, Cosenza et Podgwaite [123] ofésisa partir de larves de la spongieuse,
des bactéries biochimiquement distincte des depeoesP. mirabilis et P. vulgaris Ces
auteurs ont proposé de nommer ces bact&eteus myxofaciend.es tests biochimiques
ainsi que I'hybridation ADN-ADN ont montré I'homagété de l'espéc®. mirabilis et
I'hétérogénéité de I'espéPe vulgaris Hickmannet al. [124] ont diviséP. vulgarisen trois

biogroupes basées sur la production d’'indole, fblysge de I'esculine et la fermentation de la
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salicine. Le biogroupe 1, également défini commeogeospecies 1, était indole, salicine, et
esculine négatif et a été nommeroteus penneri Ensuite, les deux biogroupes
supplémentaires de. vulgaris(2 et 3) ont été étudiés. Les résultats des éttesuggére que
biogroup 2 était homogene et représentaient une sspece [125] dont le noRh vulgarisa

ete réaffecté a cette espece [4]. Tandis que Igraup 3 est composé de quatre
genomospecies (3, 4, 5, et 6). Les études d’'O'Hatraal [125] ont montré que le
genomospecies 3 ne contenait que deux souchesaésene faible parenté avec d'autres
genomospecies d®. vulgaris et possédants des caractéristiques biochimiquégues
(ADNase, lipase, et tartrate négatif). Ces résultatt permis aux auteurs de séparer le
genomospecies 3 des autres genomospecies ainglegpeposer qu'il devrait étre nommé
Proteus hauseyitandis que les autres genomospecies sont remtésnem commeroteus
genomospecies 4, 5, et 6. Ainsi, le geRreteusse compose actuellement de cing espeéces,
différenciées par les tests biochimiques indiquésda tableau 2P. mirabilis (souches type
ATCC 29906),P. vulgaris (ATCC 29905),P. penneri(ATCC 33519),P. hauseri(ATCC
700826 et ATCC 13315P. myxofaciens(ATCC 19692), ainsi que les troiBroteus
genomospecies anonymé&oteusgenomospecies 4 (ATCC 51469), 5 (ATCC 51470) et 6
(ATCC 51471) [4, 126]P. myxofacien®st la seule espé&¥oteussans importance dans la
pathogénicité des étres humains [126]. Récemmestrdsultats de l'analyse de séquences
partielles du genepoB codant pour la sous-unif¢ de 'ARN-polymérase, a conduit a la
conclusion qu'il existe une distance génétiqueeeh&speceP. myxofacienst les autres
especes du grougeroteus-ProvidenciaUne nouvelle classification d@. myxofacienslans

un nouveau genréosenzaea gen. Naw.donc été proposé [127].
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Tableau 7.Différenciation biochimique au sein du gefm@teus[117].

Test/Propriétés | P. mirabilis | P. vulgaris | P. penneri | P. hauseri | P. myxofaciens
Production . + - + -
d’indole

Ornithine + - - - -
décarboxylase

Fermentation de - + + + +
maltose

Fermentation de . + - - -
salicin

Fermentation de + + + + .
D-Xylose

Hydrolysis de . + - - -
I'esculine

Sensibilité au S Vv R S S
Chloramphenicol

+: 90-100% positive; - : 0-9.9% positive; S: selesiR: résistant; V: variable.

2.2. Habitat et pathogenicité

Les Proteus sont largement distribués dans I'environnementiraity compris l'eau
pollué, le sol et le fumier. En raison de leur \dt#i protéolytique, leur capacité d'hydrolyser
'urée en ammoniac et en dioxyde de carbone, guside la désamination oxydative des
acides aminés, ces bactéries sont impliquées dadédomposition de la matiére organique
d'origine animale. lls sont également présents demsntestins des étres humains et des
animaux. Par conséquent, ils sont souvent isolémat&res fécales humaines et animales,
ainsi que des sources associées telles que lesusges et de la viande en décomposition
[126]. P. mirabilisa été le plus souvent isolé des chiens, des vathdss oiseaux, alors que

P. vulgarisa été le plus souvent isolé chez les porcs etddébrés a sang froid [128].

Les Proteussont des pathogénes opportunistes, provoquasteliffs types d'infections,

y compris les infections de plaies, la méningite mhuveau-né ou des nourrissons, la
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polyarthrite rhumatoide (PR) et la gastro-entérdependant, ces bactéries sont rarement
associés au infections d'origine alimentaire [126]. peuvent également coloniser le tractus
urinaire, dans certaines circonstances, ou il @ssidéré comme un pathogéne opportuniste et
'une des principales causes des infections dessvarinaires (UTI) chez les patients
hospitalisés avec sondes urinaires [5] ou a desialies structurelles et / ou fonctionnelles au
niveau des voies urinaires, comme apres une inteovechirurgicale dans le systéme geénito-
urinaire.P. mirabilis provoque une infection urinaire avec la fréquelacplus élevée parmi
toutes les especes Beoteus Il est impliqué dans les infections compliquéekes infections
chez les patients cathétérisés pendant une longée.d_eroteussont souvent associes au
infections nosocomiale et peuvent causer deux typesections urinaires, les infections
hématogene et les infections ascendantes, cepemgantierniéres sont les plus causées par

ces micro-organismes [126, 129].

Il n'y a pas de fortes preuves pour classePlegeuscomme entéropathogénes. Le role
possible de®roteusdans les maladies diarrhéiques a été étudiée ldaranées 50s [130].
Muller et al. [131, 132] ont trouvé des souches Ee mirabilis et P. vulgaris dans les
échantillons diarrhéiques et ces espéces ont gtésdesouvent isolé a partir de patients atteints
de maladies diarrhéiques que des personnes en lsanté Il n'y a pas de preuve que des
souches deProteus classés en différents sérogroupes pourraient lamee épidémie des

maladies entériques.

Les Proteus ont également été isolés a partir de produits aeadtaires tel que les
saucisses fabriqués et emballées sous vide [Js/hdissons d'eau douce et d'eau salée, dont
la consommation de poisson contaminé conduit & kadie connue sous le nom
scombroidose [117, 133]. Récemment les souched”.denirabilis ont été retrouvées
accumulées dans les huitres recueillies de la zotere du Venezuela [134]. La présence de
ces bactéries peut étre attribuée a une contammticale de cette zone, en particulier durant
les périodes pluvieuses. En plasoteus sppa été identifié dans les échantillons de lait cru
acheté illégalement dans deux grandes villes din&iradiquant la contamination fécale du
lait due a une mauvaise hygiéne [135]. D’autredeguécemment ont montré que les souches

deP. vulgarisprésente a la surface des fromages francais méarsra la plus grande capacité
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a produire des quantités élevées et de grandeésmde composés volatils, qui jouent un rble
majeur dans la formation de I'aréme du fromage].136

2.3. Facteurs de virulence(figure 7)

A s IgA-degrading proteas

'T% Fimbriae ﬁ(
e N M e B M

T e, —= [Keto acid]y Fe'
\/_ A Amino acid
LUrea NH3z+ Cl)p
Flagella
B

Pyelonephritis

Flagella Kidneys

Urease -

Hemolysin
MRE/P Fimbriag
lgA Protease

Ureters
Cystitis
l"lﬂf__l_i.:“ﬂ Bladder
Urease
MR/P Fimbriae \ Urethra
PMF Fimbriae

Iz A Protease

Figure 7. Facteurs de virulence produits pRr mirabilis (A) et les sites d'action
possibles lors de I'UTI (B) [137].
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2.3.1Uréase

L'activité d'uréase a été décrit dans plus de 20fiébies, y compris celles retrouvées
dans les infections urinaires, cepend&tcoli ne présente pas d'activité d'uréase, tandis que
P. mirabilsla posséde [138, 139]. L'enzyme de l'uréase eaposée de trimeres en UreA,
UreB, ureC et un co-enzyme de nickel [139, 140]rsLd'un contact avec l'urée, l'uréase
provoque la décomposition de ce dernier en ammoeiaen dioxyde de carbone [141].
L'ammoniac augmente le pH et provoque la précipitades minéraux, ce qui peut conduire a
des calculs de la vessie et du rein, ainsi queradtion de biofilms cristallins le long d'un
cathéter [142, 143P. mirabilis est particulierement aptes a former ces biofilmsaéson de
leur capsule, qui non seulement aide a I'adhérgeseellules, mais aussi dans la formation de
structures en cristal [144, 145]. Ces cristaux unteffet sur la virulence de. mirabilis de
multiples fagons. Tout d'abord, I'augmentation ‘denioniac peut provoquer la lyse des
cellules héte ce qui conduit en une augmentatiomwateiments pour les bactéries [137].
Deuxiemement, les cristaux vont créer un refuge pEsibactéries de se cacher et d'échapper
non seulement des cellules immunitaires, mais égalé des antibiotiques [137, 146]. Les
calculs rénaux / urinaires et les biolfims cristellsur cathéters peuvent bloquer le flux de
l'urine dans les ureteres et pouvent étre la caaseproblémes plus graves telles que la
pyélonéphrite et éventuellement la septicémie [14l cours d'une infection l'activité de
'uréase est tres importante. Des études ont maputeélorsque les genes de structure de
I'enzyme sont mutés; il ya un grand désavantageucmntiel [148, 149]. Quand on introduit
des mutations dans l'un des génes de l'ur€aseirabilis ne parvient pas a coloniser la vessie

ou les reins tel que le bactérie sauvage [149].

2.3.2IgA Protéase

II'y a quelques bactéries ainsi g&e mirabilis qui peuvent produire une enzyme
extracellulaire capable de cliver I'lgA. Il s'agibtamment de ldNeisseria, Haemophilus
influenza et Streptococcus pneumonjagui causent des infections a muqueuses [150]. La
protéase produite paP. mirabilis est une métalloprotéase de la famille de serralgs
protéase de zinc, codés par zapA [151]. Le pH ialedt optimal pour l'activité d'un grand

nombre de ces types de protéases, ce qui est $qurésent en raison de l'activité de l'uréase
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de P. mirabilis (voir ci-dessus) [152]. Contrairement a la plupdes protéases IgA, qui ne
clivent que la région charniére de I'lgA, zapA légdade compléetement [153, 154]. Il a été
également montrén vitro, que zapA est en mesure de cliver de nombreusessgubtéines
présentes dans le tractus urinaire, comprenantcal@posants du complément, des éléments
du cytosquelette, et les peptides antimicrobiebS][1Au cours de l'infection, zapA est produit
et actif, ce qui provoque la dégradation de I'igAvivo [153]. Il a été également montré que
zapA est nécessaire pour UTI dans le modéle destiohs ascendantes [156]. Lorsque zapA
est muté, le nombre de bactéries récupéerées esffigpément diminué dans l'urine et la

vessie, avec une diminution d'un facteur 100 OQM00, respectivement [156].

2.3.3Hémolysine

Activité hémolytique est communément retrouvée deezbactéries Gram-négatives et
Gram-positivesP. mirabilis présente une activité hémolytigue codée par leegépmAB
[157]. HpmA est une toxine indépendante du calcielhe, est a la fois activé par le clivage de
son extrémité N-terminale et transportées par HpbHE, 158]. La fonction de I’hémolysine
est de former des pores dans les cellules hotdescibe qui permet aR. mirabilis de
propager dans les reins lors de l'infection [1&&ci est probablement médiée par la capacité

accrue des cellules hémolytiquesRlemirabilisa envahir les tissus de I'hdte [159, 160].

L’hémolysine n'est pas aussi critique pour l'infactel que I'uréase, cependant, comme
pour l'uréase et IgA protéase, il est surexprimésdas cellules nageuses [161, 162]. Dans le
modele des infections urinaires ascendantes, awdifféeence n'est observée entre les cellules
de type sauvage ou un mutant hpmA pendant la &dban du tractus urinaire [163].
Cependant, la méme étude a également montré qggulibrest administré par voie
intraveineuse, la dose létale pour les mutants hgiaoes est six fois plus élevée que le type
sauvage, ce qui indique que l'activité hémolytipeat jouer un role dans la pathogenese sous
certaines conditions [163]. Autre étude indiquel@&ga&nt que les souches qui n‘ont pas une

activité hémolytique sont moins virulentes [164].

38



Revue bibliographique

2.3.4 Agglutinine toxique deProteus

Une toxine récemment découvert, la Pta, produite amirabilis est a la fois
cytotoxiques et possédant la capacité d'agglutinafil65, 166]. La Pta est une protéine
calcium dépendante qui reste a la surface de laleel'activité cytotoxique est liee au Pta
quand elle est associée a une cellule ou dansoume fpurifiée [166]. Il a été montré que la
Pta est exprimée in vivo au cours d'une infecteinque les bactéries dépourvues de Pta ont
des symptémes de la maladie moins graves dansites[L65]. Ces données suggeérent le réle

important de Pta dans la pathogenesB.dairabilis.

2.3.5Flagelles et essaimage

La mobilité desProteus sps'effectue soit par le mécanisme classique dade Boit par
essaimage. La nage est observée apres culture uamsilieu liquide. Les bactéries se

présentent alors sous la forme de courts baciled (0 a 3,0 um) pourvus de 6 a 10 flagelles.

L'essaimage (ou "swarming") est une alternative idalge observeée lorsque les bactéries
sont cultivées en milieu solide. Ensemencées atrecetune boite de milieu gélosé, les
bactéries se multiplient pour donner une colonagsgue le milieu s'épuise, on voit apparaitre
des formes longues, fortement mobiles, aptes aéptackr a la surface du milieu afin de
coloniser un endroit de la gélose riche en nutrisieBlles donnent alors naissance a des
formes courtes et faiblement mobiles mais, I'appas@ment progressif du milieu provoquera
a nouveau l'apparition de formes longues qui repattvers des zones de milieu neuf. Ces
cycles périodiques de migration, dus a la transoripd’'une série de génes (40 a 60 genes
seraient impliqués) se traduisent par la formatierhalos de culture concentriques (figure 8)
[117, 167, 168]. L'essaimage nécessite une végitmbhsformation des bactéries. Les cellules
s'allongent (la longueur peut atteindre 80 pmgsetleviennent polyploides (par exemple, les
formes de 40 um de longueur contiennent envirogl2Omosomes), leur membrane externe
devient plus fluide, le LPS possede des chainésalats plus longues, la synthese d'uréase, de
protéase et d'hémolysine extracellulaire augmentelles sont pourvues d’'une abondante

ciliature (plusieurs centaines a plusieurs mill@esflagelles) [168].
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L'essaimage est un phénoméne collectif et coordoanéne cellule isolée est incapable
d'essaimer a la surface d'une gélose. L'inductiofedsaimage est déclenchée par des facteurs
inhibant la rotation des flagelles (telle que l'sngmtation de viscosité du milieu) et par la
présence de signaux extracellulaires. De ce pa@niuk, la glutamine semble jouer un réle
trés important. En effet, dans un milieu minimuanglutamine est le seul acide aminé capable
d'initier la transformation en formes longues pagw d'une abondante ciliature. Des mutants
incapables de coder pour le systtme de transpoit dgutamine ont un comportement
analogue aux souches sauvages ce qui montre quuction par la glutamine est
indépendante du systéme de transport de cet atiohé.aEn fait, il semble que les flagelles se
comportent comme des structures aptes a analysecoleditions du milieu ambiant et a

transmettre des signaux a la cellule [167].
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Figure 8. La nature cyclique de souche Be mirabilis présentant le comportement
d’essaimage [5].
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Les capacités a essaimer sont variables selorspgxes et les souches. L'essaimage est
peu marqué pou?. penneriet il peut ne pas exister avec certaines souch®s dhirabilis ou
deP. vulgarisqui forment alors soit un voile continu (envahiesat continu sans périodicité)
soit des colonies parfaitement circonscrites (atséotale d’envahissement) [117].

L’'analyse génétique, couplée avec des donnégmtimlogie et de colonisation, ne
fournit pas une réponse définitive sur le rble'dsslhimage au cours de l'infection [137, 169].
Allison et al. ont utilisé deux modeles d'infection différentesup étudier les effets de
I'essaimage au cours de l'infection. En utilisantmutant mobile sans essaimage, par rapport a
une souche mobile avec essaimage, ils ont montoc@ans d'une infection systémique que les
souches mutantes causent moins d'abces rénal gjimdéeries de type sauvage [169]. Ces
données semblent indiquer que I'essaimage est fampdiors de l'infection. D'autre part,
Zuninoet al. ont démontré qu'un isolat clinique non flagell@iale méme pouvoir infectieux
gue les isolats cliniques flagellés dans les imdesturinaires ascendante et hématogene [170].

Cela suggére que les flagelles et donc I'essaimagent pas nécessaires pour l'infection.

2.3.6 Fimbriae

Les fimbriae sont des appendices de surface bewteiutilisée pour I'adhésion. Le
séquencage récent du génome Rlemirabilis a révélé qu'il ya 17 opérons fimbriaux
différents, couvrant 5 classes différentes de fia&[171]. Seuls quelques-uns d'entre eux ont
etée impliqués dans la virulence. Les fimbriae spnaotmalement exprimé a linverse de
flagelles, indiquant I'adhésion et la motilité ehsnécessaires a différents étapes de la vie et
du cycle infectieux de. Il a été démontré que llopéMR/P (mannose-resistant Proteus-like
fimbriae) code pour la protéine, MrpJ, qui peutrider I'expression des flagelles pendant

I'expression des fimbriae [172-174].

Les fimbriae MR/P sont des fimbriae de 7 nm de éimenet sont probablement les
fimbriae de Proteusles mieux étudiés, ils sont responsables d'uneagglutination non
inhibée par le mannose. Les mutants mrpJ colonisahte tractus urinaire et provoquent des
infections urinaires moins graves que les souchm®npales. Les fimbriae MR/P sont
frequemment synthétisées par les souchd3. aeirabilis mais rarement par les souchesde
penneri[175, 176].
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Les fimbriae MR/K sont semblables aux fimbriae nas@résistante dédebsiella sp
d'ou leur nom de mannose-resistéigbsiellalike. Ce sont des fimbriae de 4 nm de diamétre,
constituées principalement par une protéine de 1R[Fa et responsables d'une
hémagglutination (a condition d'utiliser des gla@sutouges tannés). Les fimbriae MR/K sont
frequemment présentes chez les soucheBrdeeus pennerimais on les trouve également
chezProteus mirabilis Les souches aptes a synthétiser les fimbriae Mig/Karactérisent par
une forte adhésion aux cathéters et elles sonesbugsponsables d'infections consécutives a

la pose de cathéters [177].

Les fimbriae PMF, pouProteus mirabilisfimbriae, sont codées par le gene pmf. Les
mutants pmf n'expriment plus une protéine de 188, kls sont aptes a coloniser les reins

mais inaptes a coloniser efficacement la vessi8][17

Les protéines UCA (uroepithelial cell adhesin) sentfait des fimbriae de 4 nm de
diameétre qui permettent un attachement aux cellamthéliales de I'appareil urinaire. La
fraction responsable de I'adhésion est une protent7,5 kDa dont la séquence N-terminale
présente des homologies avec celle des fimbriascti&ichiacoli et notamment avec K99.
Les protéines UCA également dénommées NAF (nontgiglg fimbriae) n'ont été identifiées
gue che®roteus mirabili§179-181]

Les fimbriae appeléeBroteus mirabilisP-like fimbriae ont été identifiees uniquement
chez des souches roteus mirabilis La protéine constitutive de ces fimbriae présefge
fortes homologies avec les fimbriae Pap (pyelonéptassociated fimbriae) présentes chez

des souches uropathogenes d’Eschericbiia

2.4. Sensibilité aux antibiotiques

Les souches dé®. mirabilis indole-négatif sont généralement plus sensibles au
antibiotiques que celles d& vulgaris, P. pennerigt P. hauseri P. mirabilisa une résistance
intrinseque a la nitrofurantoine et la tétracyclimais généralement il est sensibles aux amino
et uréido-pénicillines (ampicilline, amoxicillinepipéracilline), aux céphalosporines
(céfazoline, céfoxitine, céfuroxime, céfotaxime ftaeidime, ceftriaxone, ceftizoxime, et

cefépime), aux aminosides (amikacine, gentamicine t@bramycine), imipénéme,
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ciprofloxacine, et triméthoprime-sulfaméthoxazolé2-185]. Toutefois, des niveaux éleves
de résistance a la ciprofloxacine ont été signptag P. mirabilis et Providenciadans les
hépitaux ou l'utilisation de cet agent est libr8d]L La résistance intrinseque a la tétracycline
peut étre utilisée comme un marqueur d'identifocatie ce micro-organisme.

En 1979, Chowvet al. ont signalé une émergence Rlemirabilis résistant a I'ampicilline,
a la céphalothine, la tétracycline, le chlorampb@éni la carbénicilline, la colistine,
triméthoprime-sulfaméthoxazole, la streptomycintdes aminosides [187]. Une épidémie de
P. mirabilis résistant a la fois a la gentamicine et a I'aptisgie chlorhexidine, ainsi que sept
autres agents antimicrobiens, a été signalée coétarg la cause des infections des voies
urinaires chez 90 patients en Angleterre en 19838][1ors d'une épidémie inhabituelle dans
une pouponniére de I'hdpital, la souchéPdenirabilis qui était responsable de bactériémies et
méningites des nouveau-nés était sensible a lacyeline. Ce modele antimicrobien trés

inhabituel a été utilisé comme marqueur de retrég@gidémiologie [189].

P. penneriest généralement plus résistants a la pénicifjuresP. vulgaris et son profil
de sensibilité reflete plus fidelement celui Be morganii que celui deP. vulgaris Ces
Proteeaesont généralement sensibles a la céfoxitine, aphalosporines a large spectre
(céfotaxime, ceftriaxone, ceftizoxime et ceftazidyn la céfépime, I'aztréonam, aux
aminosides, la ciprofloxacine, le tazobactam etiignéme [182, 185] et peut étre résistant a
la céfazoline, cefprozil, céfuroxime, céfamandolegfdinir, cefoperazone, loracarbef,
I'ampicilline, et les uréidopénicillines [190]. Danone étude en 1996, Fuaktsal. ont indiqué
gue la différence entre les tests de résistanceaatilziotiques par diffusion de disques et par
microdilution de bouillon dé€. vulgarisa été remarquable [182]. Dans cette étude, 10690 de
25 isolats dé°. vulgarisétaient sensibles a quatre céphalosporines aspeggre par diffusion
en milieu gélosé, mais seulement 64 et 40% étammibles a la céfotaxime et la ceftriaxone,
respectivement, par microdilution en bouillon.
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3. Le genreMorganella
3.1.Habitat et écologie

Le genre Morganella se compose actuellement d'une seule espBEganella
morganii avec deux sous-especemgrganii etsibonii[4]. C'est un organisme commensal qui
peut rapidement coloniser l'intestin de I'h6te ak@mcompagnement d’une hypertrophie des
plagues de Peyer et le développement de réponkgs spécifiques dans les cellules de la
lamina propria [191]. Les souches Me morganii sont également connues pour infecter le
tractus urinaire humain, le systeme respiratoirks esang, mais ils ont seulement été parfois

récupérés a partir de ces sources [192].

M. morganiise produit en faible nombre dans les matiéreddéates humains et des
animaux en bonne santé, y compris les chiens,dem® et les poulets [128, 193-195]. Son
habitat est peut-étre beaucoup plus varié, il asété a partir de serpents, poulets souffrant de
maladies respiratoires et des lésions oculairgshdgues et éléphants de mer [196-198]. Il est
difficile de savoir siM. morganii était I'agent causal dans ces maladies ou un isaltenr

opportuniste des tissus déja malades.

3.2.Pathogénicité

Bien que le role étiologique dBl. morganii dans la diarrhée n'a pas encore éte
clairement établi, il est constamment récupéré rdirpdes féces de patients diarrhéiques
suggérant une implication dans la maladie. En pgggains chercheurs ont constaté ijue
morganii est la seule espéece bactérienne potentiellemémbgene dans les selles de patients

diarrhéiques, renforgant ainsi sa prétention alétcause de la maladie dans ces cas [199].

En dépit de I'implication d&. morganiidans les maladies diarrhéiques, cette espece est
moins susceptible d'étre l'agent causal de I'UTin&ine queP. mirabilis Ceci est
principalement di a la faible vitesse de croissatekl. morganiidans l'urine par rapport a
celle deP. mirabilis et la nature de son uréase non inductible [20@n Bue n'étant pas un
contributeur majeur a I'UTI humain®). morganii a été impligué dans des épidémies de
septicémie et de bactériémie chez les humainssetmémaux [201-206]. La bactériémie

causée parM. morganii survient le plus souvent chez les patients qubivept une
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antibiothérapie postopératoire a based-dactamines. McDermott et Mylotte [204] ont étudié
I'histoire de 19 cas documentés de bactériemieséeaupaM. morganii chez des patients
hospitalisés et ont montré que la majorité de<tigas étaient soit postopératoire ou avait des
lésions associées de la plaie. lls ont concluMuenorganiiest une rare cause de bactériémie
et sa présence dans les cultures de sang peuiréimdicateur d'un environnement, comme la

chirurgie, qui est conduire & une épidémie d'inéechosocomiale.

3.3.Facteurs de virulence

Il'y a tres peu d’informations sur les facteurssatalence impliqués dans la pathogenéese
de M. morganii Malgré la rareté des rapports, les facteurs ddevice les plus importants
sont décrits ci-dessous, mais il convient de nqgtex les données détaillants I'efficacité de
chaque facteur de virulence peuvent étre minimepasiaussi importantes que celles des

facteurs de virulence d& mirabilis par exemple.

3.3.1. Hémolysine

La synthése de I'hémolysine intracellulaire a@@dq] parM. morganiisuit une tendance
similaire a celle observée avec les hémolysinek.dmli, P. mirabilis et P. vulgaris Emody
et al. [208] ont mesuré la virulence des souchedidenorganiide due a I'hémolysine. Les
souches sauvages Hly (+) et les transconjugantg-llgnt été trouvés plus virulentes que les
souches Hly (-) chez les souris et les embryongadiet. Cette virulence accrue semble étre
lié & la production d'une-hémolysine diffusible. Il y a une différence imfzorte entre les
hémolysines d&. morganiiet ceux dé”. mirabiliset P. vulgaris Koronakiset al. [209] ont
constaté que l'activité hémolytique dans toutesslesches testées dd. morganii était
extracellulaire, alors que dans toutes les soudedd. mirabilis et 60% de souches d&
vulgaris, I'hémolysine n'a été trouvé que associé aveccedsles intactes. La présence du
gene secrétoirdllyD chez M. morganii peut expliquer la différence dans les profils de

sécrétion observés dans ces deux genres.
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3.3.2. Uréase

Bien que tous les deuX. mirabilis et M. morganiipossedent une activité d'uréase avec
quelques similitudes, il existe également des wiffées significatives entre les enzymes qui
peuvent jouer un réle dans le choix de I'habitateeka pathogénicité. Par exemple, l'uréase de
M. morganiiposséde une affinité plus élevée pour l'urée guédse dd>. mirabilis mais ce
dernier hydrolyse l'urée a un taux de 6 a 25 fhis papide [210]M. morganiisurvit dans des
conditions acides et ses uréases se sont révédéacddivés in vitro par un pH bas, avec une
activité exceptionnellement optimale dans pH 5BL]2A cet égard, l'uréase d& morganii
est similaire a I'uréase &€ enterocoliticaet H. pylori, les deux pouvant hydrolyser l'urée a
des taux significativement plus élevés dans deglitons acides par rapport aux autres
bactéries pathogenes. Cette étude est une évaluaiiique de savoir si l'uréase dé.
morganii est un facteur important dans la pathogenése ftiie egpéce finira par exiger des

études in vivo avec des mutants uréase-négatif.

3.4. Sensibilité aux antibiotiques

Les souches dél. morganii sont sensibles & de nombreux agents antimicrobiens
actuellement utilisés, y compris la ceftazidime,ci&fépime, I'aztréonam, I'imipéneme, la
tazobactam, la ciprofloxacine, la tobramycine egeéatamicine. Tandis qu’elles sont souvent
résistantes aux céphalosporines récents, y cormgfipsozil, céfuroxime, loracarbef, Céfdinir,
et céfetamet [212]. Elles peuvent également étsistentes a la céfazoline, céfixime,

céfpodoxime et I'ampicilline.

Comme avec les souchesP®videncia spp., Morganellaont capables de produire les
B-lactamases. Lorsque les tests de sensibilité atigue sont effectués sur ces organismes,
un cadre de 3 a 6 h de temps ne peut pas étresamiffpour I'expression de tous les
mécanismes de résistance bactérienne et pourrbibudéer sur un rapport de fausse
sensibilité [213]. La fausse résistance peut égaense produire dans les tests avec
l'aztréonam grace a I'élongation des cellules awscde la croissance juste avant la lyse [214].

York et al. ont étudié l'incapacité de plaques de sensihififides MicroScan Walk/Away
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pour la détection de la résistance au céphalosgg®rinlarge spectre chez les souches de
Morganellaet et deProteusindole-positif [215].

4. Le genreProvidencia

4.1. Taxonomie et phylogénie

En 1962, Ewing a formellement proposé d'établirgienre Providencia incluant
différentes souches et biogroupes auparavant slasses le groupe Providence. Deux espéeces
ont été reconnues, a savdm, alcalifaciens(anciennement Providence sous-groupe Ap.et
stuartii (Providence sous-groupe B) [216]. En 1978, Breretenl. [217] ont fourni une
évaluation taxonomique détaillée des membres actled genreBroteuset Providenciaen
utilisant la cinétique de réassociation d’ADN. Lrinpipale conclusion de cette étude était que
trois especes devraient étre reconnus dans le geavedencia,a savoirP. alcalifaciens P.
stuartii, et P. rettgeri Cette étude a également révélé que le biogroépédente de.
alcalifaciens représenté une nouvelle espece mais non encoren@®mEn 1983, une
proposition formelle pour remplacer. alcalifaciens biogroup parP. rustigianiia été faite
par Hickman-Brennegt al.[218]. Cette étude a été suivie 4 mois plu tardyver autre réalisé
par Muller [219] qui a décrit une nouvelle espeeePdovidencia P. friedericianaisolée a
partir de 5 especes différentes de pingouin rétsddens un zoo en Allemagne. En 1986, une
cinquieme espece taxonomiquement définidPdavidencia, Providencia heimbachaa été
décrite par Muller 1986 [220] qui il a isolé a pades féces de pingouin et d'un foetus bovin
avorté. Une souche de cette espece a été récersokna partir de 'hnomme, en patrticulier,
les selles d'un patient atteint de diarrhée ididpae [221]. Il convient de noter, cependant,
gue cette souche posséde des différences bioctemigti physiologiques importantes par
rapport a la souche type de Muller. Bien que lacheuype est positif pour la phénylalanine
désaminase, la production de gaz a partir du ghluesde maltose et la fermentation de
mannitol, lisolat humain est négative pour cedsteEn outre, la motilité n'est observée

gu’apres 6 jours chez l'isolat humain, comparatieina 4 jours pour la souche type.
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4.2.Habitat et écologie

Les espéces du genRrovidenciasont toutes anaérobies facultatives et mobiles par
flagelles péritriches (figures 6 F, G.). Cependalst,ne présentent pas la différenciation
cellulaire et le comportement d'essaimage. La mialu d'uréase n'est pas caractéristique de
toutes les espéces Beovidencia avec seulement les souchesdeettgeriqui le produisent
[217].

P. stuartiise trouve le plus souvent chez les patients radsggs atteints d'infections des
voies urinaires. Les résultats des études de pstoathétérisés pendant de longues périodes
indiquent queP. stuartii peuvent souvent étre trouvées sur des surfacesattiéter aussi
souvent que des souches uropathogenes plus famies queE. coli, P. mirabilis,
Enterococcus sp.et P. aeruginosa222]. Il a été également isolé a partir des plades
brhlures et des bactériémies, qui indique en olatreathogénicité de cette espece [223].
Cependant, il se trouve, moins fréquemment, dassirections respiratoires, du tractus
gastro-intestinal et de la peau [222, 22 ]rettgeria de méme émergé ces derniéres années
comme un pathogéne nosocomial important. Cettecespeété isolée régulierement de
l'appareil urinaire des patients cathétérisés omunodéprimés et moins fréquemment de
matieres fécales humaines, de la bile et des expdicins [225-228]. Parmi les autres espéces,
P. alcalifaciensest un colonisateur intestinal et une cause re@uleugastro-entérite, il est
généralement isolés a partir d'échantillons deselVec d'autres agents pathogenes entériques
[229]. P. rustigianiia été isolé a partir de multiples sources humaghesimales, y compris
(bizarrement) les excréments de manchots [219,. 23@]également été confirmé comme un
habitant de tractus gastro-intestinal et est sauvmuvé dans le tractus intestinal des
mammiferes, tels que les humains et les porcs, &hendans chez celui des oiseaux de
I'Arctique, par exemple, des pingouins. Bien quitecespéce peut coloniser le tractus gastro-
intestinal humain et certaines des sources inciss matients diarrhéiques, mais aucun lien
direct avec la diarrhée a été établi. Le véritalibbe ecologique habité pBr heimbachaa'a
pas encore été déterminée, mais les preuves drstanggerent qu'il peut habiter le tractus
gastro-intestinal, comme cela est courant pourigses especes d&ovidencia[221, 230,
231].
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4.3.Pathogénicité

Les especes d@rovidencia qui ont été clairement identifies comme des agents
pathogenes so®. stuartii, P. rettgeriet P. alcalifaciens Dans la pathogénese humaine, le
membre le plus important du genre Bststuartii alors que la virulence de. rettgeriet P.
alcalifaciens est moins claire.P. stuarti, ainsi queP. mirabilis et M. morganij est
particulierement efficace dans la colonisation dathéters urinaires augmentant ainsi leur
capacité a provoquer une bactériurie ultérieuredadgessie et est un facteur de risque
important de bactériémie [232-236R. stuartii n'est pas particulierement envahissant,
toutefois, certaines circonstances ont tendancegenenter la probabilité d'une infection, y
compris le cathétérisme prolongé et la chirurgieaire. Cette espéece est également résistant a
de nombreux antibiotiques courants, y compris lgp@it des pénicillines, les aminosides, les
tétracyclines, les céphalosporines agées, le sétfamazole et la fosfomycine [237-240].
Cette résistance aux antibiotiques doRnetuartiiun avantage opportuniste chez les patients
nosocomiales. En outrB, stuartiia également été impliquée dans la septicémiegbéasctie),
avec des symptomes typiques que d'autres septgesaaf que I'effondrement vasculaire
n'est pas une caractéristique importante [241,. Bigh que les cas de septicémil.astuartii
prouvent genéralement étre fatale en raison dédstance aux antibiotiques, la survie des
patients en réponse au traitement médical a époraEpdans les études de cas individuels
[243] et, plus récemment, dans les enquétes épudiggigues a long terme [232, 235]. Dans
ce dernier cas, Woods et Watanakunakorn [235]ront/€ un taux de 25% de mortalité dans
une étude de 49 cas de bactériémie atuartii Considérant que 51% des patients dans cette
étude ont été infectés par plus d'une espéce mautér(bactériémies polymicrobien), le taux
de mortalité par la bactériémiePa stuartii seul est probablement plus faible. Les principales
différences entreéP. stuartii et P.rettgeri sont au niveau biochimiqué. rettgeri peuvent
métaboliser les sucres D-arabitol, I'adonitolétythritol. Par contre, la plupart des souches de
P. rettgeriprésentent des propriétés pathogénes similaicespadeP. stuartii Les infections
urinaires aP. rettgerichez les patients cathétérisés et autres sorgragat difficiles a traiter

en raison de la résistance multiple aux antibi@s244-246].

Contrairement &. stuartii et P. rettgerj P. alcalifaciensest un pathogene entérique

invasive et impliqués comme cause de maladies hdimues [247-251]. Dans les études
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utilisant des cultures pures provenant de spécimimnsselles, il a été montré que le
développement de la diarrhée est accompagnée llistopathologie intestinale typique que
les autres especes bactériennes invasives tekeShigella flexner{247]. Matharet al. [252]
ont ajouté plus de preuves pour la virulence degas ddé°. alcalifaciensenvahissante en
montrant deux modes d'entrée des bactéries darcelletes épithéliales. Le premier mode
d'entrée est par endocytose directe associée aollangrisation des composants du
cytosquelette, et le second mode par lequel le®has pénetrent a travers la perturbation des
jonctions serrées, et proliferent dans les espatexcellulaires. Les capacités invasivesRde
alcalifaciens ont été testés en cellules HEp-2 (une lignée deilee épithélioides d'un
carcinome du larynx humain) par deux groupes denfiiques indépendants [229, 247]. Les
deux groupes étaient en mesure de confirmer latyzdioé par les isolats de. alcalifaciens

alors qu'aucune souche HestuartiiouP. rettgeritesté n’envahi les cellules HEp-2.

4.4, Facteurs de virulence

Ce qui a eété étudié et contribue a la pathogénidéérovidencia sp comprend
I'adhésion cellulaire, la production de fimbriad'@taseP. stuartiia fait I'objet de la majeure

partie de la recherche.

4.4.1 Adhérence et fimbriae

Les infections des voies urinaires dudg. &tuartii persistent plus longtemps que celles
dues a d'autres bactéries Gram-négatives. Il su@§éré que la raison possible de cette
persistance accrue peut étre due a la capacke steiartiia adhérer au cellules uroépithéliales
[253]. L'adhérence aux cellules uroépithélialestpeve renforcée par I'expression de MR/K
(hémagglutinine) like fimbriae. Moblest al. [254] ont constaté qu'une proportion importante
de P. stuartii isolé de patients présentant une bactériurie dgue durée a exprimé les
fimbriae MR/K. Ces données ont montré le réle ingor de I'hémagglutinine MR / K dans la

persistance de UTIR. stuartii
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4.4.2. Uréase.

Alors queP. rettgeriest uréase positif, tout comme certaines souct&s dtuartii. En
fait, P. rettgeri et P. stuartii ont été initialement subdivisé en fonction de tadoiction
d'uréase [255]. Il existe certaines preuves quedeshes d@. stuartii productrices d'uréase
sont plus susceptibles d'étre impliqués dans lanisdtion a long terme des cathéters urinaires
avec le développement ultérieur des blocages dasférmation de calculs [256, 257]. les
souchesde P. stuartii productrices d'uréase ont également été trouvés pdiber la
croissancen vitro de E. coli sur les surfaces du cathéter et dans l'urine [258] avantage
adaptatif de la croissance peut expliquer pourdtiostuartii est I'espece dominante isolée

dans ces infections mixtes.

4.5. Sensibilité aux antibiotiques

P. rettgeriet P. stuartiisont généralement résistants a la gentamicire tebkamycine
mais sensibles a I'amikacine. Les isolats d'um@sasont sensibles aux céphalosporines orales a
spectre élargie, y compris le céfaclor, le céfurmi le cefetamet, la cefpodoxime, la
ciprofloxacine et I'amoxicilline /acide clavulanigy259]. Providencia sppsont également
sensibles a la thiénamycine, la céftazidime, late&ime, la céftizoxime, et la moxalactam.
Les autres choix pour la thérapie antimicrobienmmmmrendront la céftriaxone, la
mezlocilline, I'imipénéme et le triméthoprime/suff@hoxazole [260].

Dans une étude de surveillance continue de latiia de limipénéme et de la
ciprofloxacine avec des isolats cliniques non exige, Faset al. a indiqué que la sensibilité
de P. stuartii a la ciprofloxacine passés de 100 a 46% sur unedeede 6 ans dans leur
établissement, illustrant le potentiel d'émergetheaésistance dans ce groupe et la nécessité
des tests de sensibilité de routine [261]. La gtwsiité des souches dédorganella spp..,
Proteus vulgaris, Proteus pennezi Providenciasont capables de produire Ig¢actamases
inductibles qui hydrolysent les pénicillines et &&phalosporines primaire et a spectre étendu
[262]. Pour ces raisons, la sensibilité des souded3rovidenciadoit étre surveillée et des

tests spécialisés peuvent étre nécessaires.
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1. Cadre de I'étude et population étudiée

L'objectif de notre étude est dévaluer la fréquendisolement, les méthodes
d’identification et la caractérisation de I'antisé&sistance de souches Elteus, Morganella
et ProvidenciadPMP) de la famille de€nterobacteriaceaeesponsable d'infections chez des
patients hospitalisés dans différents services eotr€ Hospitalo-Universitaire Benbadis de
Constantine (CHUC), ainsi que des sujets non halgght venus en consultation externe, sur
une période d'une année. Au cours de cette péribiérents échantillons cliniques ont été

colligés a partir de différents prélevements (samgne, suppurations, etc.).

Dans ce travail nous avons commenceé par l'isolereetidentification des souches de
PMP par différentes méthodes (phénotypiques puidéculaires), la caractérisation
phénotypique de la résistance aux antibiotiquesnéin, la détermination moléculaire des
genes de résistance et leur séquencgage. Les séquatenues sont analyseées, par le logiciel
« codan code aligner », et comparées avec les me&ggidhomologues contenues dans la

banque informatique internationale dénomm&&enBank > a l'aide du logiciel Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.goy/

Il est & noter que les examens bactériologique®ntéalisés au niveau du laboratoire
de microbiologie du CHUC. L’étude moléculaire a ééalisée au niveau de I'Unité de
recherche sur les maladies infectieuses et traggscéamergentes (URMITE), UMR CNRS-
6236, IRD189, IFR48, Faculté de Médecine et de riRheie, Aix-Marseille-Université,
Marseille, France.

52



Materiel et Méthodes

2. Types de prélevement et leur mode de traitement spéique

2.1.Materiel biologique

Il est souhaitable d'effectuer les prélévementsntavdinstaurer un traitement
antibiotique.

2.1.1Urine

Ce prélevement peut étre réalisé chez des sujets :

2.1.1.1. Sans sondage cette technique n’est possible que chez les soggiables de
maitriser leur miction.

Chez 'homme et le garcon : le prélevement sedpies un lavage soigneux du méat
urinaire au dakin ou au savon doux. Apres élimaratiu premier jet, on recueille les urines

du matin au milieu du jet dans un flacon stéraefih du jet est jetée.

Chez la femme et la fillette : le prélévement sedprés nettoyage soigneux au dakin du
méat urétral et de l'orifice vaginal. Le recueilfa@ au milieu de jet des urines de la premiére

miction du matin si possible en dehors des périotksstruelles ou d'infection vaginale.
Chez le nourrisson on utilise soit la technique de

- Recueil "a la volée" ou milieu de jet :c'est la technique a privilégier: en réduisant la
contamination des urines par la flore périnéale, adsure une meilleure fiabilité des résultats.
Cette technique est utilisable chez les nourrisspriidurinent en général toutes les 20 a 30
minutes. Aprés une toilette soigneuse de la vulvew prépuce et du gland de I'enfant, il faut
allonger I'enfant, sans couche ou couche ouvartg;es genoux et se tenir prét a recueillir les

urines du milieu du jet au moment de la mictionrgponée.

- Recueil d'urines a l'aide d'un collecteur (poche)aprés une toilette soigneuse de la
vulve ou du prépuce et du gland de I'enfant au rsasaivie d'un rincage a l'eau et d'un
séchage, ou nettoyer a l'aide d'une lingette detimnfite. Il faut détacher et jeter la découpe
centrale de la poche et retirer le revétement ootiege I'adhésif. Appliquer en massant pour
garantir une bonne adhérence. Si l'enfant n'a pee wu bout de 30 minutes, retirer
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impérativement la poche (risque de contaminatiosn ukines), refaire une toilette locale et
mettre en place une poche neuve. Dés que la miasbnterminée, retirer la poche en

soulevant un coin et en détachant doucement.

2.1.1.2. Ayant une sonde urinaire : urétrale, suspubien, d’'urétérostomie ou de
néphrostomie. Quelque soit le systeme de draintiggéwpour ponctionner, on doit clamper le
tuyau d’évacuation pendant 10 minutes afin de dailarine s’accumuler en amont, puis on
ponctionne la tubulure apres désinfection a I'dl¢odé de la région ou on va ponctionner. Il

ne faut pas déconnecter le systeme de drainagiguester ferme.

2.1.2 Pus et suppurations

Les suppurations peuvent étre séparées en deweslas

2.1.2.1. Profondes : il s’agit de prélevements provenant de zonesopaes fermées,
normalement stériles comme le liquide des séreleséiguide pleural, le liquide articulaire, le
liquide péricardique, le liquide synovial, etc. Qaglévements sont obtenus a l'aide d’'une
aiguille montée d’'une seringue, ou bien par pomcéidravers la peau ou les muqueuses apres
une désinfection soigneuse du point de la ponction.

2.1.2.2. Superficielles: il s’agit de collections suppurées provenant denes
superficielles possédant leur propre flore commien@scarres, brilures). On enléve au début
les débris cellulaires et tissulaires par lavagecade I'eau physiologique. Puis a l'aide d'un

écouvillon on fait le prélevement le plus proforasgible.

2.1.3. Hémoculture

Le prélevement du sang pour hémoculture est réedlis® de la suspicion d'une
bactériémie. Il consiste a recueillir du sang, iggpment, au cours d’'une méme ponction,
dans 2 flacons, type flacon de Castaneda, l'unirdestux bactéries aérobies et I'autre aux

anaérobies.

La ponction veineuse est la seul méthode valable pcélever le sang en vue d’une

culture bactériologique. Les autres sites de pedleants, notamment les recueils de sang a
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travers un dispositif intravasculaire, augmenteat fdcon significative la fréquence des

contaminations.

Il faut prélever une quantité de sang suffisan@e il chez I'adulte et 2 a 5 ml chez

I'enfant.

On réalise en général 3 prélevements, a environhguge d'intervalle, effectués si
possible au moment d'un pic d'hyperthermie ou @thgrmie ou lors de frissons qui signent
une décharge bactériémique.

2.1.4. Ponction lombaire

Le prélévement de Liquide Céphalo-Rachidien (LC&Y, réalisé le plus souvent en
urgence lorsqu'une méningite est suspectée.

Apres désinfection cutanée du site de ponctioregtdains du manipulateur, le LCR est
préleve par ponction des espaces arachnoidiendalaggion lombaires a l'aide d'une aiguille
a ponction lombaire. Le LCR est obtenu apres ponatntre les vertébres-Ls ou Ls-S;. Le
patient doit s'allonger sur un c6té et courberds (en repliant les genoux vers la poitrine).
Une anesthésie locale peut étre réalisée.

2.1.5. Ponction pleural

La ponction pleurale est le prélévement du ligusderété de maniére anormale par la
plevre qui est I'enveloppe qui entoure les poumamsrecueil du liquide s'effectue entre 2
cOtes soit par aspiration par une sonde reliée\ddenmural, le liquide étant recueilli dans un
bocal, soit par aspiration a la seringue.

2.1.6. Ponction d’ascite

Cet examen permet de prélever un peu de liquidesgurouve anormalement dans la
cavité abdominale, entourant les organes. Le peéient de ce liquide est effectué a la
seringue, l'aiguille est introduire au niveau da éxterne de la ligne reliant 'ombilic a I'épine
iliague antérosupérieure gauche, aprés une désorfelarge de la paroi abdominale. Ce

prélevement est contre indiqué s'’il y a baissefdeteurs de coagulation.
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2.1.7. Prélevement endotrachéal

Le prélevement est réalisé chez un malade intub&amhhéotomisé. Les échantillons
d’aspirat endotrachéal, doivent étre recueillisfatmn stérile, dans un tube endotrachéal en
aspirant dans un collecteur stérile. Cette tecteniggl doit étre utilisée que par un personnel

médical bien formé.

2.1.8. Dispositifs de soins (sondes, cathéters et drains)
L’ablation du dispositif de soins doit se fairerdément, et son extrémité distale (la
totalité de la partie insérée pour les cathétewstsp5 cm pour les cathéters longs) coupée et

adressée au laboratoire dans un flacon stérile.

2.2. Transport :

Dans chacun de ces cas, les renseignements eigannexe 1) sont indispensables
pour orienter la recherche bactériologique et wbfféier les contaminants des germes
infectieux. En cas de traitement antibiotique, la les molécules utilisées doivent étre
indiquées. Les prélévements doivent étre achemmédaboratoire le plus rapidement

possible.

2.3.Examen macroscopique

Il oriente la recherche bactériologique et il pséda couleur ou I'aspect du prélevement,
on doit noter :

- L’aspect du liquide : trouble, purulent, clair.

- La couleur : hématique, jaunatre, blanchatre.

- La consistance : fluide, semi- fluide, épais, vesax

- L’odeur : une odeur fétide peut orienter vers umgeanaérobie.

2.4.Examens microscopiques

2.4.1.Examen a I'état frais

2.4.1.1. Examen cytologique

L’étude quantitative est essentielle pour I'étudeldCR et des ponctions. Cet examen

comporte la numération a l'aide d'un dispositilianaration, type cellule de Malassez ou bien
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cellule de Nageotte, on dénombre les différentmétds figurés contenus dans un volume
donné du prélevement a étudier, qui doit étre affede plus rapidement possible apres le

préléevement.

2.4.1.2. Examen entre lame et lamelle
Un examen direct a I'état frais permet d’apprétayondance de la flore microbienne et
surtout d’observer la mobilité des bactéries. Hnpet aussi de renseigner sur la présence ou

'absence des cellules telles que les globulescBldas hématies, les cellules épithéliales...

2.4.2 Examens apres coloration

2.4.2.1. Coloration au bleu de méthylene

Cette coloration permet de confirmer la cytologégadobservée grace a la cellule de
Nageotte. Elle permet d’apprécier la réaction ¢aille, car il est important de savoir si la
reaction est faite de lymphocytes ou de polynucisai

De plus, cette coloration permet de faire la mise&@dence éventuelle de I'état de ces
cellules (intactes ou altérées), et de la bactéadprme (cocci, bacille) et sa disposition par
rapport aux cellules (intra ou extra cellulairey présence d’'image de phagocytose du germe
est évocatrice de sa responsabilité dans le dédwement de I'infection. De plus, elle permet
d'apprécier l'agencement des bactéries (isoléeqloabques, flammes de bougies,
diplobacilles...)

2.4.2.2. Coloration de Gram

La coloration de Gram permet d’étudier les affigitiéictoriales des germes, renseignant
aussi sur la prédominance des espéces présentgsutlis’agir d’'une espece pure ou au
contraire d’'une flore complexe. Le résultat estlaécen bactéries a Gram positif ou & Gram
négatif.

NB : lesPMP sont des BGN polymorphe, tres mobiles, mais gasemblent aux autres

entérobactéries du point de vue morphologique.
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3. Mise en culture et isolement

Vue la diversité des échantillons, la mise en caltécessite l'utilisation de milieux
spécifiques et l'incubation dans différentes atrhesgs (aérobie, anaérobie 0O gélose au
sang cuit (chocolat enrichi) sous g@eélose au sang frais, gélose Chapman, Hektoen et
gélose nutritive.

Dans le but d'isoler le®roteus, Morganellaet Providencia,toutes les coloniegui
poussent apres 18 a 24H d’incubation a 37°C sugésses d’'Hektoen, gélose nutritive,
gélose au sang cuit ou gélose au sang frais, girgeentent I'aspect des colonies specifique
de PMP (Colonies grosses, non hémolytiques, envahissafip la surface de milieux riches
en ondes concentriques pour RBr®teuset présentent une odeur désagréable caractéestiqu
ont fait I'objet d’une suite d’étapes d’identifican.

4. |dentification des souches isolées

Les bacilles du groupMP colligés sont identifiés grace a 3 méthodes difiées

4.1. Tests biochimiques

Les tests biochimiques constituent une approchssigae pour lidentification des
bactéries, ils sont particulierement utiles poudé&ermination de certaines espéces et sous
especes de bactéries. Il est possible de conmeitt@nes caractéristiques du métabolisme des
bactéries isolées.

4.1.1 Méthode classique (Annexe 3)

Apres ensemencement sur milieux gélosés et caoradée Gram, toutes les souches qui
ont poussé sur Hektoen et gélose nutritive sonttiiies selon les méthodes classiques
utilisées au laboratoire de microbiologie de CHUC wilisant les galeries biochimiques

classiques spécifiques pour entérobactéries. Gesagacomportent les tests suivants :

» Gélose T.S.I(Triple Sugar Iron agar): cette gélose permet tideation des
entérobactéries par la mise en évidence rapida terhentation du lactose, du glucose (avec

ou sans production de gaz), du saccharose etgitedaction de sulfure d’hydrogene&).
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» Milieu mannitol-mobilité-nitrate : il est utilisé pour la différenciation rapidesde
entérobactéries, en recherchant la mobilité, iBatilon du mannitol et la réduction des nitrates.

» Milieu au citrate de sodium (milieu de Simmons). c’est une gélose inclinée qui
permet de mettre en évidence l'utilisation du t@étraomme seule source de carbone et
d'énergie. Ce caractére est intéressant pour miisai les bactéries entre-elles et ainsi de les

identifier.

» Milieu urée-indole : ce milieu permet de mettre en évidence chez leés@dctéries
la présence d'une uréase, d’'une tryptophane-désamiiTDA) ainsi que la production
d’'indole. Il permet ainsi la différenciation présptive des bactéries possédant ces caracteres.
La dégradation de l'urée par les bactéries possédam uréase s’accompagne d'une

alcalinisation qui provoque le virage au rougeefiale I'indicateur coloré (rouge de phénol).
Le milieu contient du L-tryptophane :

* sa dégradation par les bactéries possédant unepghgnase s’accompagne d'une
production d’indole, révélée au moyen du réactif Kisvacs : en cas de réaction indole
positive, un anneau rouge apparait en surface dilld

» sa dégradation par les bactéries possédant uteghgne-désaminase s’accompagne
d’'une production d’acide indole-pyruvique révéléenaoyen d’une solution de perchlorure de

fer par I'apparition d’un precipité brun noir.

» Milieu de Clark et Lubs : ce milieu permet I'étude de la voie de fermentation

glucose. Chez les BGN, la fermentation du glucmseluit & la production :

» Soit de nombreux acides par la voie des fermemsitiies acides mixtes qui sont mis
en évidence par le test RM (au rouge de méthylg)cgnsiste a apprécier le pH du milieu
apres 24 heures de culture :

- soit le pH est supérieur a 7 : le test est dijatié: il y a eu une faible alcalinisation ou
une réalcalinisation.

- soit le pH est inférieur a 4,5 : le test estpdisitif : il y a eu une forte acidification qui
s'est maintenue.

59



Materiel et Méthodes

Cela laisse supposer que :

- les bactéries RM + sont des bactéries produdestacides organiques par la voie des
acides mixtes

- les bactéries RM - sont des bactéries qui ndatilt pas la voie des acides mixtes, mais

celle du butane-diolique (voir VP).

» Soit de l'acétoine produit par fermentation buthokue qui est mise en évidence
par le test VP (Voges-Proskauer), qui consiste @irenen évidence, par une réaction colorée

en rose aprés 15min, le butanediol et I'acétoine.

4.1.2.Systeme API 20 E (Annexe 4)

A l'issu de l'identification classique réalisée tautes les souches isolées, 108 souches
ont été sélectionnées au hasard pour reverifigdedtificqtion par les galeries biochimiques
API 20E (Analytical Profile Index) BioMerieux (Mey I'Etoile, France). Cette galerie préte a
'emploi est un systeme standardisé permettantedtifier des bacilles a Gram négatif
appartenant a la famille désnterobacteriaceaelLa technique consiste a réaliser 23 tests
biochimiques, puis interpréter les résultats adBade la base de données présentée sur le

catalogue analytique API 2@ournis par Bio-Mérieux.

La galerie est constituée de 20 microtubes contahesisubstrats déshydratés, lesquels
sont mis en solution par I'addition d’'une suspendie la bactérie a identifier. Une période
d’incubation de 18 a 24 heures ¥@7ermet a la bactérie de réagir avec les substrass
réactions produites apres la période d’incubatiertraduisent par des virages colorés. La
compilation des résultats de l'utilisation des s$tdis par la bactérie a identifier permet de

déterminer un code de 7 chiffres qui correspondeahactérie bien déterminée.
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Figure 9. Galerie API 20E identifiar®.mirabilis

Il est a noter que les 108 souchesPMP, qui vont subir l'identification moléculair
ont été conservées sur géelose de contion, « Stock Culture Agatte 3 ml » de BioMerieux
(Marcy I'Etoile, France), spécifique pour I'entegti desEnterobacteriaceaelLes bactéries
restent viables pendant environ 5ans a 18 a 2

4.2. Spectrométrie de masse MALD-TOF

La spectrométrie de masse MAL-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonizati
Time-of+Flight) est une technique qui permet l'identificatides microorganismes par anal
de leur contenu protéique. La premiére utilisatide la spectrométrie de massour
I'identification des bactéries date de 19[263]. Cette méthode analyse le déplacen
d’entités ioniques dans des champs électromagmstiqun mélange matri-€chantillon
cocristallisé sur une surface métallique ou cib# soumis au tir d'un faieau laser
permettant sa désorption et son ionisation. Le sed®vol de ces ions obtenus a partil
bactéries entieres est mesuré et permet I'obtedtiom spectre de masse. Parmi les nomb
pics produits, les principaux correspondent a destémes ribosomales et semble
spécifiques d’espece [264]
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Le protocole appliqué pour identifier les souchestériennes isolées, réalisé aux
laboratoires de 'URMITE de la Faculté de Médecite I'Université de la Méditerranée

(Marseille, France), est le suivant:

4.2.1. Nettoyage de la cible

Il consiste a rincer la plaque avec de I'eau chgudie la frotter avec du papier en
versant dessus de I'éthanol a 70%. La cible estienglongée dans I'éthanol pendant 15 mn,
frottée avec 50 du TFA (Acide TriFlurocetique) a 80% puis rincaeec de I'eau HPLC.

Cette derniere est, enfin, laissée sécher a itaiz.|

4.2.2. Préparation de la matrice

Une matrice solide est utilisée comme véhicule pawgubstance a analyser a l'aide de
laser pour I'analyse MALDI. Cette matrice permetptdetéger I'échantillon d’'une ionisation
directe, de refroidir les ions grace a une distidyu plus fine de I'énergie cinétique,
d’améliorer le rendement d’ionisation et aussi depas ajuster la longueur d’onde de travail

du laser a la longueur d’onde d’absorption de chasphantillon.

Une solution de matrice saturée a été préparés, wuel hotte chimique, dans un tube
Eppendorf par addition de 2 spatules de la matfigpiqguement d’alpha- cyano- 4
hydrocinnamic acide, HCCA) a 5Q0 d’acetonitril HPLC, 250ul de TFA a 10% et 25Ql

d’eau HPLC, une petite quantité de matiére inselast observée.

La solution est agitée, soniquée au bain a ultageendant 10 minutes), centrifugée a
13000 rpm pendant 5 minutes et le surnageantaestféré dans un tube a Eppendorf propre.

La matrice est, ainsi, préte a I'emploi.

4.2.3Préparation des échantillons et analyse spectromégue

Pour chaque souche, une seule colonie bactériefunge culture pure de 24h, a été
déposée, sous un PSM (poste de sécurité microimoley sous forme d’'un fin frottis

d’environ 5mn3 sur les spots & la surface de la plaque métalkeneant de cible aux tirs du
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laser. Afin de réduire le risque d’erreur, 4 spots ont gtalisés pour chaque souche. Des
témoins positif et négatif ont été utilisés. Aps&chage sous hotteyl2 de matrice cyano-
hydroxycinnamique ont été ajoutés sur chaque §pwt. seconde étape de séchage sous hotte
permettait sa cocristallisation avec I'échantillzactérien. La cible est ensuite introduite dans
l'appareillage (Microflex LT3, Sy004510, Bruker Dahics, Wissembourg, Allemagne) et
exposée, sous-vide, aux tirs du laser apres resagksde la fiche du logiciel MALDI Biotyper

Automation Control et lancement de spectrométredsse : Microflex.

4.2.4. Traitement des données avec le logiciel Biotyper@(Bruker Daltonics)

Le temps de vol des espéces ioniques et les spedremasse ainsi obtenus sont
analysés grace au logiciel Biotyper 2.0 (Brukent@dts) dans le contexte d'une identification
microbienne. Cette identification étant basée awoimparaison de la position, la fréquence et
l'intensité des pics du spectre de masse inconeg &ws les spectres typigues enregistrés
dans la banque de données d’empreintes spectrale®uthes de référence. Un score de
correspondance basé sur les masses identifieemurecdrrélation d'intensité est généré et
utilisé pour le classement des résultats. Un sente 2,33 et 3 est considéré comme une tres
probable identification d’espéce, entre 2 et 2,8&me une bonne identification de genre et
une probable identification d’espece, entre 1,7,899 comme une probable identification de
genre, requérant d’autres tests. Les scores ioférge 1,999 ne permettent pas l'identification

et I'échantillon doit donc étre repassé ou sound&@atres tests.

4.2.5. Création de MSP dendrogramme

Le dendrogramme, basé sur les spectres obtenusrééspar la méthode standard de

MALDI Biotyper MSP (Bruker, Bréme, Allemagne) enlisaint le logiciel « Biotyper 3 ».

L’identification par MALDI-TOF MS est comparée alleebasée sur l'analyse de la

séquence du gene ADNr 16S.
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4.3. Identification moléculaire par séquencage de geneDNr 16S

L’outil universel d’identification moléculaire ba@ienne est le géne ADNr 16S [265,
266]. Il mesure environ 1500 paires de base, iluevéentement et posseéde des séquences
hautement conservées en 5’ et en 3’ ce qui pereraploi d’amorces universelles. Plusieurs

milliers de séquences de ce gene sont actuellesposées dans les banques de données.
4.3.1. Préparation de 'ADN

La préparation de 'ADN génomique a été réaliséeneculant directement la colonie
dans le milieu réactionnel de la PGBo{ony PCR comme décrit par Hofmann et Brian [267].
Durant les premiéres étapes de dénaturation, ledesesont lysées et leur ADN est libéré

dans le milieu réactionnel. L'ADN ainsi libéré seéonc de matrice.

4.3.2. Polymérase Chain Réaction (PCR) standard

Mise au point par Kary Mullis eal. en 1986 [268], la PCR consiste a amplifier
spécifiquement une séquence cible. Les réactiammlification de géne codant pour I’ADNr
16S sont réalisées avec des couples d’amorcesrseiles spécifiques (FD1 et rP2) comme
décrit par Weisburg etl. [269] (Tableau 8), dans un thermocycleur de tyjmplied
Biosystems® en présence @aq DNA Polymerase (QIAGEN) en respectant les condgio
d'utilisations spécifiées par le fournisseur. Lesplicons sont ensuite purifies et séquencés.
Les seéquences sont comparées a celles déposées um@nsbanque de données

(http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/blat

Tableau 8.Séquences des amorces utilisées pour la PCR stashel #ADNr 16S

Taille du
Gene Amorce | Sequence 5'-3' _ Références
produit de PCR|
FD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
16S rDNA (~1500 pb) [269]
rP2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT
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4.3.2.1. Réalisation et programme d’amplification

L’amplification est réalisée a I'aide d’'un thermaotgur de type Applied Biosystems®.
Une plaque de PCR a 96 puits, BioRad, est utiks@&e un volume réactionnel de g0 (dont
45 uL de mélange de réaction etub d’ADN a amplifier) dans chaque puit. Le mélange d
réaction PCR «mix» pour chaque échantillon estilt#tdans le Tableau 9. Pour chaque

échantillon, 3 réactions sont préparées.

Tableau 9.Mélange réactionnel de préparation du Mix pour RERdards

Mix PCR pour une réaction Volume (enul)
dNTP 5

PCR Buffer 10x 5

FD1 1

rP2 1

Taq DNA polymérase 0.25

H,O UP 32.75

DNA 5

Volume total 50

L’opération débute par une dénaturation initia4&C pendant 4 min, ensuite 35 cycles
comportant 30 secondes de dénaturation a 94°Cedéndes d’hybridation a 55°C, 2 min
d’élongation & 72 °C et enfin terminée par une gddion finale & 72°C pendant 7 min

permettant de terminer la synthése des brins invéshe

4.3.3Mise en évidence des amplifiats

Afin d’évaluer la réussite de l'amplification, leopuit de PCR est soumis a une
électrophorese sur un gel d'agarose a 1% immergé da tampon TBE (TRIS, Borate,
EDTA) a 5%. La migration est faite pendant 20 m@susous un voltage de 135V.
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4.3.3.1. Préparation du gel d’agarose

Un gramme de poudre d’'agarose est dissout dansli®tampon TBE (Tris-Borate-
EDTA) 5 X. Le mélange est mis a fondre dans un foumicro-onde jusqu’a obtention d’un

gel transparent qu’on doit laisser refroidir.

Une solution de bromure d’éthidium (BET) est ajeufg fois 30ul pour 50ml de gel) et
mélangée. Le BET est utilisé comme révélateur deisles nucléiques, il émet une
fluorescence lorsqu’il est exposé a une lumiereaubblette. Enfin, le gel est coulé dans le

support du gel apres avoir mis les peignes etdaisisoidir jusqu’a solidification.

4.3.3.2. Electrophorése des produits d’amplification

Apres polymérisation du gel, ce dernier est pleaésda cuve d’électrophorese remplie

avec le tampon TBE 5X (le gel doit étre totalememnhérge).

Un prélevement de BL de chaque échantillon amplifié, avec le témoigatié et le
témoin positif, est mélangé aveqR de tampon de charge (10 X Blue Juice), dont le &8t
d’augmenter la densité du mélange, donc de faciétdépot de I'échantillon dans les puits, et

de pouvoir suivre la migration.

Un marqueur de poids moléculaire [100 Base-Paiddén (G752A, 31249501, Bench
Top pGEM DNA Markers)] est choisi etid sont déposés dans le premier puit de chaque gel.

La migration est effectuée sous 135 V pendant umnéedde 20 minutes environ.

Une photographie du gel déposé sur un transillutaumaJV est prise a l'issue des 20
minutes de migration pour la visualisation des leantla présence de la bande qui correspond
au fragment amplifié est comparée avec le marqdeupoids moléculaire en utilisant le

témoin positif. La taille attendue est d’envirorD05pb.

4.3.4 Purification de 'ADN

Apres électrophorése, la présence des bandes ADMrE&e sur le systeme d’imagerie

a UV. Afin de purifier le produit de PCR de la réan résiduelle, comme les dTNPs non
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constituées, les amorces et enzymes résiduellepeauient interférer avec les méthodes
suivantes de séquencgage d'ADN, on ajoute au pré&ir 10QI d’eau ultra pure, puis on
transfert le tout dans une plaque a filtre pourefd premiére purification, on dépose cette
plague a filtre sur une pompe sous vide pendamhi20a 25 bar de pression (filtration sous
vide). Ensuite on ajoute 50 d’eau ultra pure et on agite pendant 20 min suagitateur de
plagues. Le produit est purifié et prét pour la F&&Dye.

4.3.5S5équencage

Le séquencage est réalisé selon la méthode de ISangdiée [270], en utilisant le kit
BigDye Terminator v3.1 Matrix Standard Kit (Appli&iosystems, Foster City, CA, USA) et
le séquenceur automate ABI 3730 (Applied Biosysjems suivant les recommandations du

fournisseur.

4.3.5.1. PCR Big Dye

Les produits amplifiés d'environ 1500 pb sont ségés en utilisant une modification de
8 amorces comme décrit sur le tableau 10. Le sé&€qgenest effectué en utilisant le kit de
séquencage «Big Dye Terminator Cycle Sequencingpplied Biosystems). Cette étape
consiste a amplifier le Forward et le Reverse s#pant pour les séquencer par la suite. Le
milieu réactionnel est composé deuhd’ADN a séquencer, deuRde « Terminator ready
reaction mix » [(Taq polymérase, dNTP, ddNTP masqo# un composeé fluorescent (« dye
»), de 3l de tampon de dilutiorBijgDye TerminatoiSequencindduffer)] et de 1l d’amorces
dans un volume final de gD(Tableau 11) dans chaque puits. Pour chaque aniordiquée
dans le tableau 10, 2 mélanges réactionnels saliséé séparément : un pour le Forward et
l'autre pour le Reverse. L'élongation des amorteftestue dans un thermocycleur Bio-rad en
25 cycles selon le programme décrit dans le takl@au
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Tableau 10.Séquences des amorces utilisées pour laBiGBRye® de 'ADNr 16S

ces

Gene Amorce | Sequence (5'-3") Référen
FD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (269]
rP2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT
536-F CAGCAGCCGCGGTAATAC
536-R GTATTACCGCGGCTGCTG

16S rDNA
800-F ATTAGATACCCTGGTAG 271]
800-R CTACCAGGGTATCTAAT
1050-F | TGTCGTCAGCTCGTG
1050-R | CACGAGCTGACGACA
Tableau 11.Mélange réactionnel pour la P@yyDye®

Composants pour Forward Composants pour Reverse olumé (ernul)

Buffer Buffer 3

Mix Big Dye Mix Big Dye 2

Amorce F Amorce R 1

ADN a amplifier ADN a amplifier 4

H,O UP H,O UP 10

Volume total 20

Tableau 12.Programme de I'amplification de la PERyDye®
Températures 96°C 96°C 50°C 60°C
Temps 2min 10sec 5sec 4min
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4.3.5.2. Purification par Sephadex

La purification de '’'ADN obtenu est faite sur cofas de résine Sephadex® G50 de la
marque sigma, en chargeant la résine seche Se@daald0 superfine dans les puits d’'une

plague MultiScreen HV, format HTS en utilisant leaogeur de colonne de 4bcomme suit:
- Déposer la résine Sephadex® G 50 dans chaquedpul) u chargeur de colonne.
- Retirer I'exces de résine avec la raclette.

- Placer la plague MultiScreen HV a I'envers suriargeur jusqu’au butoir et retourner

'ensemble.
- Taper sur le chargeur pour évacuer la résine aguiatjue.

- Ajouter 300ul d'eau ultra pure dans chaque puit contenant desdme, fermer la

plague avec son couvercle et laisser incuber 3e8autempérature ambiante.

- Une fois les mini-colonnes gonflées dans la plagutiScreen, placer cette derniére
sur une plaque de micro-titration au format stath@ puits et centrifuger 'ensemble a 1200

rpm pendant 5min & 10°C pour éliminer I'eau et caotgr les mini-colonnes.

- Déposer délicatement les produits PCR Big Dye #ipuau centre des mini-colonnes,
et placer la plague MultiScreen HV sur une deuxig@tague de polypropyléene au format
standard 96 et centrifuger (& 1200 rpm pendant 2niif°C) pour collecter les produits PCR
purifiés dans I'eau. Cette plague est ensuite nesxve@ par un tapis de protection. Ainsi le

produit récupéré est prét a étre séquence.

4.3.5.3. Séquencage

Sur la machine du séquenceur automate du modéle3&B0 (Applied Biosystems,
Foster City, California, United States). On comneepar remplir les fiches pour séquencage
sur le logiciel, aprés, on met la plaque pour lgusécage sur le support et on la dépose dans

le séquenceur automate ABI 3730 pour en fin lenaeth marche. La longueur des séguences
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obtenues pour chaque amorst différente, mais ces amorces sont suffisantas foairnir la

couverture de séquence (fig 10.).

fD1 536f 800f 1050f i
1 1500
e — £ e
536r 800r 1050r P2

Figure 10. Amorces universelles pour le séquencage ADNr 16S

4.3.6 Analyse des séquenc

Les résultats du séquencage des fragments d’ADNifags sont obtenus sous forr
d’électrophorégrammes bruts. Ces derniers sontahg®is par le logiciel SequenceScar
(Applied Biosystems). Les alignements du couple sggiences sens/antisens sont effec
par le logiciel codon code Aligner pour définir séquence consensus qui sera analys
corrigée par la suite par le méme logiciel. Lesuséges obtenues sont comparées 3
séquences homologues contenues dans la banquemanifyue internationale de donne
dénommeée « GenBank » a l'aide de Blastsic Local Alignment Search Tool) dans le ¢

web de Genbankh{tp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.) afin de déterminer leur affiliatic

phylogénétique. Les résultats obtenus sont exprangsourcerage de similarité de la souc

a identifier avec les espéces les plus pro[272].

4.3.7.Analyses phylogénétiques des séquences et constiatt des arbres

phylogénétiques

Pour les analyses phylogénétiques et la construafiarbres phylogénétiques c
montent la position taxonomique de chaque isolat, kgusnces sont coupées afin
commencer et finir a la méme position nucléotidicqaeur toutes les souches étudie
L’alignement multisequence est effectué en utiidanprogramme Clustal X , Versic2.1

[273]. Les arbres phylogénétiques sont obtenues a piartiéquences d'ADN, en utilisani
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méthode de neighbor-joining avec le modele de ctioe de la distance de Kimura
« Kimura's two-parameter » (K2P) par le logicielddét [274].

4.4.Identification moléculaire par séquencage de genmpoB

Cette étape est réalisée pour seulement 30 soech&mction de la disponibilité des
amorces. L'amplification de géne codant pourgeB est réalisée en utilisant les amorces
CM7F et CM31bR [275] décrites dans le Tableau ¥ niix de réaction PCR pour chaque
échantillon est préparé en utilisant le Master MiQuantiTect »de (QIAGEN) comme
détaillé dans le Tableau 14. La PCR s'effectues dam thermocycleur Bio-rad selon le
programme suivant : une dénaturation initiale aC%endant 10 min, ensuite 36 cycles
comportant 30 secondes de dénaturation a 95°Ce@&@ndes d’hybridation a 53°C, 3 min
d’élongation a 72 °C et enfin terminée par une gdion finale a 72°C pendant 10 min
permettant de terminer la synthese des brins iva@shée reste des étapes d’identification par

séquencage de gene rpoB est réalisée par les nééapes que celles du 16S rDNA.

Tableau 13.Séquences des amorces utilisées pour la PCR stegidaBigDye® de I'rpoB

. Taille du produit]
Gene | Amorce Sequence 5'-3' Références
de PCR

CM7-F AACCAGTTCCGCGTTGGCCTGG
rpoB (~1100 pb) [275]
CM31b-R | CCTGAACAACACGTCGGA

Tableau 14.Mélange réactionnel de préparation de Mix pour R@Rdards

Mix PCR pour une réaction Volume (gh
Quantitect Probe PCR Master Mix12.5

FD1 0.5

rP2 0.5

H.O UP 6.5

DNA 5

Volume total 25
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5. Détermination des profils de résistance

5.1.Tests phénotypiques
5.1.1 Antibiogramme

La sensibilité des souches aux antibiotiques &tédliée par la méthode conventionnelle
de diffusion des disques en milieu gélosé de Muéllaton (MH) et les criteres de lecture et
d’interprétation ont été ceux du Clinical and Ladory Standards Institute (CLSI) pour
I'Antibiogramme réalisé au laboratoire de microbgie du CHUC, et du Comité de
I’Antibiogramme de la Société Francaise de Micrtdmee (CA-SFM) (www.sfm.asso fipour
celui réalisé a 'URMITE.

Les géloses sont ensemencées a l'aide d'un écanndl partir d’'une suspension de
germes a 0.5 MacFarland de turbidité de facon &nibune concentration finale de ®10
UFC/ml, conformément aux recommandations de la EMSDes disques d’antibiotiques
sont déposeés a la surface des géloses, a l'aidediStributeur.

Au cours de notre travail, I'antibiogramme estisélpour détermindn vitro le profil
de résistance de toutes les souchePM® isolées a 14 antibiotiques communément utilisés
en meédecine humaine pour le traitement des maladiesgine infectieuse. Les 14
antibiotiques choisis sont : 'amoxicilline (2f), 'amoxicilline/ acide clavulanique (20/10
ug), la ticarcilline (75ug), la céfazoline (3Qg), la céfoxitine (3Qug), le céfotaxime (3Qg),
limipenéme (10ug), la gentamicine (1hg (10 Ul), 'amikacine (3Qug), la colistine (5Qug),
'acide nalidixique (30ug), la ciprofloxacine (5ug), le trimethoprime/sulfamethoxazol
(1,25/23,75u9) et le chloramphenicol (3@3). Ces 14 antibiotiques sont également choisis, en

fonction de leur disponibilité au sein du laboregaile Microbiologie de CHUC.

L’antibiogramme est refait au niveau de 'URMITEQup les 108 souches qui allaient
subir I'étude moléculaire de la résistance auxbéstigues, en utilisant les 16 antibiotiques
suivants : I'amoxicilline (25ug), I'amoxicilline/ acide clavulanique (20/1®), le céfotaxime
(30 ng), la céftazidime (3Qug), la céftriaxone (3Qug), I'aztréonam (3Qug), I'imipenéme
(10ug), la gentamicine (13ug (10 Ul), la kanamicine (30 Ul), la tobramicineO(1LQ),
'amikacine (30ug), la péfloxacine (fug), la ciprofloxacine (5ug), I'ofloxacine (5ug), le
triméthoprime/sulfamethoxazol (1,25/23 i1@) et la colistine (5Q.g).
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Les boites sont mises a incubation pendant 18 & 3437 °C. L’antibiogramme est
controlé en utilisant la souche té&stcoli ATCC 25922.

A laide d’'un pied a coulisse, les différents diaraé des zones d’inhibition obtenus
autour des disques d'antibiotigues sont  mesuréstetprétation en Sensible (S)
Intermédiaire (I) ou Résistante (R) est effectuélrs les criteres définis par le CA-SFM
(communiqué du CA-SFM, 2010).

La recherche d@-lactamases a spectre étendu (BLSE) est effectaéaurp test de
synergie entre un disque central d’amoxicillinecida clavulanique distant de 30mm des
disques de céfotaxime, céftriaxone, céftazidimeastéoname. La présence de BLSE est
suspectée par I'apparition d’'un aspect de "boudt®mrthampagne” [276]. La production de

BLSE a été vérifiee par 'ensemencement des seusinemilieu ESBL.

5.1.2Détermination des concentrations minimales inhibitices (CMI) par E-Test

Pour certaines souches d@MP, des tests complémentaires de sensibilité aux
antibiotiques E-Tests)ont été effectués. Lds-Testsétant des bandelettes en plastique non
poreuses, le long desquelles 15 valeurs de comtiems minimales inhibitrices (CMI) pour
un antibiotique donné y sont calibrées. Un gradpeétéfini d’antibiotique, de concentrations
allant de 0,016 a 25@6g/ml ou 0,002 a 32g/ml selon I'antibiotique, est donc fixé sur ladac
de la bandelette opposée a I'échelle imprimée ddk Cette face sera celle mise en contact

direct avec la gélose Mueller Hinton, ensemencé &veouche a tester.

L’inoculum est préparé dans les mémes conditiores lguntibiogramme, en réalisant
une suspension de colonies obtenues d’'une culture ge 18 a 24 heures, dans de l'eau
physiologique. La suspension a été calibrée a ¢#elD.5 MacFarland. L’ensemencement a
été effectué par écouvillonnage sur la gélose Muélinton. Lorsqu'une bandelettetestest
appliguée sur une boite de gélose ensemenceédhibéique est immédiatement libéré de la
surface du support et diffuse sur la surface dgilase en recréant le gradient prédéfini dans
le milieu de culture. Un gradient continu et expuied de concentrations en antibiotique se

crée juste en dessous du support. Apres 18 a 2éshdlincubation, ce qui rend la croissance
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bactérienne visible, la bactérie ensemencée pausserformant une zone d’inhibition de
croissance elliptique, symétrigue et axée sur lppsu. La valeur lisible & la zone
d’intersection entre la bandelette et I'ellipse cfeissance bactérienne correspondra a la
concentration minimale inhibitrice de [I'antibiotigu donné, exprimée enug/ml.
L’interprétation des valeurs des CMI lues sur |ladmette est effectuée, comme pour les
antibiogrammes, en référence aux tables de référédictées par le CA-SFM (communiqué
du CA-SFM, 2010).

5.1.3Recherche phénotypique des carbapenémases

Les carbapénemes, derniers antibiotiquda diasse deB-lactamines, ont un tres large
spectre antibactérien et possedent une grandelitétalis-a-vis de la quasi-totalité des

B-lactamases.

La recherche des carbapénemases par#s phénotypiques est réalisée sur les
souches présentant un diamétre diminuée a limipenéNous nous somme intéressés
particulierement a cet antibiotique, car la prggmn des carbapénémes devient de plus en
plus fréquente, dans le cas des infections docigasrd germe producteur de BLSE, mais
également en traitement probabiliste en cas diidflemosocomiale sévere. L'émergence de
ces enzymes a été décrite de facon croissante ldam®nde entier et constitue un réel
probléeme de santé publigue. Les carbapénemes eepmés tres souvent les dernieres

molécules actives de I'arsenal thérapeutique poonbattre les bactéries multirésistantes.

5.1.3.1. Test de Hodge modifié

La version modifiée du test de Hodge, test phéngtypinitialement mis au point pour
permettre la détection de pénicillinases, est laege utilisée pour la détection des
carbapénémases. Ce test consistait a ensemenceultene confluente (a l'aide d'un
écouvillon) une dilution au 1/£8° d'une suspension de Densité Optique (DO) = 0.5 Mc
Farland de la souche. coli ATCC 25922 (sensible au antibiotiques actifs ssrBGN) sur
une gélose Mac Conkey. Ensuite, un disque d'imipeneéhargé a 1Qg a été deposé au
centre de la boite. A partir du disque un ensemmant est réalisée de maniére radiale
jusqu’au bord de la boite de Pétri incluant la beua tester, le témoin positiKlebsiella
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pneumoniae« Kpnasey » carbapénémase +) et un témoin néddabgiella pneumoniae
carbapénemase -) (Figure 11).

Aprés incubation pendant 18 a 24 h a 37°C, la peesel’'une distorsion de la zone
d’inhibition autour du disque d’'imipéneme au cohtde la souche testée est interprétée
comme un résultat positif et indique la présencmeé’carbapénémase [277].

Figure 11. Test de Hodge modifié

(1) Klebsiella pneumoniae Kpnasey » : témoin positif ; (Rlebsiella pneumoniae

témoin négatif ; (3) Souche a tester

5.1.3.2. Test de synergie EDTA-IMP (détection des métall@-lactamases)

Ce test consiste a ensemencer, a l'aide d’'un ébouyviune suspension (de 0.5 Mc
Farland de densité optique) des souches a testanswélose Mueller Hinton comme pour la
réalisation d’un antibiogramme selon les recommtods du CA-SFM. Afin de détecter les
métallof-lactamases, deux méthodes sont utilisées [278] :

- 1°"® méthode un disque d'imipénéme (L) est déposé & deux centimétres d'un
disque vierge sur lequel LOd’EDTA (solution 0.5M, ph8) ont été déposés. Apneécubation
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a 37°C pendant 18 a 24 heures, si on observe uneegsg entre les deux disques, les souches

testées sont considérées comme productrices ddariglactamases.

- 2™ méthode dans la méme boite de gélose Mueller Hintonrmeseée, deux disques
d’'imipenéme sont déposés a 4cm environ I'un detiéausSur 'un d’entre eux, d I’EDTA
(solution 0.5M, ph8) sont rajoutés. Apres 18 a 2drbs d’incubation a 37°C, les diametres
des zones d’inhibition autour de ces disques sadunés et comparés. Les souches dont le
diamétre d’inhibition, autour du disque IPM—EDTA sapérieur a celui obtenu avec le disque

d’'IPM seul d’au moins 6mm, sont considérées comrodyxtrices de métallp-lactamases.

5.1.4Transfert de la résistance par conjugaison

Ce test a éteé réalisé sur les souches présentamésistance tres élevée a l'imipénéme, il
permet de déterminer s’il s’agit d’une résistanteomosomique ou bien codée par un

plasmide.

Les bactéries donatrices (sensible a I'azide deisodt possédant le plasmide d’intérét)
et les bactéries réceptriceis. (coli J53 résistante a I'azide de sodium) issues d'wtieire
jeune ont été cultivées séparément pendant 18he@#s a 37°C, sous agitation en bouillon
TSB « Trypticase Soy Broth ». Ces bactéries soamgées par la suite avec un rapport de
1/10 en prenant 1ml de bouillon de la bactérie tareaet I'ajoutant aux 9 ml de bouillon de
la bactérie réceptrice. Afin d’optimiser le contdetmélange est agité doucement 2 a 3 fois et

incubé pendant 18 & 24 heures a 37°C sans agitation

Apres conjugaison, les bactéries du mélange s@déest sur la moitié des milieux
sélectifs permettant de sélectionner les bactér@sconjugantes (bactéries receveuses ayant
recu le plasmide a lissue de la conjugaison bemtee) en incorporant aux géloses Luria
Bertani (LB) :

- 1 ml de I'imipenéme et 1 ml de de I'Azide de sodia des concentrations finales de 8

ug/ml et 100ug/ml respectivement.

- 1 ml de de la ceftazidime et 1 ml de de 'Azidesbdium a des concentrations finales

de 8ug/ml et 100ug/ml respectivement.
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Afin de vérifier la sélectivité des milieux utilis®n ensemence par spot (ou par dépot de
4ul & l'aide d’'une micropipette) la souche donatetéa souche réceptrice dans I'autre moitié.

Y

Apres croissance a 37°C pendant 24h, les coloni@stéliennes seélectionnées
transconjugantes ont été identifiees par MLADI-TRIB et soumises a l'antibiogramme afin
de les comparer avec celui obtenu avec la bacotiematrice et la souchi.coli J 53 pour

vérifier le transfert de la résistance entre letdrées donatrice et réceptrice.

Le transfert des génes de résistance est vérifi#éahisant une PCR standard et
séquencage des genes codants pour les BLSE, caéagees et AME.

5.2.Recherche moléculaire des genes de résistance

Les antibiotiques sont des molécules qui bloqukest processus essentiels a la survie
des bactéries. lls ciblent principalement la sysghé&le I'ADN (quinolones), la synthese
des protéines (aminosides, macrolides) ou la sgethée la paroi bactérienne [279]. Les génes
de résistance codent le plus souvent pour des eswgapables soit de dégrader I'antibiotique,
soit de le modifier chimiquement pour le rendrectifa Par exemple, dans le cas fle
lactamines, les genes de résistance codent undaloease, qui hydrolyse le cycle béta-

lactame de ces composés.

5.2.1Recherche moléculaire def-lactamases

Les B-lactamines constituent le premier groupe d’antiqiees utilisés en thérapeutique
humaine, du fait de leur large spectre d’activitéle leur bonne tolérance. Dans cette étude
nous nous sommes intéresseés a l'identificatiorpeastamases de classe A, classe B, classe C
d’Ambler.

5.2.1.1. Recherche moléculaire des BLSE

L'identification des BLSE de classe A est realisgre amplifiant les geneblacrx,
blarew, blasky, blaper blaves et blasesen utilisant des amorces spécifiques présentéesldan

Tableau 15 dans un volume réactionnel de p25(tableau 14) et suivant les conditions
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requises : 15 min a 95°C puis 35 cycles (94°C —n1mb°C — 50sec, 72°C — 1min) et une
élongation finale de 7min a 72°C. Le reste deseSta@e séquencages sont effectuées selon les
mémes étapes que celles de 'ADNr 16S.

Tableau 15.Amorces utilisées pour les PCR standard des BLSE

. ] Taille du o
Gene amorce Sequence des amorces Références

produit de PCR

bl CTX-M-F | TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA
acTtx

519 pb [280]
CTX-M-R’ | CTCCGCTGCCGGTTTTATC
TEM-F ATGAGTATTCAACATTTCCGTG
bIaTEM 860 pb
TEM-R TTACCAATGCTTAATCAGTGAG [281]
SHV-F ATTTGTCGCTTCTTTACTCGC

bIaSHV 1051 pb
SHV-R TTTATGGCGTTACCTTTGACC

PER-F GTAGTATCAGCCCAATCCCC
PER-R CCAATAAAGGCCGTCCATCA

VEB-F GGAACAACTTTGACGATTGA
VEB-R CCCTGTTTTATGAGCAACAA
GES-F GAAAAAGCAGCTCAGATCG

GES-R CAACAACCCAATCTTTAGGA

bIaVEB

374 pb

[283]
blages

579 pb

5.2.1.2. Recherche moléculaire des carbapénémases

Les carbapénémases sont fldactamases ayant une activité hydrolytique vissades
carbapénemes. Ces enzymes appartiennent a tregeslaelon la classification d’Ambler : la
classe AKPC, IMP etGES, la classe B correspond aux métfiactamases IM, IMP et

NDM) et la classe D correspond essentiellement auyneez de type oxacillinas®©KA-48,
OXA-163et OXA-18).
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5.2.1.2.1.Polymerase Chain Réaction (PCR) standard

L'identification des carbapénémases a été reakseamplifiant les geneblaoxa-23

blaoxa-24 blaoxass blasw, blamwe, blakpc et blanpw en utilisant des amorces spécifiques

présentées dans le tableau 16 dans un volumeaaetide 2511 comme détaillé dans le

tableau 14 selon le programme de réaction de P@Bsigue comprenant une étape de

dénaturation initiale de ’ADN double brin penddstmin a 95°C. Cette étape est suivie de 35

cycles d’amplification de ’ADN d’intérét avec 1ma94°C (dénaturations), 50 sec a 50-60°C

(appariement des amorces, température variabla sl[®dm des amorces) et 1 min 30 sec a

72°C (élongation, temps variable selon la taillerdgment a amplifier). Une étape finale de 7

min a 72°C permet de terminer la syntheése des bnashevés. Le reste des étapes de

séquencages sont effectuées selon les mémes §tapeslles de 'ADNr 16S.

Tableau 16.Amorces utilisées pour les PCR standard des caneapgses

. ) Taille du L
Gene amorce Séquence des amorces _ Référence
produit de PCR

blaoxa-2zike-F | GATCGGATTGGAGAACCAGA

blaoxa-23iike 501 pb
blaoxa-23ike-R | ATTTCTGACCGCATTTCCAT
bl 2aike -1 | GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA

blaokazaie | 2 246 pb [284]
blaoxa-24iike -2 | AGTTGAGCGAAAAGGGGATT
blaoxa-ssike -1 | AAGTATTGGGGCTTGTGCTG

blaoxa-ssike 599 pb
blaoxa-ssike -2 | CCCCTCTGCGCTCTACATAC
blaVIM -U ATTGGTCTATTTGACCGCGTC

b|av||\/| 780 pb
blaVIM -L TGCTACTCAACGACTGCGCG (285]
blaIMP -U CATGGTTTGGTGGTTCTTGT

b|a|Mp 488 pb
blaIMP -L ATAATTTGGCGGACTTTGGC
blakKPC -F ATGTCACTGTATCGCCGTCT

blakpc 589 pb [286]
blakKPC -R TTTTCAGAGCCTTACTGCCC
blaNDM-F CATTTGCGGGGTTTTTAATG

blanpm 998 pb [287]
blaNDM-R CTGGGTCGAGGTCAGGATAG
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5.2.1.2.2.Polymerase Chain Réaction (PCR) en temps réel
A. Principe

La technologie de PCR en temps réel devient degaiydus tres utilisée dans différents
secteurs d’activité. Cette technologie est basémed’part sur I'amplification des acides
désoxyribonucléiques (ADN) par une ADN polyméras@artir d’'amorces sens et anti-sens,
et d’autre part sur la détection réguliere et largification d’un signal fluorescent émis par
une sonde TagMan®, marqué par deux groupementofibores en ses extrémités 5 et 3'.
L'extrémité 5’ porte le fluorophore émetteureporter» qui est un dérivé de la fluorescéine
(FAM, TET, JOE, HEX ou VICY). A I'extrémité 3, se trouve le fluorophore supgseur
«gquencher» qui est habituellement un dérivé de la rhodanfi®®MRA). L’émission de la
fluorescence est directement proportionnelle aukntjté d’amplicons générés tout au long de
la réaction de PCR (figure 12. A).

Un cycle de PCR, ou cycle d’amplification, est ¢6l par le changement de
température de la réaction. Il est composé d’'uapeetle dénaturation de ’ADN, suivie de
I'hybridation des amorces sur leurs séquences figuées et de I'extension de ces amorces par
'ADN polymérase. Enfin, ces enzymes sont optinsséke facon a ce que les étapes
d’hybridation et d’extension ont lieu a une tempém commune, réduisant ainsi le nombre
d’'étapes par cycle de PCR et augmentant donc lditamle la détection des ADN cibles

(figure 12. A).

Lors de la dénaturation, les deux brins d’ADN seépares, puis les amorces se fixent
sur leurs séquences cibles au cours de I'hybridaBendant I'élongation, la polymérase, qui
posséde une activité 5’-éxonucléase, va cliverolade TagMan®. Le fluorophore va donc
s’éloigner du quencher, qui n’absorbera plus larflscence émise par le premier, et un signal
pourra étre détecteé (figure 12. B).

L’amplification par PCR, corrélée a un nombre defophore clivés (donc émettant un

signal fluorescent) augmentant exponentiellemegi@ 12. C).

Le résultat d'une PCR en temps réel est représgraphiguement sous forme de

courbes sigmoides retragcant l'intensité du signaikéen fonction du nombre de cycle PCR.
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Au début, le signal fluorescent émis ne se démapppe du bruit de fond. Une phase
exponentielle d’amplification du signal apparaitseite jusqu’a une phase plateau,
correspondant au signal maximal détectable lordqutes les sondes ont été clivées. Pour
déterminer la positivité d’'une PCR et/ou quantifier échantillon par PCR en temps réel, on
détermine le nombre de cycles a partir duquel gt PCR est détectable. Le moment
d’apparition de ce signal seuil dénommé cycle sewiCt (Cycle threshold) est dépendant de
la quantité de matrice initialement présente dathantillon amplifié. Il apparait toujours au
cours de la phase exponentielle de la PCR (figaré).
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B. Réalisation et programme d’amplification

L’amplification est réalisée, dans une plaque de p6ts BioRad blanche pour
Thermocycleur Stratagene MX 3000P. @0du mélange réactionnel (tableau 17), [contenant
les amorces et les sondes spécifiques pour le dgpistes génes codant pour la résistance aux
carbapenemases (Tableau 18)], sont déptmeés chaque puits. La plaque est, ensuite, inti@dui
dans le thermocycleur. L'amplification est réaliséton le programme détaillé dans le tableau
19.

Des témoins positif et négatif sont inclus dansqoleasérie et trois répétitions sont

effectuées pour chaque échantillon.

Tableau 17 Composition du mélange réactionnel pour les PCReps réel

Mix RT-PCR pour une réaction Volume (gh
Quantitect Probe PCR Master Mix 10
Amorce F 0.5

Amorce R 0.5

Sonde 2

H,O UP 2

ADN a amplifier 5

Volume total 20
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Tableau 18.Amorces utilisées pour les PCR en temps réel déspanemases

Taille du produit

Gene Amorce Séquence des amorces Références
de PCR

blaoxa-23-F TGCTCTAAGCCGCGCAAATA

blaoxa2zs  blaoxa23-R TGACCTTTTCTCGCCCTTCC 130 pb
OXA23-probe FAM-GCCCTGATCGGATTGGAGAACCA-TAMRA
blaoxa-24 -F CAAATGAGATTTTCAAATGGGATGG

blaoxa24  blaoxa24-R TCCGTCTTGCAAGCTCTTGAT 123pb Zitcjz
OXA24-probe FAM-GGTGAGGCAATGGCATTGTCAGCA-TAMRA
blaoxa-ss -1 TTGCCCATCTGCCTTTTCAA

blaoxass  blaoxa-ss-2 CGCAGAGGGGAGAATCGTCT 102pb
OXA58-probe FAM-GGGGAATGGCTGTAGACCCGC-TAMRA
blakPC -F TCTGGACCGCTGGGAGCTGG

blakpc blakPC -R TGCCCGTTGACGCCCAATCC 398 pb [288]
KPC-probe FAM-CGCGCGCCGTGACGGAAAGC-TAMRA
blaNDM1-F GCGCAACACAGCCTGACTTT

blaxov: ~ blaNDM1-R CAGCCACCAAAAGCGATGTC 155pb [287]
NDM1-probe FAM-CAACCGCGCCCAACTTTGGC-TAMRA
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Tableau 19.Programme de I'amplification de la PCR en temps rée

40 cycles
Température 50°C 95°C 95°C 60°C 45°C
Temps 2 min 5 min 1 sec 35sec 30sec

5.2.2Recherche moléculaire des résistances associéesi(@msides et quinolones)

5.2.2.1. Résistance aux aminosides

Plusieurs genes codant pour les enzymes modifieatriles aminoglycosides sont

étudiés en utilisant les amorces décrites danalddefu 20.

Tableau 20.Amorces utilisées pour les PCR standard des antiessi

Taille du
Gene Amorce Séquence des amorces _ Références
produit de PCR
armA-F AGGTTGTTTCCATTTCTGA
armA CGTTG cc CTGAG 590 pb [289]
armA-R TCTCTTCCATTCCCTTCTCC
aac(6)-IB- F | TATGAGTGGCTAAATCGAT
aac(6’)-1b 395 pb
aac(6)-IB-R| CCCGCTTTCTCGTAGCA 290]
aac(3)-1A-F | GACATAAGCCTGTTCGGTT
aac(3)-1a 372 pb
aac(3)-1A-R | CTCCGAACTCACGACCGA
Ant (2')-F GACACAACGCAGGTCACATT
ant (2" 524 pb [7]
Ant (2)-R CGCATATCGCGACCTGAAAGC
aph(3)- F CGGAAACAGCGTTTTAGA
aph(3)-VI Ph(3) 716 pb [290]
aph(3)-R TTCCTTTTGTCAGGTC
rmtA-F CTAGCGTCCATCCTTTCCTC
rmtA 635 pb [289]
rmtA-R TTTGCTTCCATGCCCTTGCC
aadA-F CCCAATTTGTGTAGGGCTTA Cette
aadA 812 pb étude
aadA-R TTGTACGGCTCCGCAGTG
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5.2.2.2. Résistance aux quinolones

La résistance aux quinolones est analysée en @amplles genes qnrA et gnrB. Et

ce, dans le but de détecter des mutations assogiéesésistance aux quinolones dans
I’ADN gyrase (Tableau 21).

Tableau 21.Amorces utilisées pour les PCR standard des quieslo

. ] Taille du .
Géne | Amorce | Séquence des amorces Références

produit de PCR

gnrA-F GATAAAGTTTTTCAGCAAGAGG

gnrA 543 pb
gnrA-R | ATCCAGATCGGCAAAGGTTA

gnrB-F GACAGAAACAGGTTCACCGGT

gnrB 469 pb
gnrB-R | CAAGACGTTCCAGGAGCAACG

[291]
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Resultats et discussion

1. Résultats de fréquences d’isolement des souchesRiMP

1.1. Résultats globaux

Durant I'année 2011, sur 17834 prélévements regual@oratoire de microbiologie
du CHU de Constantine pour subir une analyse haligmque, 4173 se sont revelés
positifs soit un taux de positivité global de 23&@%ont 1,72 % sont des infections par des
bactéries du groupBMP, 1585 sont contaminés soit 8,88% (un prélevemsntéclaré
contaminé si on isole 03 germes et plus). Les diloas négatifs représentent 67,86%
(12 076 échantillons) (figure 13).

Aprées identification par les méthodes conventioleselsur 4173 résultats positifs,
304 ont répondu aux criteres d’identification &4P. Quatre especes ont été isolées. Ceci
correspond a 7,28 % de I'ensemble des prélevenpasisifs et a prées de 1,7 % du total
des prélévements bactériologiques, confirmant ajosi ces organismes sont relativement
fréquents. Cette fréquence est beaucoup plus élguéecelle trouvée aux Royaume
d'Arabie Saouditeu Proteus sppetait responsable de 3% de I'ensemble des écluastill
positifs [292]. Dans le méme ordre O'Haraakt[293] ont rapporté quB. mirabilis est
responsable d'environ 3% des infections nosocomil Etats-Unis et est souvent isolé
dans les laboratoires de microbiologie cliniquekd®eska efal. [294] ont rapporté que les
souches d®. mirabilis ont été isolées a partir de 4,3% de tous les migemismes isolés
a partir des urines, des plaies et des ulceresitie’part, Feglo edl. [295] ont rapporté un
taux de prévalence proche de nos résultats avét @e$ especes droteusrecueillies a
partir de différents échantillons cliniques.

1.2. Résultats selon I'espece

Proteus mirabilisest I'espéce la plus fréquemment isolée et reptéstD,06 % soit
213 souches de I'ensemble d&dP isolées, suivi paProteus vulgarisavec une fréquence
de 15,13 % (46 souched)organella morganiireprésente 10,19 % (31 souches) et
Providencia stuarti4,60 % (14 souches) (figure 13).

Au cours des infections causées paFBt>, P. mirabilis est toujours majoritaire, ce
qui est justifié par le fait qu'il est le plus Vient de tous [ePMP [137, 296]. Il représente,

donc, l'agent étiologique le plus fréquent dans Ilagections communautaires et
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nosocomiales, Ce qui peut étre expliqué par le thuyortage élevé (25%) de ce gel
dans le tube digestif humain. Les intestins soeh Ibé principaréservoir de ces bactéri
chez I'homme, résultant de I'a-infection ou de transmission de patient a patiamisdes
hopitaux [297] Les résultats de notre étude sont en accord @uec de certaines étud
réalisées dans le monde notamment en Allerr [131], en Trinidad298], en Angleterre,
Pays de Galles, Irlande du N299], au Ghana [295] et en Inde [30Qependant, I'étuc
de Kim etal. en Corée ont montré qiM. morganiiest I'especes lplus isolée (46,21%
suivis par P. mirabilis (31,06%) t P. vulgaris (15,15%). Mais, cette étude a pc
uniquement sur leisolats debactériémie [301].

H P, vulgaris
[ H P. Stuartii

‘PMP 4,60%

1 Résultats négatifs

Figure 13.Résultats globaux et répartition de différentesesp déiPMP isolées.

1.3.Résultats selon le mo
L’étude de la distribution dans le temps des isot# PMP selon le mois durat
notre année de travail (figure 14) moiune augmentation des infections par les sou

de PMP pendant la période hivernale a:

- Un maximum de souches (P. mirabilis isdées en décembre (35 souches
87,5% du total de prélevement (PMP dans ce mois).
- Un maximum de souches isolées au mois d’octobreP. vulgaris (8 souches soit

36,36 % du total de prélevement PMP dans ce mois).
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- Au mois de septembre, un maximuta souches dP. stuartii ont été isolées (5
souches soit 17,24 % du total de prélevementRMP dans ce mois). Aucune

souche n’a été isolée durant les mois d’avril,uilkkef, d’octobre et de novembre.

- PourM. morganii,un maximumde souches ont été isolées durant le mois de mars

(5 souches soit 19,05% du total de prélevementRMP dans ce mois), mais

aucune souche n’a été isolée durant les mois Hietjui
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Figure 14.Distribution mensuelle des isolats E&IP (2011)

1.4.Résultats selon I'espéce et la nature de préléventen

Les isolatsde PMP ont été obtenus a partir de 14 spécimens difféyesimme
indiqué sur le Tableau 22 avec des taux élevés lpsysrélevements de pus (47,04 %) et
d'urine (31,91 %).

P. mirabilisest I'espéce la plus fréquemment isolés a patiods les échantillons, a
I'exception du cathéter, a partir duquel nous avsolg€s 2 souches d& mirabilis contre
trois souches dB. stuartii,et du liquide céphalo-rachidien dans lequePunulgarisa été

mis en évidence.
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P. mirabilis a été fréquemment isolé, avec des taux différerdspartir du pus
(46,01%), de l'urine (33,33%), des sondes (6,1006uesang (5,63%). Quant a I'espéce

P. vulgaris,elle a été largement isolée a partir du pus avetaux important (67,39%),

suivi des urines avec un taux plus faible, de ferdle 17,39%. Pour ce qui est de

M. morganij sa présence s'est avérée plus fréquente dangites (48,39 %). Enfin,

P. stuartiia été identifié dans le pus a un taux de 35,71 %.

Tableau 22.Distribution des®MP selon la nature des prélévements

Total P. mirabilis P. vulgaris M. morganii | P. stuartii
Echantillon Nb| % Nb| % Nb| % Nb % Nb %
Pus 143 47,04 98 | 46,01 | 31| 67,39 9 29,32 5 35,71
Urine 97 | 31,91 71| 33,33| 8 17,39 15 48,39 3 21/43
Sang 18 | 5,92 12| 5,63 4 8,69 1 3,23 1 71,43
Sonde vésicale 18 5,92 18 6,10 1 2,17 4 12,9 0O O
Ponction trachéale 8 2,63 4 1,88 0 0 2 6,45 2 14,29
Catheter 5 1,64 2 0,94 0 0 0 0 3 121,43
Liquide d’ascite 3 0,98 2 0,94 1 2,17 0 0 0 0
Liquide péritonéale 3 0,98 3 1,41 0 0 0 0 0 0
Liquide pleural 2 0,65 2 0,94 |0 0 0 0 0O |0
Prélevement vaginal 2 0,65 2 0,940 0 0 0 0 0
Ecoulement mammaire 2 0,65 2 0,94/ 0 0 0 0 0 0
Liquide gastrique 1 0,33 1 0,47 0 0 0 0 0 0
LCR 1 0,33 0 0 1 2,17 0 0 0O |0
Cordon ombilical 1 0,33 1 0,47 0 0 0 0 0 0
Total 304| 100 213| 100 46 | 100 31| 100 14 100

Nos résultats sont dans la méme tendance avecndlereases études concordent

avec des études similaires menées en Angleterys, daGalles et Irlande du Nord [187,
302]. Les pus enregistrent le plus haut pourcenti@geisolats d®@MP (47,04%) et cela a

confirmé les conclusions de Newmara&t[303] et Feglo eal. [295] au Ghana et Yah et

al. [304] au Nigeria. Le®MP semblent étre une cause fréquente d'infectiondales en

Afrique de I'Ouest, en contraste avec ceux de dpeiret de I'Asie [298, 305] qui ont

montré queProteusest le plus communément rencontrés dans les uguonesdans les

autres échantillons cliniques.
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En 2013, les études menées par A. Bahashwan &h&ley [292] en Arabie
Saoudite et Pandey &t [300] en Inde, on montré que les isolatPdeteusa partir de pus

sont les dominants méme en Asie.

1.5. Résultats selon l'origine

La répartition des souches selon leur provenancetrmaine prédominance des
souches hospitalieres par rapport aux souches coautaires. Ainsi, un total de 240
prélevements positifs provient de patients hogp#éalsoit un taux de de 78,95 %, et 64 de
patients en consultation externe soit 21,05 % €&bl23). Un total de 16B. mirabilis
(75,59 %) ont été isolés a partir de patients hakgpes alors que 52 (24,41 %) ont été
isolés des patients externes. D'autre frtyulgarisa été isolé a partir de 42 patients
hospitalisés, ce qui correspond a 91,30 % destcalsez 4 patients externes (8,70%). En
outre, 24M. morganii (77,42 %) ont été isolés a partir de patients ialsges et 7 de
patients externes (22,58%). Enfin, tous les ispkdaf un, dé. stuartiiont été isolés chez

des patients hospitalisés.

Tableau 23.Distribution des isolats d@MP selonl’origine de prélevements

Total P. mirabilis | P. vulgaris | M. morganii | P. stuartii
Infections Nb| % Nb| % Nb| % Nb % Nb %
Infections hospitalieres | 240| 78,95 | 161| 75,59 |42 |91,30 |24 | /77,42 |13 |92,86

Infections communautaire

K4

21,05

52

24,41

4

8,70

7

22,58

1

7,14

Total

304

100

213

100

46

100

31

100

14

100

Les échantillons les plus frequemment isole$PMP chez les patients hospitalisés

correspondent a du pus avec un taux de 55% (132Rascontre, au cours des infections

communautaires, c’est dans les urines que ces rigsctéont isolées le plus (76,57)

(tableau 24).
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Tableau 24.Distribution ded?MP selonl’origine et la nature de préléevements

Total Infections Infections
hospitalieres | communautaires

Echantillon No| % No| % No| %
Pus 143 47,04 | 132| 55 11 | 17,19
Urine 97 | 31,91 | 48| 20 49| 76,57
Sang 18 | 5,92 18| 7,5 0 0
Sonde vésicale 18 5,92 18 75 0 0
Ponction trachéale 8 2,63 8 3,33 0 0
Catheter 5 1,64 5 2,08 0 0
Liquide d’ascite 3 0,98 2 0,83 1 1,56
Liquide péritonéale 3 0,98 2 0,831 1,56
Liquide pleural 2 0,65 2 0,83 |0 0
Prélévement vaginal 2 0,65 1 0,42 1 1,56
Ecoulement mammaire| 2 0,65 1 0,42 1 1,56
Liquide gastrique 1 0,33 1 0,42 |0 0
LCR 1 0,33 1 042 |0 0
Cordon ombilical 1 0,33 1 0,42 | 0 0
Total 304| 100 240| 100 64 | 100

Cette tendance peut s'expliquer par le fait quePM® se comportent en tant que
pathogénes opportunistes et sont donc impliqués desm maladies infectieuses, en
particulier chez les personnes hospitalisées, inua€primés, paraplégiques ou avec des
anomalies des voies urinaires [296, 306]. En Eustpen Amérique du Nord, entre 3 et
6% des infections imputables aux bactéries du gémoteus sont acquises en milieu
hospitalier [307].

1.6. Résultats selon le service

Sur les 240 isolements de patients hospitaliséssdevices de médecine enregistrent
le taux le plus important de souchesRMP avec une fréquence de 56,25%, suivis des
services des urgences médicales (31,67%), desagme chirurgie (8,33%), des services
de pédiatrie (2,92%). La proportion la plus bastesaregistrée au service de néonatologie
avec une frequence de 0,83%. Cette préedominancefdéesons aPMP dans les services
des patients agés par rapport aux enfants est esrda@vec la littérature, et peut
s’expliquer par le faite que la présence des espageee groupe est habituellement élevée

chez les personnes agées, et par consequent lediatection est supérieur chez ces
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personnes, notamment chez les patients porteunge dande a demeure (cathétérisma
longue durée) ou traités par beaucolantibiotiques [137, 301]a répartition des espéc

dePMP isolées en fonction des services est illustrée tatabeau 25 et la figures ]

Tableau25.Répartition des prélevements de patients hosptais fonction des servic

et des especes éVP.

Total P. mirabilis | P. vulgaris M. morgani P. stuartii
Services (Annexe 4) Nb | % Nb | % Nb | % Nb | % Nb | %
Services médicaux 135 | 56,25 79 | 49,07 | 34| 80,95|17 | 70,83 5 38,46
Urgences médicales 76 | 31,67 63| 39,13 | 4 9,53 4 116.67 5 38,46
Services chirurgicaux 20 |8,33 15 | 9,32 2 4,76 2 18,33 1 7,69
Service de pédiatrie 7 2,92 3 1,86 1 2,38 1 (4,17 2 15,39
Service de néonatalogie 2 0,83 1 0,62 1 2,38 00 0 0
Total 240 100 161| 100 42 | 100 24 | 100 13 | 100
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Figure 15.Répartition des especesPMP isolées en fonction des servic
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1.7.Résultats selon le sexe

Les infections &MP, principalement les infections urinaires, sont piégsjuentes
chez les garcons que les filles prépuberes, avedneidence plus élevée chez les garcons
non circoncis. Ceci est le résultat d'anomaliegéaitales observées plus souvent chez les
hommes dans I'enfance et lI'adolescence [308]. Eftret 50 ans, les infections sont 50
fois plus fréquentes chez la femme, en raison gredaimité du meéat urinaire et de I'anus
(périnée court) et de la brieveté de l'urétre qupllis est large et s'ouvre lors des rapports
sexuels. Mais aprés 50 ans l'incidence chez I'honaugmente nettement du fait de
'augmentation des maladies prostatiques, et le estt donc seulement 3/1 chez les sujets
agés [137].

Dans notre étude, nous constatons que 168 is6B2606) proviennent des hommes
alors que 136 (44,73%) sont isolés chez des femmes; un sex-ratio de 1,23. La
fréquence de®MP est Iégérement plus importante chez les patieatseke masculin.
L'infection aP.mirabilis a été détectée chez 109 hommes (51,17 %) et hihde (48,83
%). D'autre partP. vulgarisa été isolé chez 31 hommes (67,39 %) et 15 fen{B&61
%). M. morganiia été isolé chez 17 hommes (54,84 %) et 14 fenidte$6 %), et enfin,
P. stuartii a été isolé chez 11 hommes (78,57 %) et 3 fem2kd3 %) (Figure 16 et
tableau 26).

Nos résultats ont montré que les hommes sontdéggnt plus vulnérables que les
femmes a acquérir les infections a différentes espdePMP. Cette Iégére prédominance
masculine est expliquée précédemment sur la basatdyue le risque des infections des

males est supérieur.

Cette répartition entre les sexes est différenteatle rapportée par Fegloadt[295],
qui rapportent que 43% des espéce®rreusrecueillies a partir d'échantillons cliniques

proviennent de patients de sexe masculin et 57%exke feminin.

A.Bahashwan et El Shafey [292] rapportent qu’enbbfes5aoudite, 75% des isolats
de Proteus proviennent de patients de sexe masculin. Alors, qandey etl. [300]

rapportent qu’en Inde, 67,85% des souches sorddsahez des patients de sexe masculin.

L’homme serait, donc, plus vulnérables que la femanacquérir les infections a

Proteusen Asie qu’en Afrique.
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Figure 16.Répartition des espécesPMP isolées en fonction du se

Le tableau 26, récapitule tous les résultats épmlégiques.
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Tableau 26.Répartition des especes@BIP isolées a partir de divers échantillon et en fiomctle type du traitement

Especes
P. mirabilis P. vulgaris M. morganii P. stuartii
Echantillon NoO Interne  Externe Total Interne  Externe Total Interne  Externe Total Interne  Externe Total
d @ & 9 d 9@ 4 9 d 9@ 4 9 g @ 4 9
Pus 143 56 33 4 5 98 20 9 O 2 31 8 1 0 0 9 4 1 O B
Urine 97 10 22 17 22 71 5 1 2 0 8 2 6 3 4 15 2 0 a 3
Sang 18 5 7 0 0 12 3 1 0 0 4 O 1 O 0 1 1 0 O 0 1
Sonde vésicale 18 8 5 0 0 13 1 0 O 0 1 2 2 0 0 4 @ O 0 0
Ponction trachéale 8 3 1 0 0 4 O 0 O 0 0 2 0 0 0 2/1 1 O 0 2
Catheter 5 O 2 O 0 2 O 0 O 0 0 O 0 O 0 0 3 0 O 0 3
Liquide d’ascite 3 o 1 1 0 2 O 1 O 0 1 O 0 O 0 0 @ O 0 0
Liquide péritonéale 3 2 0 O 1 3 O 0 O o0 O o 0o o O 0|0 O O o o
Liquide pleural 2 1 1 O 0 2 O 0 O 0 0 O 0 O 0 0 M o 0 0
Prélevement vaginal 2 O 1 O 1 2 O 0 O o0 O 0O 0 O 1) O 0 O o0 O
Ecoulement mammaire 2 0O 1 O 1 2 O 0 O 0 0 O 0 O 0 0 O 0 O 0 0
Liquide gastrique 1 1 0 O 0 1 O 0 O 0 0 O 0 O 0 0 O O 0 0
LCR 1 O 0 O 0 0 O 1 O 0 1 O 0 O 0 0 O 0 O 0 0
Cordon ombilical 1 1 0 O 0 1 0O 0 O 0 0 0O 0 O 0 0 ® O 0 0
87 74 22 30 29 13 2 2 14 10 3 11 2 0 1
Total 304 161 = 213 12 ) 46 24 - 31 13 1 14

96



Resultats et discussion

2. Caractérisation des méthodes d’identifications d®MP

Sur les 304 souches 8MP isolées, 108 souches ont fait I'objet d’une ididtion
moléculaire. L’identification grace aux galeries|ADE et celle réalisée par spectrométrie
de masse MALDI-TOF MS (Microflex) sont comparéed’identification grace a la

méthode de référence qui est le séquencage deAviel6S (qui represente le 100%).

Le systéme Api 20E a permis d’identifier 97 (89,9186uches du genréroteus
dont 91 (93,81%) ont été identifies comme étantRiewirabiliset 6 (6,19%) comme étant
desP. vulgaris D’autre part, 10 isolats ont été identifiés cométent desvl. morganiice
qui correspond a 9,25% du total des isolats etagde souche comme étdnt stuartii
(0,92% du nombre total d'isolats). En comparais@at de séquencage de gene ADNr 16S,
le systeme API 20E a correctement identifié 101,891%) des isolats au niveau de
I'espéce et 4 (3,63%) des isolats au niveau duegéhrt pourcentage de 8 (7,27) % des
isolats étaient des erreurs d'identification payltéme API 20E.

Par ailleurs, la spectrométrie de masse MALDI-TOEoarectement identifié 98
(90,74%) souches a I'espeemirabiliset 4 (3,70%) a I'espeée vulgaris Par contre, 5
(4,62%) souches ont été identifiées par MALDI-TOIS M l'espécé. morganiiet une
seule souche a été identifiée a l'espBcestuartii (0,92%). Pour 94,44 % du total des
especes isolées, les résultats de MALDI-TOF MSatadentiques a ceux obtenus avec le
systeme API 20E. Les résultats discordants ensgdeme API 20E et MALDI-TOF MS
ont été observé pour 5,56% du total des isolagisBquement, la MALDI-TOF MS est
plus performante que le systeme API 20E pour liifieation des espéces (p<0,0000001).

Le séquencage de gene ADNr 16S a confirmé l'ideatibn par MALDI-TOF MS a
I'exception de 3 souches identifices par MALDI- TG/ commeP. mirabilis alors
qu'elles sont identifiées apres séquencage du 4&ir 16S comme de®. vulgaris
D'autre part, I'API 20E a identifié une souche ttess commeP. mirabilis et les deux
autres souches comntevulgaris L'antibiogramme montre que ces 2 derniers isolats
contiennent deux populations difféerentes différéasiautour des disques de C3G (ce point
va étre développé plus tard). La nouvelle iderdtfan par MALDI-TOF MS de ces deux
populations a montré que les 2 isolats contienmegiment deux souches différentes dont

les souches sensibles ont été identifiées cor®mmirabilis et les résistantes ont été
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identifiées commeP. vulgaris le résultat a été confirmé par la méthode mo&milen
utilisant le séquencage du gene ADNr 168eB (Tableau 27).

Dans I'ensemble, en comparaison avec la méthodécolaire, la spectrométrie de
masse MALDI-TOF a été en mesure d'identifier cameent 100 % des isolats testés,
avec 99.09% d'identification correctes au nivead'espece, avec de trés bons scores de
I'ordre de 1,9 et 2,3. Un pourcentage de 0.90 &tiragé a une identification au niveau du
genre soit une seule souche (souche 68, représsutéla figure 17) deP. vulgaris
identifiee par MALDI-TOF commeP. mirabilis Ces résultats sont en accord avec les
rapports précédents (détaillé dans le tableau t2@)jant I'efficacité de la spectrométrie de
masse dans l'identification des entérobactérigsideldu MALDI-TOF MS (Microflex™,
Bruker Daltonic, Bremen, Germany) [309-313] avéesple précision et plus de rapidité

que les techniques classiques.

Tableau 27.Confirmation de l'identification des deux souchestenant une double

population.
No API 20 E| MALDI TOF MS ADNTr 16S rpoB
Id Id Score | Id Taille 1d(%) | !d Taille 1d(%)
| P.mirabilis 2,14 |P. mirabilis 1498 100 | P-mirabilis 1097 99,63
S 93 | P.vulgaris . .
P. vulgaris 2,02 |P.vulgaris 1510 99,66 | P.vulgaris 1050 99,19
| P.mirabilis 2,03 |P.mirabilis 1501 100 | P-mirabilis 1094 99,7C
S 100 | P.vulgaris

P.vulgaris 2,10 |P.vulgaris 1499 99,66 | P.vulgaris 1043 99,39

Lorsque on compare nos résultats avec ceux obtdamss I'étude la plus récente de
I'identification d'une grande population du grodfidP, parmi une série d’entérobactéries
identifiées par spectrométrie de masse de bio MENETEK MS (bio Mérieux, Marcy
I'Etoile, France) (qui a le méme principe avec IaDI-TOF MS de Bruker) [314], nous
constatons que le taux d’erreur d'identificatiotretre VITEK MS et ADNr 16S pour les
PMP a été de 100% pouP. vulgaris correspondant a 23 souches, dans lesquelles VITEK

MS a identifié ces souches au niveau du genre, pagsau niveau de l'espece. Alors que
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nos résultats obtenus avec le MALDI TOF nous ominpge de constater une seule erreur
d'identification poulP. vulgaris

Bien que les deux systemes donnent une identificddactérienne quelques minutes
apres la culture en utilisant la méme matrieeeyano-4-hydroxycinnamic acid) pour les
deux systemeslans lequel 24 isolats peuvent étre identifiés emsnd'une heure, au lieu
de plusieurs heures ou des jours prenant l'ideatifin des isolats par les méthodes
biochimiques et moléculaires, on en déduit que ALBI-TOF MS (Microflex ™, Bruker
Daltonic, Bremen, Germany) est beaucoup plus pdanis l'identification de$MP que le
VITEK MS (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France). Cepeurrait étre une méthode rapide et
alternative pour mieux étudier I'épidémiologie ds dactéries, afin de mettre en ceuvre

des mesures rapides de contrble des infections.

La précision de l'identification par APl 20E etr@dALDI-TOF MS par rapport au
séquencage de géne ADNr 16S est représentée danablleau 29. Les arbres
phylogénétiques construits avec les résultats duLMA TOF MS et les résultats de

séquencage de gene ADNr 16S sont présentés sguida 17.
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Tableau 28.Comparaison des résultats d’identification par 26 et MALDI-TOF MS avec celles du séquencageAleNir 16S

No. (%) des isolats identifiés par API20E No. (%) des isolats identifiés par MALDI-TOF
. Nb. des - Erreur o Erreur
Espece iol Identification correcte S Identification correcte S
Isolats d'identification d'identification
Espece Genre total Espece Genre Espece Genre total Espece Genre
P. mirabilis | 97 90 (92,78) | 2(2,06)| 92 (94,85 2 (2,06 5 (5,15) | 97 (100) - 97 (100)| - -
P.vulgaris |7 6(85,71) | 1(14,28) 7 (100) 1(14,28) - 6 (83,7 | 1(14,28)| 7 (100) | 1 (14,28) -
M. morganii | 5 5 (100) - 5 (100) - - 5 (100) - 5 (100 - -
P. stuartii 1 1 (100) - 1 (100) - - 1 (100) - 1 (100 - -
Total 110 101(91,81)| 4(3,63) 105(95,45) 3(2,72 5(4,55) | 109(99,09) | 1(0,90) 110(100) 1(0,90) -
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Tableau 29.Comparaison des résultats de MALDI-TOF MS de nétoele avec les résultats obtenus de la littérature

D

Année Machine Oraganismes No des |ldentification correcte (%) Erreurs Références
9 isolats | Espéces Genres d'identification (%) )
2002 MALDI Il (Kratos Analytical, Manchester, P. mirabilis 5 80 100 20 [315]
UK) P. vulgaris 5 100 100 -
5010 | MALDI TOF MS (Microflex ™ Bruker | P. mirabilis |32 100 100 - (309]
Daltonic, Bremen, Germany) M. morganii 12 100 100 -
. ™ P. mirabilis 24 100 100 -
2010 ggfoa'igg':e';ﬂnirf'\"é‘gﬁgg’;y) CBruker I p igaris | 7 85,7 100 14,3 [310]
' ’ M. morganii 19 100 100 -
. P. mirabilis 42 100 100 -
MALDI TOF MS (Microflex ™, Bruker )
2010 Daltonic, Bremen, Germany) P. vulgarls__ 9 100 100 - [311]
M. morganii 22 100 100 -
011 | MALDI TOF MS (Microflex ™ Bruker | P. mirabilis |22 100 100 - 312]
Daltonic, Bremen, Germany) M. morganii 6 100 100 -
. ™ P. mirabilis 7 100 100 -
2012 g;}foa'iggfe';ﬂnirf'\"é‘gﬂ%y) Bruker | b Vilgaris | 3 66,7 100 333 [313]
' ’ M. morganii 2 100 100 -
P. mirabilis 58 98,3 - 1,7
VITEK MS (bioMérieux, Marcy I'Etoile, | P. vulgaris 23 - 100 100
2013 France) M. morganii 52 100 - - [314]
P.stuartii 31 100 - -
P. mirabilis 97 100 100 -
2013 MALDI TOF MS (Microflex ™, Bruker P. vulgaris 7 85,71 100 14,29 Notre
Daltonic, Bremen, Germany) M. morganii 5 100 100 - étude
Pr.stuartii 1 100 100 -
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3. Antibio-résistance des souches deMP
3.1.Profils de résistance globale aux antibiotiques de804 souches dé°MP

isolées

En plus de la résistance naturelle (chromosomideejout lesPMP a la colistine,
P. vulgaris produis une cephalosporinase chromosomique de. lageésente, donc,
naturellement une résistance aux aminopénicillinagx céphalosporines de 1lére
génération et une sensibilité aux associations id@pénicillines et dinhibiteurs.
M. morganii et P. stuartii, par contre produisent une céphalosporinase de type AmpC.
Leur phénotype de résistance est marqué par uistarée aux aminopénicillines seules
ou associees aux inhibiteurs et une résistanceéutxalosporines de 1 ere génération. Par
ailleurs,P. mirabilis appartient au groupe 0 qui ne posseédent aucunagetant pour une

B-lactamase et donc naturellement sensibles a tgpdactamines testées [316].

Un examen du profil de résistance aux antibiotigdes isolats provenant des
différents échantillons cliniques ont montré queités les souches sont sensibles a

I'imipeneme et résistantes a la colistine (tabR@&u

En analysant les profils de résistance aux antthies de chacune des espéces

étudiées, on note que :

- Sur I'ensemble des souchesR®emirabilisisolées, 61% sont multirésistantes. Ces
souches présentent une résistance assez impoatamides les classes d’antibiotiques, en
particulier une sensibilité diminuée ai¥actamines. Une résistance élevée est observée
vis-a-vis de I'amoxicilline de I'ordre de 61% ettlaarciline & 55%), une résistance assez
marquée est observé vis-a-vis de I'amoxicillineoass a I'acide clavulanique=(33%) et
des céphalosporines de premiére géenératictDfbo), cependant une faible résistance a été
marqué aux céphalosporines d&™3génération soit environ 18%. Concernant les
aminosides, on observe une résistance assez geweda gentamicine d’environ 21%
suivie par 18 % pour 'amikacine. Par ailleurs,-aisis des fluoroquinolones, un taux de
résistance de 25% a été noté pour la ciprofloxacipgant aux autres antibiotiques, une
résistance élevée a été observeé pour les sulfarfideddo), le chloramphénicok(45%) et
I'acide nalidixique € 43%).
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- P. vulgarisprésente une résistance peu élevée aux diffépelattamines avec de
faibles taux aux céphalosporines d&°3énération (19%). Une résistance assez élevée est

observée contre les aminosides et les fluoroquineso

- 38% deM. morganiisont résistant aux céphalosporines t& §énération, 50% a

la gentamicine et 36% résistent au ciprofloxacine.

- ChezP. stuartii 586 sont résistantes aux céphalosporines di&ggnération. Ces
souches ont un haut niveau de résistance poumassides 73% pour la gentamicine et

75% pour I'amikacine. 27% résistent au ciprofloxaci

Le dépistage systématique des souches producttec®&t SE selon la technique de
test de synergie de double disque sur milieu gelagéermit de détecter que 18,09 %
(N=55) deP. mirabilis 19,57 % (N=9) d€. vulgaris,19,35% (N=6) deM. morgainii et
14,29 % (N=2) dé. stuartiisont productrices de BLSE (tableau 30).

L’'usage des antibiotiques s’est développé aveci@assement de la population et
I'amélioration de la qualité des soins, ou ils slamgement prescrits autant a titre curatif
que préventif. Mais leur utilisation intensive antrioué a I'émergence de résistances
bactériennes qui se sont développés a I'égard @éufmrt des antibiotiques, constituant
aujourd’hui une préoccupation sanitaire mondialejeor&. Le plus inquiétant est
'apparition de bactéries multirésistantes. Dangen@tude le taux de souches EBIP
multirésistantes varie entre 61% et 93 %. Ces st beaucoup plus élevés que ceux
déclarés en Inde (28,12% d& mirabilis et 36.84 % deP. vulgaris sont trouvée

multirésistantes) [300].

Nous remarquons que nos taux de résistance sopbrants avec ceux rapportés
en 2011 par le réseau national de surveillanca desistance bactérienne aux antibiotiques
(AARN) pour lesp-lactamines. Sauf que nos résultats montrent ux pdws élevés de
résistance vis-a-vis des C3G, aminosides et fluonmdpnes (17,84%, 21,85%, 20,90%
respectivement polRroteus spp.

Une attention particuliere devrait étre accordée r@@sistance croissante deoteus

a de certains antibiotiques en particulier les CB&nikacine, et les fluoroquinolones.
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Donc, ces antibiotigues devraient étre prescritecaprudence pour traiter les cas
d'infection aProteus tanque la multirésistance est possible d’étreyite.

Selon le rapport d’évaluation correspondant a feodé de Janvier 2011 a Décembre
2011, sur I'ensemble des souchedPdeteus spptestées a I'echelle national, 13,02% sont
productrices de BLSE [317], par contre nos ressilfaésentent un taux beaucoup plus
élevé de BLSE (varie de 14,29% et 19,57%).

Nos resultats montrent un niveau de resistanceG8@& beaucoup plus élevé que

celui rapporté dans le monde.

Le programmeStudy for Monitoring Antimicrobial Resistance TrenN@®MART)
2013 qui a étudié I'évolution de la résistance anttbiotiques aux Etats-Unis, a révélé que
le taux de sensibilité aux C3G des souche$aeeusisolées dans cette région était de
I'ordre de 98% durant I'année 2011[318].

Selon le rapport du Canadian Hospital Ward AntibidResistance Surveillance
(CANWARD) study de 2010-2012, un taux de 99,4% eestilité a la ceftazidime des
souches d®. mirabilis et de 91,4% des souchesMamorganiiont été observés dans les
hopitaux de Canada [319].

Le dernier rapport du programme de Taiwan Surveida of Antimicrobial
Resistance (TSAR) a montré une diminution signiifigade la sensibilité des souches de
P. mirabilis au céfotaxime (de 92,6% a 81,7%) et la ceftazididee100% a 95,2%) dans
la derniere décennie a Taiwan (2002-2012). Ce rappoévélé que 172/1157 souches
produisent une BLSE [320].

Dans la région métropolitaine (Leeds et Bradfordyd&ime-Uni), selon le rapport de
surveillance de la sensibilité aux antibiotiqueseeterobacteriaceaé2010-2012), le taux
de resistance aux C3G, au ciprofloxacine et a tdageicine chez leBroteusétait <10%
[321].

Notre taux global de BLSE est supérieur a ceuxaodapp deP. mirabilis provenant
du Royaume-Uni 2% [321], des Etats-Unis < 5% [3@B]du Taiwan 8,2% [320]. Par

ailleurs, 48,86% des isolats cliniquesRteteussont producteurs de BLSE en Inde [300].
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Plusieurs raisons peuvent expliquer cette dispariés facteurs épidémiologiques,
socioéconomiques (pauvreté, hopitaux surchargd$ygiene hospitaliere déficiente), ce
qui entraine des taux élevés de colonisation etfettion. Ce dernier facteur est trés
important car les souches @MP présentent une aptitude particuliéere a acquérir des
plasmides déterminants la production de BLSE. ks des facteurs suscités, I'utilisation
massive des C3G expliquerait en partie le pourgenédevé de production de BLSE en
Algérie.

Nos souches présentent un taux de résistance alevéminosides (entre 12,82 % et
75% pour I'amikacine et entre 20,90% et 72,72% paugentamicine). Le taux retrouvé
dans notre étude est supérieur a celui rapporté dautre pays pour la gentamycine
(> 90% de sensibilitée) aux Etats-Unis et au Caraii@, 319]. Au Taiwan et en Arabie
Saoudite, la sensibilité aux aminosides présentamiveau plus bas (57,7% et 61,14%

respectivement) [292, 320].

A. Bahashwan et El Shafey [292] ont signalé la dution de la sensibilité des
Proteus a la ciprofloxacine (67% de souches Heoteus spp.résistantes) dans leurs
établissements en Arabie Saoudite, ces résultatsogsaucoup plus élevées des notres (24
a 36% de souches dRMP résistantes). Nos resultats sont aussi beaucowgpfaihie que
ceux retrouvés aux Etats-Unis (entre 40% et 75%odehes d®MP résistantes) et et au
Taiwan (> 46,2%)318, 320]. Mais sont beaucoup plus élevées qua teauvés au
Canada (entre 7,3% et 8,6% de souchd3MER résistantes) [319].

La résistance élevée ddBMP aux antibiotiques peut étre un indicateur de
'augmentation des niveaux de résistance parmemddrobactéries a cause de I'utilisation
irrationnelle des antibiotiques, conduisant a umévalence plus élevée de bactéries
résistantes [322] qui est tres commun dans les paydéveloppement comme I'Algérie.
Ces especes sont non seulement les causes posditfiestions mais aussi des réservoirs
potentiels de genes de résistance qui pourraiget téansférées a d'autres bactéries
pathogenes. Les niveaux élevés de production deeRitSle la multirésistance des isolats
sont des indications d'une augmentation de la need&crésistances signalées par de

nombreuses études [292, 295].

Ce probléme de multirésistance est actuellementpnabbléme crucial de santé

publigue, non seulement pour le bactériologisteisnaassi pour le clinicien et pour
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I'hygiéniste. En effet, ces BMR émergent, puisbtnt tres rapidement, une concertation
pluridisciplinaire s'impose pour enrayer leur diségation hospitaliere et/ou

communautaire [323], mais en tout cas mondiale.
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Tableau 30. Pourcentage de résistance aux antibiotiques des@®@hes d@MPisolées durant I'année 2011

AMX |AMC |TIC |[CZO |FOX |CTX |IMP| GEN | AMK | COL| NAL | CIP | SX |CHL | MDR | BLSE
P.mirabilis
(N= 213) 60, 80| 32,87 | 54,17 39,41 O 18,09 O 20,90 17,53 * 42,62 8@24,55,74| 44,19 61,083 18,09
P. vulgaris

* 41,38 | 35 * 2,17 | 20 0 32,5 12,8p * 4595 26.67 530, 34,29 67,39 19,57
(N= 46)
M. morganii

* * 52 * 52 37,93 0 50 23,08 *| 62,96 36 72 64,29 ,G®r| 19,35
(N=31)
P. stuartii
(N= 14) * * 80 * 33,33 | 54,55/ 0 72,73 75 *| 4545 27,27 100 8,89 | 92,86| 14,29

AMX: amoxicilline; AMC : amoxicilline + acide clavanique; TIC: ticarcilline; CZO: céfazoline; FOXéfoxitine; CTX : céfotaxime; IMP :
imipenéme; GEN : gentamicine; AMK : amikacine; CQOdolistine; NAL : acide nalidixique; CIP : ciproftacine; SXT : triméthoprime +

sulfaméthoxazole; CHL : chloramphenicol; MDR: Mwdtiug resistance; BLSE: béta-lactamases a spdetndig; * : Résistance Naturelle.
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3.2.Profils de résistance globale aux antibiotiques de$10 souches deeMP

sélectionnée

Les résultats des tests de sensibilité aux antjoies pour les 110 souches

selectionnées sont résumés dans le tableau 31.

L’examen du profil de résistance aux antibiotiqdes souches a montré des taux
élevés de résistance aux C3G.mirabiliset P. vulgarisprésentent les taux les plus élevé
aux Céfotaxime (56,5% et 57% respectivement), @&ftne (56,38% et 53,33%
respectivement) et au Céftazidime (55,16% et 36,6éspectivement)M. morganii
présente des taux plus faibles de I'ordre de 2@¥eedant aucune résistance aux C3G n'a
été détectée pol. stuartii.

La résistance élevée au C3G est principalementaliteproduction de BLSE. Les
tests phénotypiques réalisés ont montré que 56, 55 souches) dB. mirabilis,
57,14% (soit 4 souches) de vulgariset 20 % (soit une souche) d& morganii sont
productrice de BLSE.

Les PMP montrent un haut niveau de résistance pour lesaémicillines seules ou
associées a l'acide clavulanique. Par ailleurs,r ges aminosides, I'amikacine et la
gentamicine semblent étres les antibiotiques lass pctifs sur les quatre especes
(seulement 9,38% et 10,42% de souche® dmirabilis sont résistantes, alors qu’aucune
résistance aux ces 2 antibiotiques n’a été détectéwezP. vulgaris, ni M. morganii, ni P.
stuartii). Une résistance assez marquée a éte observemannicine (entre 15,63% et 20%
saufP. stuartii qui est une souche sensible) et au tobramicinee(€38,33% et 54,16%

saufM. morganii, ni P. stuartiou aucune souche n’est résistante).

Une résistance assez élevée a été observée pdluoiegjuinolones (> 16% pouR.
vulgaris, > 31% pourP. mirabilis et > 40% pouiM. morgani), alors que la seul souche
isolée deP. stuartii est résistante au ciprofloxacine et au pefloxacaegui donne le taux
de 100%.

Une souche d@.mirabilis et3 deP.vulgarissont résistantes a I'imipenéme soit des
pourcentages de 0,91% et 2,73% respectivemeneé&alB81l, 32). Les antibiogrammes
réalisés en Algérie ont révélé que toutes les smisbnt sensibles a cet antibiotique. Cette

contradiction des résultats est, probablementadenormes utilisées pour I'interprétation
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des diametres de I'antibiogramme. En effet, en Adgd’interprétation est réalisée selon
les normes du CLSI qui stipule que, pour qu’unecheud’entérobactérie soit résistante a
I'imipenéme, le diamétre doit étre13mm. Par contre les normes de la CASFM (normes
appliguées pour linterprétation des antibiogrammes 110 souches, réalisés en France)
indiquent qu’'une entérobactérie est déclarée edgista I'imipenéme, si le diameétre est <
17mm.

Pour la colistine, a laquelle la totalité des $mscdevrait étre résistantes, nous
avons remarqué la présence d’'une double populdiitérenciée autour des disques de
C3G, dont I'une est sensible et l'autre est rédistet ce, sur deux boites provenant de deux
patients différents. Afin de confirmer qu’il ne giasait pas d'une contamination,
I'antibiogramme a été refait plusieurs fois a padies tubes d'origines, conservées en

double exemplaires, et le résultat obtenu étajotos le méme.

Aprés purification et identification des souchedeolies a partir des deux patients
(comme détaillée dans les tableaux 27 et 32), wre auntibiogramme a été réalisé pour
chacune des 4 souches. Les résultats ont confimee cgs deux préléevements, qui
proviennent de deux patients hospitalisés en médenterne, contiennent deux bactéries
appartenant au méme genre qui $anmirabiliset P. vulgaris.La premiére est une souche
sensible a tous les antibiotiques sauf aux amiriojiéres, a la ticarcilline en combinaison
avec l'acide clavulanique (elle a le méme speaieelg combinaison de I'amoxicilline avec
acide clavulanique) et a la colistine, alors quddaxieme est une souche multi-résistante
productrice de béta-lactamases a spectre éterglstarte a I'imipenéme, et sensible a la
colistine pour les deux prélevements (figure 18).
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Tableau 31. Pourcentage de résistance aux antibiotiques desdiidhes dEMPisolées

AMX | AMC | FOX | CTX | CAZ | CRO IMP K PEF | CIP | OFX BLSEMDR
P.mirabilis
(N= 97) 65,62 | 25 6,25| 56,5 55,166,38 0,91 15,63 36,46| 31,25| 36,46 78.13
P. vulgaris
(N=7) 100 | 16,66 0 57 56,67 53,33 2,73 16,66 16,67| 16,67| 16,67 83.33
M. morganii

100 | 100 | O 20 20 20 0 20 40 40 80 0100
(N=15)
P. stuartii
(N=1) 100 | 100 | O 0 0 0 0 0 10( 100 O 01

AMX: amoxicilline; AMC : amoxicilline/acide clavulaque; FOX : céfoxitine ; CTX : céfotaxime; CAZ éftazidime; CRO : céftriaxone;

ATM : Aztréonam; IMP : imipeneme; CN : gentamicite; kanamicine; TOB : tobramicine; AK : amikacirfeEF : péfloxacine;

CIP : ciprofloxacine; OFX : ofloxacine; SXT : tritiprime/sulfaméthoxazole; CT : colistine; BLSEtebBactamases a spectre étendu; MDR:
Multi-drug resitance. * 2 souches de P. vulgarist s@nsibles a la colistine



Tableau 32.Caracteristiques des souches de double populdtaesadeux autres souches résistantes a I'imipenéme

(douﬁl(;ugggu;?ion) (dou?a?eu ggzullg(t)ion) Souche 38 Souche 110
Type de prélevements Pus Pus Pus Urine
Services Médecine interne Médecine interne Chieutgpracique Externe
Sexe Homme Homme Homme Homme
Date de prélévements 15/03 /2011 01/01/2011 30/06/2011 25/12 /2011
API 20E P. vulgaris P. vulgaris P. mirabilis P. vulgaris
MALDI-TOF MS P. mirabilis P. vulgaris P. mirabilis P. vulgaris P. mirabilis P. vulgaris
ADNr 16s P. mirabilis P. vulgaris P. mirabilis P. vulgaris P. mirabilis P. vulgaris
ﬁ;?sé?gﬁeaetala IMP = S IMP = R IMP = S IMP = R IMP = R IMP = R
colistine CT =R CT=S CT =R CT=S CT=R CT=R
| | venhedin| 1| maeni | blaes arma, aadhz|  amA, aada2

produits

ant(2"), aadA-1

ant(2"), aadA-1

Production de

Absence de genes

/ Absence de genes

Contamination de

carbapénémases / (PCR négative) (PCR négative) blaoxa 24 I'échantillon
Hodg test / Neégatif / Neégatif Neégatif Négatif
EDTA test / Négatif / Négatif Négatif Négatif
Test de conjugation / Négatif / Négatif Positif Positif

IMP : Imipeneme, CT : colistine, S : sensible, i@sistant.
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Figure 18. Antibiogramme et CMI par -test pour les prélevements a double popula
(A) ATB double population. (B) ATB souche sensiP. mirabilis (C) ATB souche
résistantd®. vulgaris. (D) E-testP. mirabilis (E) E-testP.vulgaris.

NB : le résultat est le méme pour les 2 prélevementst 980
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3.3.Concentrations minimales inhibitrices (CMI) par E-test

Les valeurs absolues des CMI de I'imipenéme desuglesP. vulgariset de la
soucheP. mirabilis résistantes sont égales a 12mg/L pour toutesoleshses (figure 19).
C’est des niveaux trés élevés de résistance. Rauraj parmi ces mémes souches, déux

vulgarissont sensible a la colistine avec des CMI de OriZb (figure 20).

Souche 3%. mirabilis

Souche 93. vulgaris

Souche 100. vulgaris

Figure 19.CMI par E-test imipenéme des souches résistaritiesigeneme.
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Souche 93 Souche 100

Figure 20.CMI par E-test colistine des souchsvulgarissensible a la colistine.

Deux mécanismes peuvent causer la résistance déSroleactéries aux
carbapénémes: (i) la production de carbapénemaseppartiennent a différentes classes
de B-lactamases (classification d’Ambler) : classe KP(C), classe B (métalloenzymes
VIM, IMP, NDM) et classe D@XA-48, OXA-23, OXA-184t leurs variants) ou bien (ii) un
défaut d’accumulation de I'antibiotique associ@ gioduction de céphalosporinases et/ou
de BLSE suite a des modifications des PLP [324].

Comme les autreB-lactamines, les carbapénemes exercent leur &ctwattéricide
en inhibant la synthése de la paroi bactériennefipation aux protéines de liaison des
pénicillines (PLP). Il faut d’abord noter que lespéces du groupPMP, notamment
Proteus mirabilis et Morganella morganii sont intrinsequement moins sensibles aux
carbapénémes (notamment a I'imipéneme) que lessaagpeces d’entérobactéries a cause
de PLP naturellement peu affines pour ces moléculése résistance acquise a
I'imipénéme (et au mécillinam) par mutation des RLE&Xé décrite che2. mirabilis suite a
une perte d'affinité de la PLP 2 et & une diminutite la quantité de PLP 1A. Cependant,
ce type de mécanisme de résistance reste treshezecette espece bactérienne [42].
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4. Recherche phénotypique des Carbapenémases

La détection phénotypique des carbapénémases aséee pour les 4 souches
résistantes a l'imipeneme grace a 2 méthodes ede de Hodge modifié et le test
d’inhibition des métallo-enzymes par 'EDTA.

4.1. Test de Hodge modifié

Ce test est realisé afin de chercher phénotypignemea production des
carbapenémases. Il est positif en cas de présamue déformation de la zone d’inhibition
autour du disque d'imipenéme au contact de la sotestée, indiquant ainsi la présence
d’'une carbapéneémase sans pouvoir identifier laaggmbémase en cause. Dans notre étude
ce test est négatif pour les 4 souches testéesdfiR]l).

Déformation
caractéristiqu

Figure 21.Test de Hodge négat{Klebsiella pneumoniae Kpnasey » : témoin
positif (1); Klebsiella pneumoniaetémoin négatif (2) ; Souche testée (3)

4.2.Test de synergie EDTA-IMP

Le résultat du test de synergie EDTA-IMP des 4 beaaésistantes a I'imipénéme
nous montre, aprés une incubation de 24 heures’@, 3jue les souches ne sont pas
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productrices d’'une Métallo-Béta-Lactamase (MBLYyyfe 22), a cause de I'absence des

images de synergie entre :
- Le disque dmipénéme et le disque d’imipénéme avec de 'EDTA.

- Le disque dmipénéme et le disque vierge contenant de 'EDTA.

Puisque ce test permet de différencier entre lemllog-lactamases et les autres
carbapénémases de classe A ou D, et puisque jusgycr, les propriétés enzymatiques
des carbapénémases de classe D n'ont pas perdé@gdbmppement de tests phénotypiques
spécifiques pour leur détection. La production de enzymes est suspectée méme si les
résultats de notre test EDTA sont négatifs. Ainsi, méthode de référence pour la

détection des carbapénemases est 'amplificatiogedie codant pour la carbapénemase.

Figure 22.Test de synergie EDTA-IMP chez une souche résistatfitmipéneme. (A)
deux disques d’'imipenéme dont I'un avec de 'ED{B) disque d’imipenéme et un

disque vierge avec de 'EDTA.

5. Recherche moléculaire des géenes de résistance

La maitrise de la résistance bactérienne aux aftitipies est une priorité de santé
publique qui nécessite des actions concertées,elanmnédecine de ville que dans les
établissements de santé. La prévention de la tias®m croisée et la réduction de la
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pression de sélection, par un usage rationnel dedbiatiques, en sont les deux

composantes essentielles.

Durant la derniere décennie, un intérét accru aaétdrdé aux bactéries a Gram
positif résistantes aux antibiotiques. Cependags, dliniciens et les microbiologistes
accordent plus d'importance a I'émergence de @sist chez les bacilles a Gram négatif
(BGN), considérant méme qu'il s’agit d’une situatia haut risque de santé publique. En
effet, d’'une part la résistance des BGN augmenits fapidement que les bactéries a Gram
positif. D’autre part, il y a trés peu d’antibialies en cours de développement pour parer a

une telle situation.

La résistance liée a la production flelactamase a spectre étendu (BLSE) est un
probleme particulier dans le traitement des infeiaPMP vue que le$-lactamines sont
I'arme essentiel de lutte contre les infectionsy@mbactéries, mais d’autres mécanismes
ont également émergé, conduisant a la multirésistah menacant de créer des especes
pan-résistantes. L'augmentation de la résistangeaatibiotiques de®MP est véhiculée
par des génes mobiles et des plasmides qui peweeptropager trés rapidement pour

toucher plusieurs populations bactériennes.

Devant nos bactéries multi-résistanitesous est apparus essentiel de rechercher les
supports génétiques et le type de résistance keldassification de Ambler (A,B et D).

Durant notre travail, nos résultats de support€tgnes nous a permis de mettre en
evidence les différents profils génotypiques déstaésces mentionnés dans les tableaux 33
et 34.

5.1.Recherche moléculaire des génes codant pour des BEELS

Les résultats de 'amplification des genes BeSEpar PCR standard ont montrée
que sur les 110 soucheskIRIP étudiees, 60 (54,55%) souches sont positivesoeiumsent
une ou plusieurs enzymes de BLSE (dont la mémehsopeut avoir plusieurs genes a la
fois) donnant ainsi 67 profils (Figures 23 a 26).

L’analyse des séquences nucléotidiques des prodeliBCR purifiés des génes des

60 souches positives a montré que

- 10 (16,67%) souches ¢ mirabilissont productrices ddactx-u-15
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- 53 (88,33%) souches &MP sont productrices daargy, dont 49 souches sont des
P. mirabilis (avec 38 souches produiargy-1 et 11 blarem2), 3 souches sont deR.
vulgaris (avec 1 souche produlilarem-; et 2 blarem-2) et une souche dM. morganii

productrice ddlargm.1,
- 3 (5%) souches de. vulgarissont productrices d@apggr-1,
-1 (1,67%) souche de. vulgarisest productrice dblasyy-11
- Aucune souche ne possede fFactamases de typ®ayeg etblages

Le support génétique des enzymes BLSE produittepa0 souches d&MP isolées
productrices de BLSE dans notre étude était vhaénajorité de nos BLSE sont dérivées
des mutants de gefdargy Au cours des dernieres années, plusieurs nouvellSE& de
type nonTEM ont émerge, commblacrx, blaspy blasro, blages blagey, blar a, blaces
blaper et bla/eg [325].

- Dans notre série de souches, le support moléculaigcipal expliquant la
résistance de BLSE était la présence de gblasy chez 53 souches dont 40 (75.74%)
d’entre elles produisent ufielactamase de typEEM-1 Nos résultats sont en accord avec
ceux de Palzkill et Botstein qui rapportent queyémeblarem-1 (plasmidique) est le plus
répandu chez les bactéries a Gram négatif [326l Tee rapportée dans la littérature, sa

fréquence chez Idsnterobacteriaceapeut dépasser les 61% [327].

- La présence du génelasyy-11 n'a été observée que chez une seule souche de
P. vulgaris Ce géne est différent par une substitution Len-&ir I'acide aminé 35 par
rapport au gene SHV-1, et different l'un de l'autneguement en position 1 du codons 238
et 240. Ce géne a été précédemment décrit Khgmeumoniag¢328, 329]mais jamais

chez une souche appartenant au grougeMP.

- La prévalence dg-lactamases de typ@€TX-M a augmenté de facon spectaculaire
depuis 1992 [37], ce sont, probablement, les engyeeplus répandues actuellement chez
les entérobactéries [44]. Ces enzymasferent un haut niveau de résistance au céfotaxim
plus qu’a la ceftazidime. Cependant, les BLSE ¢e §TX-M hydrolysant la ceftazidime

ont été recemment rapportées, tels lgjagrx-m-150U blacTx-m-19[330].
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Dans notre étude, 10 souches HEe mirabilis productrices de BLSE de type
CTX-M-150nt été isolées. Ce gene est different d’'une pirdase (pb) par rapport au
geneblactx-uw-zgrace a un seul changement d'acide aminé (Asp24&ly), il en résulte un
nouveau genélactx.m [331]. Le blactx-m-15 @ €té décrit pour la premiére fois en Inde en
2001 [332]. il a ensuite été identifiée et sembie &pidémique dans plusiers pays :
Pologne [331], Turquie [333], Royaume-Uni [334],9Rie [335], Taiwan [336], Canada
[337], France [338], Bulgarie [339], Portugal [34Q]jban [341]et en Corée [342]. Les
rapports concernant la présencebt®rx-m-15en Afrique, avant sa découverte en Algérie,
étaient limités au Sénégal [343], en Tanzanie [#4u Cameroun [345]. Pour I'Algérie,
seuleblacTx.m-3 produite parSalmonella entericaérotype Senftenberg a été rapporté en
2005 [346]. Mais en 2006, Touati @&t [330] ont décrit pour la premiére fois la présence
de blacrx-m-15€n Algérie chez deux entérobactéries ¢oli et K. pneumoniakg et ce n’est
qu’en 2009 que cette enzyme a été retrouvée Bhezirabilis a Alger, pour la premiére
fois [347]. Ce phénoméne pourrait s'expliquer patrdnsfert horizontal et la propagation
de plasmides portant lactx-um-15 chez les differents genres desterobacteriaceaainsi

gue la dissemination clonale de microorganismedymteurs de ce géne.

- Les B-lactamases de typ#apeg Ne sont pas tres courament identifiées [348]selle
sont de plus en plus signalées, avec la découderteneblaper-, qui a été identifiés chez
plusieurs especes a Gram-négatif, notamn&adimonella typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, P. mirabifsyulgaris et P.stuarti{349-352]. Ce
déterminant BLSE a été détecté dans plusieurs fgdysgrope, comme la France, la
Pologne, le Kosovo [353] et l'ltalie [350, 354] es$t particulierement répandu dans
différentes espéeces en Turquie [349]. Il a eté ergaht identifié en Corée chez
Providencia spp[351], et plus réecemment, la propagation du ddag-r.;a été rapportée
pour la premiére fois chez deux especes d'entéeies;P. vulgariset P. stuartii isolées
a Alger en 2009 [352] et depuis cette date aucppai sur des souches porteuses de ce
gene n'a été publiée en Algérie jusqu'au 2011,causcde notre travail, avec l'isolement
de 3 souches de. vulgarisproductrices d®laper-1. Selon la littérature, cette enzyme est
souvent codée par un plasmide, mais elle peut rbgaleétre associée a des éléments
transposables facilitant la diffusion rapide daiff@bntes populations bactériennes [349].
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Figure 23.Electrophorése sur gel d'agarose 1% des produtslification par PCR d
geneblacrx.

M : marqueur de tailles de 'ADN, Pb : paire dedmsT- : temoin positil
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Figure 24.Electrophorése sur gel d'agarose 1% des produatsplification par PCR d

géﬂGb'&TEM.
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Figure 25.Electrophorése sur gel d'agarose 1% des produtslification par PCR d
géneblagpv

123




Resultats et discussion

Mes souche
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Figure 26.Electrophorése sur gel d'agarose 1% des produtslification par PCR d

geneblapgr
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5.2.Recherche moléculaire des carbapénema:
5.2.1Par PCR en temps rée

La PCR en temps réel a revelé que sur les 4 soutdProteus résistantes a
'imipenéme, une souche posseéde le gblapxa24 codant pour une carbapénéeme
Aucune souche ne possede les geéblapxa-23, blaoxass, blave | blayim | blaypm-1 i

blakpc.

5.2.2Par PCR Standard

Les résultats de la PCR standard des ¢ codant pour des carbapénemases
confirmé les résultats de la PCR en temps réetélgpiencage d'ADN correspondant la
bande positive sur gel d’agarose montre que parmd lesuches résistantes a I'imipene
une seule souche porte un géne codour une carbapénemase qui esblapxa-24 (figure
27).

93 38 100 110 - 93 100 38 110 - + 93 38 100 110 - + 93 38 100 +

- : - -

93 38 100 110 - + 93 38 100 110 - 93 38 100 110 - +

- = ~—— - -~ -

Figure 27.Electrophorese sur gel d’agarose 1% des produatsplification par PCR de

genes codant pour uicarbapenemase.
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Les carbapénemes ont une bonne activité contr®N&B. Elles sont trés souvent
utilisées pour traiter les infections causées pas Isouches multi-résistantes.
Malheureusement, on assiste ces dernieres anniéaaeaiigence et la propagation de la
résistance aux carbapénemes. Cette resistanceesgpréhcipalement, a la production de
carbapénemases, essentiellement de classe D (mesek) parfois de classe B (métdlio
lactamases).

D’aprés les donnés de la littérature, les geneamisdoour des carbapénemases ont
largement été deétectés dans de nombreux groupdsgribas dans difféerents pays.
Cependant, les rapports sur IBsoteusspp produisant une carbapénémases sont rares.
Bonnet efal. sont les premiers a signaler, en 2002 en Fraagaésence d’'une souche de
P. mirabilisrésistante aux carbapénemes en produisant unapésmbmase de classe D de
type blapxa-23[9]. Différentes études ont par la suite rappoaé@iésence de souches de
P. mirabilis résistantes aux carbapénémes par production daambapénemase de
classe B, métall@-lactamase, de typelayv-1 [8, 355-359].En 2008, Tibbetts edl. ont
rapporté pour la premiére fois la résistance d'seele souche d®. mirabilis aux
carbapénemes par production d’'une carbapénemaspealblaxpc aux Etats-Unis [360].
Récemment, Hu &tl. ont signalé 'émergence d’'une souchdPdenirabilis coproductrice
des génedlakpc-» et qnrD dans un hépital chinois [361], et Cicekat ont rapporté la
premiere identification de la cassette du gBlagxa-z2caadAl un nouveau variant de la
catégorie D d@-lactamase, dans une souchePdenirabilisen Turquie [362]. Dans notre
étude, le principal support moléculaire de la tésise aux carbapénemes est la présence
du géneblapxa-24 codant pour une carbapénemase de classe D. Cagdaaléja rapporté
en Algérie chez 6 souchesAd baumanniiisolées en 2011 dans différents hopitaux a
Tlemcen, Setif, Sidi Bel Abbes, Oran et Tizi Ou4d], et chez 17 autres souche&.d’
baumanniiisolées dans trois différents hopitaux a I'OuestAlgérie (Tlemcen, Oran et
Sidi Bel Abbes) de 2008 a 2012 [18putefois, I'existence d'une souche de. mirabilis
résistante aux carbapénémes grace a une carbapéné&uale classe D de tygdaoxa-24
n'a jamais été décrite auparavant, et constitue danune premiere mondiale Cela peut
suggérer que I'épidémiologie des géenes codantyuwicarbapénémase a changé grace au
transfert horizontal de plasmides portant le gblaxa-24 entre les différents groupes
bactériens.
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En ce qui concerne les 3 autres soucheBra&usrésistantes a I'imipenéme sans
production d'une carbapénémases, cette résistamcerag étre le résultat d'une
modification des porines, diminuant ainsi la periia de la membrane externe, associee

a la production de céphalosporinases et/ou de BB6H.

5.3.Recherche moléculaire des résistances associéesifasides et quinolones)

5.3.1. Résistance aux aminosides

Les résultats de la PCR standard des genes codamt |lp résistance aux
aminoglycosides, revele que sur les 110 souchediéétyy 22 (20%) sont productrices
d’'une ou plusieurs enzymes modificatrices des asniles (dont la méme souche peut

avoir plusieurs genes a la fois) donnant ainsir@ilp (figure 28 a 32) dont:

- 12 (54.55%) souches @MP portent le génaac(6)-Ib, il s’agit de 8 souches d&
mirabilis, 3 souches dB. vulgariset1 souche d&l. morganii

- 8 (36,36%) souches deMP porte le géneaadA dont 5 souches sont dés
mirabilis (4 souches portent adA2et une leaadAl), 2 souches ded. vulgaris(une
souche porte laadA2et une leaadAJ, 1 souche dél. morganii porte leaadA2et une

souche dé. stuartiiporte leaadAl

-4 (18,18%) souches deMP portent le genant(2”)- dont 1 souche est urfe.

mirabilis, 2 souches sont d&s vulgariset 1 souche ed¥l. morganii

- 3 (13,64%) souches d&MP portent le génaac(3)-ladont 2 sont deB. mirabilis

et 'autre est un&.morganii.

- 2 (9,09%) souches d@MP portent le genarmA dont une est unB. mirabilis et

l'autre est uné.vulgaris.

Les aminosides continuent a jouer un role impordams le traitement des infections
séveres dues aux pathogenes a Gram négatif savassociation avec I@dactamines a
large spectre [70]. Ces antibiotiques agissentesiiamt au site aminoacyl (site A) de
'ARN16S de la petite sous-unité ribosomale 30S plexaryotes et interférent avec la
synthese des protéines [70]. Leur utilisation meess contribué a la sélection et la

propagation, dans le monde entier, de souchestaétds par differents mécanismes
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incluant les enzymes-modifiant les aminosides (ANBBY]. Dans notre étude, nous avons
mis en evidence 7 types de combinaison d’enzymedifisat les aminosides chez

P. mirabilis 4 types de combinaison chézvulgaris 2 combinaisons chéd. morganiiet

enfin une combinaison chd2 stuarti, formées avec 6 types de genes codant pour des
AME (tableau 29). Parmi les AME, AAC(6')-Ib, responsable de la résistance a
I'amikacine chez des bactéries a Gram négatif, peggbablement la plus importante
aceétyltransférase sur le plan clinique et c’eshézanisme de résistance aux aminosides le

plus fréquemment rencontré chez les entérobaci@ees.

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportéd@agrécédentes études en
Algérie sur les mécanismes de résistance aux amdesschez differentes souches
cliniques a Gram négatif [16, 56, 366-370], saufaqoun de ces rapports n'a étudié la

résistance aux aminosides chez des souche$/ée

D’aprés ces résultats on suggeéere que durant ladeéallant de 2007 a 2013 les
génes codant pour une AME sont devenus endémigquakjérie et se sont propagés entre

les différentes especes de bactéries a Gram négatif
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Mes souche
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B
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Figure 28.Electrophorése sur gel d'agarose 1% des produatslification par PCR d
géneaac(6)-Ib.
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: -
Mes souche

Mes souche

Figure 29.Electrophorése sur gel d'agarose 1% des produtslification par PCR d
géneaadA

Mes souche

Figure 30.Electrophorése sur gel d'agarose 1% des produatslification par PCR d
géneant(2")
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Mes souche
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Figure 31.Electrophorése sur gel d'agarose 1% des produtslification par PCR d

geneaac(3)-la
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Figure 32.Electrophorése sur gel d'agarose 1% des produtslification par PCR d

genearmA
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5.3.2. La résistance aux quinolones

Malgré I'existance de souches résistantes auxdiygnolones, aucune souche ne

porte ni le gengnrA ni le genegnrB.

les résultats de résistance a la ciprofloxacinegnl®s chez nos souches, suggerent
que le principal mécanisme de résistance aux ftmonmlones de nos souches est
probablement d0 a des mutations ponctuelles sugdaes codant pour les gyrases ou les
topoisomérases qui expriment de hauts niveauxsistaéce [371]. Cependant, une souche
de P. mirabilis est trouvée porteuse de gemac(6)-Ib-cr. Cette variante est une
acétyltransférase qui fait partie des enzymes nuadifces des aminosides (AME). Il se
distingue de son progéniteur, dac(6’)-Ib, par le remplacement de deux acides aminés,
Trpl02Arg et Aspl79Tyr et confére une résistancbateniveau a la ciprofloxacine et a la

norfloxacine en plus de la résistance aux amingditi&l].

Les genes de résistance aux fluoroquinolones sidentification récente en Algérie.
La premiere étude qui a rapporté la présence dessgar a été publiée en 2008 chez des
souches . cloacad372]. Par la suite, plusieurs études ont identfféerents variants de
déterminantsgnr souvent en association avec le geae(6’)-Ib-cr chez des souches
d’entérobactéries [16, 56, 366]. Ce déterminantéadécouvert pour la premiére fois en
2006 chez une soucheH’ coli gnrA positif en Chine [111]. En Algérie, le gene
aac(6’)-lb-cr a été détecté pour la premiere fois en 2009 cinezsouche . cloacae
[366]. Depuis, deux autres études ont rapportédagnce de ce gene aussi bien en milieu
hospitalier que communautaire [16, 373]. Mais caeg@’a pas encore été rapporté en
Algérie chez des souches appartenant au gréife bien qu’il soit récemment signalé en
Afrique du Nord chez des souches cliniquesPdemirabilis et M. morganii isolées en
Tunisie [374] ce qui suggére qu’il y a une propamatle ce gene entre groupes bactériens

et une dissémination clonale au sein de souchdMeen Afrique du Nord.

L’émergence de nouveaux mécanismes de résistaasenigique aux quinolones
constitue une vraie menace concernant |'efficad@g fluoroquinolones, et ce, a plusieurs
niveaux. D’abord, leur présence sur des plasmidegigatifs favorise leur mobilité et leur
dissémination chez les différents pathogenes. Hrs, pleur association a d’autres

déterminants de resistance, essentiellement lesld&amines et aminosides, concourt a
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une cosélection de la résistance aux fluoroquiresopar ces derniers antibiotiques

largement utilises en thérapeutique humaine.

Ce mécanisme plasmidique de résistance aux quiesloanfere un bas niveau de
résistance aux fluoroquinolones, mais leur prés@ocerait en outre favoriser I'évolution
vers un plus haut niveau de résistance par lats@ede mutation dans les cibles de ces
molécules [366]. L’émergence de ces génes de aésisten Algérie pourrait poser un
probleme de santé publique et impose de mettrelare pune politique pertinente de
surveillance de la résistance en vue d’'un meilantréle de la circulation des souches

multirésistantes.

133



Tableau 33.Profils génotypiques de résistance aux antimicrabges 110 isolats dRMP

Especes Groupe | Géne Nb | % Mécanisme de résistance
1 b|aCTx_|\/|_15 6 5.45 BLSE
2 blactx-m-15+ blaTem-1 3 2.73 BLSE
3 blactx-m-15+ blatem-2 1 0.91 BLSE
4 b|aTEM.1 29 26.36 BLSE
5 blargm.1+aadA2 3 2.73 BLSE + AME
6 blatem-1+ blaoxa-24+ aadA2 + armA 1 0.91 BLSE + Carbapénémase + AME
P. mirabilis |7 blarem-1+ @aadAl + aac(3)-la 1 0.91 BLSE + AME
8 blarem-1+ aac(6)-1b 1 0.91 BLSE + AME
9 b|aTEM_2 9 8.18 BLSE
10 blargm-2+ aac(6)-1b-cr 1 0.91 BLSE + AME + Résistance aux fluoroquinolong
11 aac(6)-1b 6 5.45 AME
12 aac(6)-1b + ant(2")-1 1 0.91 AME
13 aac(3)-la 1 0.91 AME
1 b|aTEM.1 1 0.91 BLSE
2 blarem-2tblapgr-1+ blaspy-1+ aadAl+ aac(6)-Ib + ant(2")-I 1 0.91 BLSE + AME
P.vulgaris |3 blargm-2+blaper-1+ aadAl+ aac(6)-1b + ant(2")-I 1 0.91 |BLSE + AME
4 blaper.1+ aac(6)-1b 1 0.91 |BLSE + AME
5 armA, aadA2 1 0.91 | AME
1 b|aTEM.1 1 0.91 BLSE
M. morganii | 2 aac(6)-1b 1 0.91 AME
3 aac(3)-la + aadA2 + ant(2-I 1 0.91 AME
P. stuartii 1 aadAl 1 0.91 AME
Total 72 65,45

Nb : nombre de souches

134



Tableau 34 Caractéristique phénotypiques et génotypiqued i@esouches deMP isolées

Profil génotypique

n Nature de pvt SEXService Souche BLSE Carbapénémasds AME
1. Pus H Médecine interne P.mirabilis CTX-M-15 - -

2. Pus F Endocrinologie P.mirabilis - - -

3. Pus H Neurologie P.mirabilis TEM -1 - -

4. Pus H Epidémiologie P.mirabilis - - -

5. Pus F Endocrinologie P.mirabilis TEM -1 - aac(3)-la ; aadAl
6. Ponction d'ascite| F Maladies infectieusesP.mirabilis - - -

7. Pus H Orthopédie P.mirabilis TEM -1 - -

8. Liquide péritonéal H Orthopédie P.mirabilis - - -

9. Pus F Cardiologie P.mirabilis TEM -1 - -

10. Liquide pleural H Chirurgie P.mirabilis TEM - 2 - -

11. Pus H Centre des brilés P.mirabilis - - -

12. Pus F Externe P.mirabilis CTX-M-15 - -

13. Pus H Endocrinologie P.mirabilis - - aac(3)-la
14, Pus H Externe P.mirabilis - - -

15. Pus F Externe P.mirabilis TEM -1 - -

16. Sonde F Cardiologie P.mirabilis TEM - 2 - -

17. Pus H Pneumo P.mirabilis TEM -1 - -

18. Pus H Orthopédie P.mirabilis - - -

19. Pus F Gynécologie P.mirabilis CTX-M-15 - -

20. Sonde H Centre des brllés P.mirabilis - - -

21. Pus F Réa centre des brilés P.mirabilis TEM -1 - -

22. Pus H Dermatologie P.mirabilis - - -

23. Pus H Centre des bralés P.mirabilis TEM -1 - -

24. Pus F Externe P.mirabilis TEM -1 - -

25. Pus F Maladies infectieuses| P.mirabilis TEM -1 - -

26. Pus H ORL P.mirabilis TEM - 2 - -
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Tableau 34: Caractéristique phénotypiques et génotypiqued fl@souches de@MP isolées (suite)

27. Pus H Médecine interne P.mirabilis - - -

28. Pus F ORL P.mirabilis TEM -2 - -

29. Pus F Maladies infectieuses| P.mirabilis - - -

30. Pus H Médecine interne P.mirabilis TEM -1 - -

31. Pus H Orthopédie P.mirabilis TEM -1 - -

32. Pus F Psychiatrie P.mirabilis - - -

33. Pus F Maternité P.mirabilis - - -

34. Pus H Réa centre des brilés P.mirabilis - - -

35. Pus F ORL P.mirabilis TEM -2 - -

36. Pus H Médecine interne P.mirabilis - - -

37. Pus F Gynécologie P.mirabilis - - -

38. Pus H Chirurgie P.mirabilis TEM -1 OXA-24 armA ; aadA2
39. Pus H Chirurgie P.mirabilis TEM -1 - -

40. Pus H ORL P.mirabilis TEM -1 - -

41. Pus H Centre des br(lés P.mirabilis TEM -1 - -

42. Pus H Centre des br(lés P.mirabilis TEM -1 - -

43. Cathéter F Centre des br(lés P.mirabilis TEM -1 - -

44, Pus F Maladies infectieuses| P.mirabilis - - -

45. Pus H Centre des br(lés P.mirabilis TEM -1 - aadA2
46. Pus H Centre des br(lés P.mirabilis TEM -1 - aadA2
47. Pus H Orthopédie P.mirabilis TEM -1 - -

48. Pus F Externe P.mirabilis CTX-M-15 - -

49. Pus F Médecine interne P.mirabilis CTX-M-15 - -

50. Pus H Orthopédie P.mirabilis - - -

51. Pus F Maladies infectieuses| P.mirabilis - - -

52. Urine H Externe P.mirabilis - - -

53. Urine H Pédiatrie P.mirabilis - - -

54. Urine F Endocrinologie P.mirabilis - - -

55. Urine F Externe P.mirabilis - - -

56. Urine F Maladies infectieuses | P.mirabilis TEM -1 - -
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Tableau 34: Caractéristique phénotypiques et génotypiqued i@souches deMP isolées (suite)

57. Urine H Externe P.mirabilis - -
58. Urine F Centre des brilés P.mirabilis - -
59. Urine H Externe P.mirabilis TEM -1 -
60. Urine F Externe P.mirabilis TEM -1 -
61. Urine F Gastro-enchologie P.mirabilis - -
62. Urine F Pédiatrie P.mirabilis CTX-M-15; TEM -1 -
63. Urine F Externe P.mirabilis CTX-M-15; TEM - 2 -
64. Urine F Externe P.mirabilis TEM -1 -
65. Urine F Externe P.mirabilis TEM -1 -
66. Urine F Chirurgie P.mirabilis - -
67. Urine F Externe P.mirabilis TEM - 2 -
68. Urine F Externe P. vulgaris TEM -1 -
69. Urine F Externe P.mirabilis - -
70. Urine F Externe P.mirabilis TEM -1 -
71. Urine F Externe P.mirabilis - -
72. Urine F Parasitologie P.mirabilis - -
73. Urine F Chirurgie P.mirabilis - -
74. Urine H Médecine interne P.mirabilis TEM -1 -
75. Urine F Neurologie P.mirabilis - -
76. Urine H Externe P.mirabilis CTX-M-15 -
77. Urine F Médecine légale P.mirabilis TEM -1 -
78. Urine F Réa-Chirurgicale P.mirabilis - -
79. Urine F Externe P.mirabilis TEM - 2 -
80. Urine H Maladies infectieuses | P.mirabilis TEM -1 -
81. Urine H Psychiatrie P.mirabilis TEM - 2 -
82. Urine H Centre des brllés P.mirabilis TEM -1 -
83. Urine F Neurologie P.mirabilis CTX-M-15; TEM - 1 -
84. Urine F Orthopédie P.mirabilis CTX-M-15; TEM - 1 -
85. Urine H Externe P.mirabilis TEM - 2 aac(6')-1b-cr
86. Urine F Externe P.mirabilis - aac (6") — Ib ; ant (2")
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Tableau 34: Caractéristique phénotypiques et génotypiqued flesouches deMP isolées (suite)

i

87. Urine F Psychiatrie P.mirabilis TEM - 2 - aac (6" - Ib
88. HMC F Réanimation P.mirabilis - - -
89. Sonde H Réanimation P.mirabilis TEM -1 - aac (6') — Ib ; aadA2
90. Urine F Réanimation P.mirabilis TEM -1 - aac (6" - Ib
91. Sonde H Réanimation P.mirabilis TEM -1 - aac (6" - Ib
92. Pus H Endocrinologie P. vulgaris - - -
T P.mirabilis - - -
93.  |Pus H | Médecine interne P.vulgaris  |SHV-11:TEM—2 ; PER - 1- aac (6) — Ib ; ant (2") ; aadA
94. Pus H Médecine interne P.vulgaris - - -
95. Pus H Médecine interne P.vulgaris - - -
96. Pus H Endocrinologie P.vulgaris - - -
97. Pus H Médecine interne P. vulgaris PER-1 - aac (6") - Ib
98. Pus H Médecine interne Pr.Stuartii - - aadAl
99. Pus F Gynécologie M.morganii |- - -
e P.mirabilis - - -
100. Pus H Médecine interne P.vulgaris TEM-2;PER-1 - aac (6") — Ib ; ant (2") ; addA
101. Pus H Endocrinologie P.mirabilis TEM -1 - aac (6" - Ib
102. Pus H Orthopédie M.morganii |- - ant (2") ; aac(3)-1 ; aadA2
103. Pus H Orthopédie M.morganii |- - aac (6") - Ib
104. Pus H Chirurgie P.mirabilis - - -
105. Pus H Médecine interne P.mirabilis - - aac (6") - Ib
106. Pus F Chirurgie M.morganii |- - -
107. Urine F Externe M.morganii |- - -
108. Sonde F Réanimation M.morganii | TEM -1 - aadA2
110 Urine H Externe P.vulgaris - - armA ; aadA2

M : Masculin, F : Féminin, pvt : prélevement, ORODto-Rhino-Laryngologie, Réa : Réanimation
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6. Transfert de la résistance par conjugaison

Afin de déterminer le support génétique de la tése aux antibiotiques, un test de
conjugaison a été réalisé pour les 4 souchesagtesta I'imipeneme pour determiner s'il
s’agit d’une résistance chromosomique ou bien pldigore. Ce test a été concluant pour
deux souches seulement Bn mirabilis (la souche 38, figure 33) et uh vulgaris (la
souche 110, figure 34) ce qui nous a permis d’obftransconjugants (Tc), en transférant
la résistance auR-lactamines et aux aminosides mais pas a l'imipénehpres PCR et
séquencage des génes de résistance, nous avotet&gue les bactéries transconjugantes
portent les mémes genes que les bactéries domsaftaigleau 35) sauf pour les genes

codants pour une carbapenémase.

L’expérience de conjugaison révele l'associatiorgéiees codant pour la résistance
aux p-lactamines l§larem.1) et aux aminoside@adA-2et armA) sur une méme structure
génétique, car on les a retrouvés dans les trajug@orts aprés transfert d'un seul
plasmide. Alors que la résistance @ mirabilis a l'imipénéme, codée par une
carbapenemase de classebladxa-29 serait due a des genes chromosomiques plutdt qu’a

des facteurs de médiation plasmidique.

139



E. coliJ53

ATB

P. mirabilis
(souche 3€
(Donneur)

E. coli
J53
(Récepteur)

-
(@)

AMX
AMC
IMP

CTX
CAZ
FOX
CRO
FEP

AK
CN
CT
RA
SXT
OFX
CIP

R

w »w oW WPV gxpyg VUV I DD

R

nuw nu nuo n nnonnuonnunuonunuonao

w w 1 »nw wnvw T X XV UV UV UV UV I O O D

Tc E. coli

Figure 33.Test de conjugaison pour la souche 38 résistal'imipenéme
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141



Tableau 35.Marqueurs et genes de résistance des souchesidesatrde leurs transconjugants

Souches Antibio-résistance Geénes de résistance

Souche 38 AMX-AMC-IMP-CTX-CAZ-FOX-CRO-FEP-K-AK-CN-G-SXT blarem-1, armA, aadA2, blgxa-24
Tc souche 38 AMX-AMC- CTX-CAZ-FOX-CRO-FEP-K-AK-CNSXT blarem-1, armA, aadA2
Souche 110 AMX-AMC-IMP-CTX-CAZ-FOX-CRO-FEP-K-AK-CNGT-SXT armA, aadA2

Tc souche 110 | AMX-AMC- CTX-CAZ-FOX-CRO-FEP-K-AK-CN&XT armA, aadA2

E. coli J 53 AMX-AMC -

AMX: amoxicilline; AMC : amoxicilline/acide clavuldque; IMP : imipeneme; CTX: céfotaxime; CAZ :ftegidime; FOX : céfoxitine ;
CRO : céftriaxone; FEP : cefépime ; K : kanamiciAK;: amikacine; CN : gentamicine; SXT : triméthope/sulfaméthoxazole; CT : colistine;
Tc : transconjugants.
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Figure 35.Répartition des différents mécanismes de résistankentibiotiques sur

le territoire algérien et plus particulierementAdgérie septentrionale [56].
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Conclusion générale et perspective

Les genresProteus, Morganellaet Providencia contiennent un certain nombre
d'agents pathogenes humains importants qui cassamént des infections graves chez les
patients hospitalisés et les personnes immunodépanDifferentes méthodes d'isolement
et d'identification ont été développées pour lgpattides espéces &MP, cependant, le
traitement des patients infectés est souvent pmudtiue en raison du développement de

la résistance aux antibiotiques et de I'état imm@pameé du patient.

Au terme de ce travail, il en ressort que la pipton d'antibiotiques ainsi
I'’émergence de la bactériorésistance est un prabkEssentiel de santé publique en Algérie
comme a travers le monde. Nous avons égalementtaténgiue I'efficacité des
antibiotiques décroit au fil du temps. Les bacgemamulent les résistances a diverses
familles d’antibiotiques et deviennent ainsi dedtmasistantes. Cette évolution conduit a
des impasses thérapeutiques. En effet, ces dixiedesn années, une importante
augmentation de la résistance aux antibiotiquet a@nstatée chez les bacilles a Gram

négatif, en particulier chez I€MP.

La compréhension de cette situation nous a cordaéntrer nos recherches sur ce
groupe de bactéries. Nous avons donc mené une épidémiologique basée sur les
infections hospitalieres et communautaires causaéeses germes au CHU de Constantine.
La fréquence d’isolement des souches appartenaet groupe correspond a 7,28% de
'ensemble des prélevements positifs. Les isali@&MP ont été obtenus a partir de 14
échantillons différents, avec une prédominance tessuppurations (47,04%) suivie par
les infections urinaires (31,91%. mirabilis est I'espece la plus fréqguemment isolées a
partir de tous les échantillons, avec une fréqueteer0,06%, suivie paP. vulgaris
(15,13%),M. morganii (10,19%) etP. stuartii (4,60%). La répartition des souches selon
leur provenance montre que les souches isoléeslemmsfections hospitalieres (78,95%)
sont majoritaire par rapport a celles des infegtioommunautaires (21,05%).

Méme si lesPMP n’occupent pas une place prépondérante dans ieegits
bactériennes d’infections communautaires ou bieuiaes a I'hopital, le niveau de leurs
résistances aux antibiotiques et surtout I'évolutibe ces résistances est essentiel a
connaitre et a surveiller. Leurs places important@ss la colonisation digestive et leurs
réles de réservoir potentiel de plasmides portdargenes codant pour des mécanismes de

résistance, en font un marqueur épidémiologiquenggtigeable.
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Afin de bien comprendre et de mettre en évidencksisémination et 'augmentation
de la résistance aux antibiotiqgues des souch&Miisolées qui ont montré un profile de
multi-résistance, des études d’épidémiologie madédaiont été réalisées. Ces études ont
révélé une diversité génétique des genes qui cqumntles BLSE avec I'émergence de
nouveaux genes au niveau du CHU de Constantinepld® cette étude confirme la
propagation et la dissémination internationale deses blargy (88,33%), blacTx-1s
(16,67%),en plus de la présence d’autres marqueurs deaidsgsttels les genddaper-1

(5%) etblasphy-11 (1,67%) (Détecté pour la premiere fois chez une sche deProteus.

Les carbapénémes restent les molécules de premiéx pour le traitement des
infections par les bactéries productrices de BLSE{out dans le contexte actuel de
diffusion massive des BLSE de tyfgdacrx., mais sont des antibiotiques qu’il est
nécessaire de préserver. Ce d'autant qu’il n’exasteellement pas de perspective proche

de mise sur le marché de nouveaux antibiotiques.

L’émergence de la résistance aux carbapénémesnraeatdy dans le monde entier
chez toutes les especes des bacilles a Gram nélaiiuement importantes et constitue
un véritable défi en cela qu’elle conduit & desasges thérapeutiques et par conséquent,
compliquer la prise en charge des patiebigns ce travail nous avons pu mettre en
évidence pour la premiere fois la présence d’'une gohe deP. mirabilis résistante a
'imipenéme en produisant une carbapénémase de ckes D de typeblaoxa-24 Qui n'a
jamais été décrite auparavant, et constitue donc wnpremiére mondiale chez des
souches dd°MP. Ce gene est spécifique ch&zbaumanniice qui nous amene a penser
gue I'épidémiologie des genes codant pour une péangsnase a changé grace au transfert
horizontal de plasmides portant le gdmaoxa-24 €ntre les différents groupes bactériens.
L'acquisition de la résistance aux carbapénemez ¢he mirabilis peut étre une
préoccupation importante pour les médecins careceg est généralement résistants a la

colistine [4] et il n'est pas trés sensible a ¢gtiycline [375].

Quant a la résistance aux aminosidess avons détecté pour la premiére foien
Algérie I'émergence de souches deMP productrices des genesadAl, aadA2, armA,
aac(6)-l1b, aac(3)-la, ant(2)-1, qui confere la résistance a tous les aminosides
cliniquement pertinents au niveau de CHU de Comisianrendant ainsi les options du
traitement des infections causées par ces germagsqgstreintes. De plus, la présence des 2
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de ces déterminants de résistaraaf2et armA) sur un plasmide conjugatif favorise leur

mobilité et leur dissémination.

Aucun géne de résistance aux fluoroquinolones t&@adéntifié (gnrA et gnrB), sauf
pour une seul souche & mirabilis qui s’est revelée porteuse de gexae(6)-1b-cr qui
confére une résistance de bas niveau a la cipaflog et a la norfloxacine. Pour les autres
souches la résistance est probablement due a diedions au niveau des génes de la

gyrase et de la topoisomérase, cibles de cetteectiiantibiotique.

La colistine n'a pas d'effet sur I€VIP, cependant, lors de notre travail sur la
sensibilité aux antibiotiqgues, nous assistons drmiére description des souches de
P. vulgaris sensibles a la colistine sans comprendre la cawsecal phénoméne
exceptionnel. Des tests complémentaires devraigatrdenés pour que cette étude soit
complete, par la recherche de mutations au nivealgénes responsables de la résistance a
la colistine, tel quelpxA,B,C,D, pmrA,B , phoP,Q , mgrBe plus, un projet de
séquencgage du génome complet de ces souchesvidgarissensible a la colistine est en
cours de réalisation, d’'une part afin de bien cangre toutes les différences existantes
entre ces souches et les soucheB.deulgarisnaturellement résistantes a cet antibiotique,
et d’'une autre part puisque jusqu’a présent il istexaucune étude compléte sur le génome

deP. vulgarispublié.

L’augmentation et 'émergence des difféerentes comibons de déterminants de la
résistance aux antibiotiques nous laissent perplprer l'avenir de la thérapie
antimicrobienne en Algérie. C’est un probleme deté&gublique, ce qui nécessite une
surveillance attentive et la mise en ceuvre d'urlgiquee d'utilisation des antibiotiques
aussi bien au sein de la communauté qu'a I'hépitak infections nosocomiales ne
peuvent étre totalement évitées mais le respeit stes regles d'hygiene permet de

diminuer le risque.

Pour un meilleur suivi de l'infection, l'identifitan rapide et précise est nécessaire.
Nous avons entrepris une technique par spectramérimasse (MALDI-TOF MS). Nos
données montrent que la MALDI-TOF est une techniguiepeut, maintenant, identifier
directement les souches appartenant a une grame ddéolats cliniques d®MP au
niveau de l'espece en moins de 5 minutes par ébhiantivec un moindre de codlt par
rapport aux méthodes classiques et avec une pmé@sgiale ou supérieure. La précision de
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Conclusion générale et perspective

la spectrométrie de masse va réduire l'utilisatide techniques d’identifications
moléculaires telles que le séquencage de 'ARNr ¢6iSsont fastidieuses et colteuses. Ce
probleme peut étre résolu si nous pensons a laeniggace d'un réseau de plates-formes
d'analyse, par I'achat d'au moins d’'un appareiBdeer Biotyper et le placer dans un
hdpital universitaire principal et de mettre encglain systeme de courrier afin de partager
l'instrument pour l'usage commun dans tous lest&adpiuniversitaires d'Algérie, comme

cela a été proposé dans une étude récente a BrsIi&N6].
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Annexe 1.

FICHE DE RECUEIL
DES RENSEIGNEMENTS CLINIQUES
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DATE DE NAISSANCE : .......cc.co........ [iviiiiiiinnn, Loerieenenn,
AGE © o)
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MEDECIN TRAITANT © ..ottt semee et ses s st enes s ene s s esnananen s

PRESENTATION CLINIQUE

DATE D’HOSPITALISATION: .......ovvvvennnn. Lo, Lo

SYMP T OMES ..ttt e e e e et e e e
DATE DE PRELEVEMENT : ......ccccoeeeennn. Lo Lo,
TRAITEMENT ATB: ...l Posologie.../jour Durée...... jours

GUERISON [] oul [] NON

DECES [] our [] NO




Annexe 2.

Composition des milieux de cultures utilisés

1. Citrate de Simmons

Magnesium sulfate MgSO

Ammonium dihydrogéne phosphate (NHI,PO,
Phosphate dipotassiunpHPO,

Citrate de Sodium ou acétate de sodium
Chlorure de sodium (NacCl)

Agar

Bromothymol blue

2. Gélose chocolat (ou gélose au sang cuit)

Peptone trypsique de caséine

Peptone pepsique de viande

Amidon de mais

Hydrogénophosphate de potassium
Dihydrogénophosphate de potassium
Chlorure de sodium

Hémoglobine

Supplément glucosé, vitaminé type Polyvitex
Agar

pH

3. Gélose Hektoen
Protéose-peptone

Extrait de levure

Lactose

Saccharose

Salicine

Citrate de fer Il et d'ammonium
Sels biliaires

Fuchsine acide

0,29

19

19

29

59

159
0,08g

750
7549
109
4009
109
500
10,09
1ml
15,09
7,2

1209
3,09
12,09
12,09
209
159
9,09
0,19



Bleu de bromothymol
Chlorure de sodium
Thiosulfate de sodium
Agar

pH

4. Gélose Mueller-Hinton
Infusion de viande de boeuf
Peptone de caséine

Amidon de mais

Agar

pH

5. Gélose Nutritive
Extrait de viande
Extrait de levure
Peptone

Chlorure de sodium
Agar

pH

6. Mannitol-Mobilité-Nitrate
Hydrolysat trypsique de caséine
Mannitol

Rouge de phénol

Nitrate de potassium

Agar

pH

7. Milieu Clark et Lubs
Peptone trypsique de viande
Glucose

KoHPO,

pH

0,065 g

500

500
13,09
7,5

300,0 ml
17,5 g
1,59
17,0 g
7,4

1,09

20¢9
5009

500
15,09
7,4

10,09
750
0,4 mg
109
3,50
7,6

69
S
Sg

7+0,2a25°C



8. Trypticase-Soja (TSA)

Peptone trypsique de caséine
Peptone papainique de soja
Chlorure de sodium

Agar

pH

9. TSI

Peptone

Extrait de viande

Extrait de levure
Peptone pepsique de viande
Glucose

Lactose

Saccharose

Rouge de phénol
Chlorure de sodium
Sulfate de fer Il (Pasteur)
Thiosulfate de sodium
Agar

pH

10. Urée-tryptophane (Urée-Indole)

Urée
L-tryptophane
Ethanol & 0,95
Rouge de phénol

Chlorure de sodium

Dihydrogénophosphate de potassium

Hydrogénophosphate de potassium

pH

15,09
5009
500
15,09
7,3

15,09
3,09
3,09

500
1049
10,0g
10,0g
0,024 g
500
0,29
0,39
11,09
7,5

2049
0,39
1ml
2,5 mg
0,59
0,19
0,1g



Annexe 3.

Tableau 36.Les caracteres biochimiques d&dP (galerie classique).

. P. P. M. P.
Milieu Ensemencement] Test L . . .
mirabilis | vulgaris | morganii | stuartii
Ensemencement| Lactose - - - -
par pigUre
Gélose centrale et la Glucose + + + +
T.S.1 surface inclinée G N N Vv
par des stries az -
serrées. H2S + + i i
Milieu Mannitol - - - -
) Ensemencement
mannito}- ar piqQre Mobilité ++ ++ + +
mobilite- | 2T P!9
) centrale :
nitrate Nitrate + + + +
Milieu au Ensemencement Citrate
citrate de en stries serrées| de V \Y - +
sodium ou par inondation Simmons
Ensemencement Uréase bt bt bt vV
. . | avec quelques
Milieu uree- outtes de la Indol
indole 9 : ndole + + + +
suspension
bactérienne TDA + + + +
Ensemencement
Milieu de | avec quelques | RM + + + +
Clark et gouttes de la
Lubs suspension VP - - - -

bactérienne




Annexe 4.

Fiche technique de la galerie APl 29

TECHNIQUE :

Préparation de la galerie

* Réunir fond et couvercle d'une boite d’'incubat&tnrépartir de I'eau dans les alvéoles
pour créer une atmosphere humide.

» Déposer stérilement la galerie dans la boitecdiation.

Préparation de I'inoculum

* Prélever une seule colonie bien isolée sur mii&osé.
» Réaliser une suspension bactérienne faible (8¢ sur I'échelle Mc Farland) dans un
tube d’eau distillée stérile.

Inoculation de la galerie

Remplissage des tubes :

Remplir les tubules et les cupules des tests du type [CIT]
Fipetie Pastewr

Cupul
Remplir les tubules des tests du type ADH et remplir la cupule .

avec de ['hulle de paraffine, pour créer |'anaérobiose.
Tubule

Remplir uniquement les tubules des tests restants Remplir en posant la pipette

contre la paroi de la cupule.

SIEISIESIE

Remarque: il est important de veiller a ne pas créer de Bultes de I'inoculation qui
pourraient fausser le résultat. De plus I'appanitie bulles aprés incubation apportera un

caractére d’'identification supplémentaire (GAZ+)

RESULTATS ET IDENTIFICATION :

« Noter sur la fiche de résultats toutes les réastgpontanées.

+ Réaliser les tests nécessitant I'addition de risaciiest VP, TDA, IND, Nitrate
réductase...

« Avec le tableau d’identification : comparer lesatians notées sur la fiche de résultats
avec celle du tableau : chaque cellule de ce taldeatient les pourcentages de positivité

« Avec le catalogue analytique : Les tests sont iggFe en groupe de 3, et une valeur (1,

2 ou 4) est indiquée pour chacun. Additionner @gidiieur de chaque groupe les nombres



correspondants aux tests positifs. On obtient umbme a 7 chiffres qui sert de code

d’identification.

Tableau 37.Tableau de lecture des résultats de la galerie2aP|

Tests Réactions/enzymes Résultats négatifs Résudtabsitifs
ONPG B-galactosidase Incolore Jaune
ADH Arginine dihydrolase
LDC Lysine decarboxylase Jaune Rouge/orange
OoDC Ornithine decarboxylase
CIT Citrate utilisation Vert pale/jaune Bleu-vert/bleu
H.S H2S production Incolore/grisatre | Dépbt noir/fin liseré
URE Urease Jaune Rouge/orange
TDA Tryptophane deaminase TDA/Immediat
Jaune | Marron-rougeétre
JAMES/immédiat
IND Indole production Incolore
Al Rose
Vert-pale/jaune
VP : . VP 1+ VP 2/ 10 min
Acetoin production
Incolore Rose/rouge
GEL Gelatinase Aucune diffusion lefUSlon dL.J
pigment noir
GLU Glucose fermentation/oxidation  Bleu / bleu-vert Jaune/ jaune gris
MAN Mannitol fermentation/oxidation
INO Inositol fermentation/oxidation
SOR Sorbitol fermentation/oxidation
RHA Rhamnose fermentation/oxidation
SAC Sucrose fermentation/oxidation  Bleu / bleu-vert Jaune

MEL Melibiose fermentation/oxidation

Amygdalin

AMY fermentation/oxidation

ARA Arabinose fermentation/oxidation




Annexe 5.

Tableau 38.Les services hospitaliers

Groupe

Services

Services médicaux

Services de cardiologie

Services de dermatologie
Services d’endocrinologie
Services de gastrologie

Services d’hématologie

Services de maladies inféctieuses
Services de médecine interne
Services de neurologie

Services de pneumo-phtisiologie
Services de psychiaterie

Urgences médicales

Centre des brilés
Services de réanimation
Services d’'urgences meédicales

Services chirurgicaux

Services de matérnité poste-opératoire
Services de médecine légale

Services de neuro-chirurgie

Services d’'ORL

Services d'orthopédie

Services des urgences chirurgiques

Service de pédiatrie

Service de pédiatrie

Service des néonatal

Services de nursery
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Marqueur de tailles de 'ADN

FITTTALZ DA

Figure 36.pGEM® DNA Markers. Load 5ul/lane.

https://worldwide.promega.com/products/cloning-anddna-markers/molecular-
weight-markers/benchtop-dna-markers/?activeTab=1
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Productions Scientifiques

1. Publications

Article 1. Leulmi Z., Kandouli C., Benlabed K., Lezzar A., Mihoubi l.eRalence
and evaluation of resistance to antibiotics of geReoteus, MorganellaandProvidencia
isolates in University Hospital of Constantine, &l@. International Journal of Advanced
Research 2014; 2 (1): 220-227.

2. Publication en cours

Article 2. Leulmi Z., Kandouli C., Mihoubi I., Benlabed K., Lezzar A.,olRin J.M.
First description oblapxa-24 armAMethyltransferase analac(6)-Ib-crproducingProteus

MorganellaandProvidenciaclinical isolates in Algeria.

3. Communications

1. Leulmi Z., Kandouli C., Mihoubi I., Benlabed K., Lezzar ARolain J.M.
Fréquence et résistance aux antibiotiques des tdsale Proteus, Morganellaet
Providenciauropathogenes isolés a I'hdpital universitaireGbmstantine, Algérie. 6 eme
Journée Internationale d’Infectiologie de Sétit$Jl 18 Avril 2013, Faculté de Médecine,

Université de Sétif — Algérie.

2. Leulmi Z., Kandouli C., Mihoubi I., Benlabed K., Lezzar Rplain J.M. Les
infections nosocomiales &roteus, Morganellaet Providencia isolés a [I'hdpital
universitaire de Constantine et leurs profils dess®lité aux antibiotiques. 32 eme
journées scientifiques du CHU Dr Benbadis Constantb — 6 juin 2013, Faculté de
Médecine, Constantine — Algérie.
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Introduction

susceptibility,
multidrug  resistance,  Proteus,

The three genera Proteus, Morganella and Providencia (PMP) are
opportunistic microorganisms which cause serious hospital and community
infections. However, in many laboratories in developing countries,
differentiation of these genera into species is not generally done during
bacteriological diagnosis due to high cost and special skills involved. This
study aimed at determining the occurrence and antimicrobial susceptibility of
genera PMP isolated from different clinical samples in Constantine, Algeria.
17 834 clinical samples were collected in the Clinical Microbiology
Laboratory of Benbadis University Hospital in Constantine, during the year
2011. The isolates were identified to the species level using conventional
biochemical tests and the identification was confirmed on the basis of the
results of Analytical Profile Index API20E tests. Antimicrobial susceptibility
of isolates was determined by the disk-diffusion method on Mueller-Hinton
Agar. 4173 were positive (23.40% of total samples). Four PMP species were
recovered from 304 of 4173 positive result giving 7.28 % prevalence of PMP
infections mainly isolates from in-patients (78.95%);

Proteus mirabilis was the commonest (70.06 %), followed by Proteus
vulgaris (15.13 %). Morganella morganii accounted for (10.19 %) and
Providencia stuartii (4.60 %). Strains of PMP most commonly isolated from
pus (47.04 %) followed by urine samples. All of PMP strains isolated were
susceptible to carbapenems. We reported that strains were generally
susceptible to Cefoxitin, Cefotaxime, Imipenem, Amikacin, Ciprofloxacin.
We observed a high percentage of PMP strains resistant to Amoxicillin,
Nalidixic acid, Triméthoprim/ sulfamethoxazol. However, M. morganii and
P. stuartii isolates exhibited a high resistance to Ticarcillin, Gentamicin,
Chloramphénicol. More than 61% of all strains were found to be multiple
drugs resistant. Extended Spectrum p-Lactamases (ESBL) were produced by
10.33 - 16.13 % of PMP strains.

The three genera Proteus, Morganella and Providencia (PMP) belongs to the Enterobacteriaceae family comprising
approximately a total of ten species (Manos and Belas, 2006). The proximity of these three genera is observed on
phenotypic studies and also genetically, as shown in phylogenetic trees constructed on the basis of RNA sequences
and gene gyrB (Freney et al., 2007;Dauga, 2002). Due to close similarity of Proteus, Morganella, and Providencia
rods, all three genera were placed in the tribe Profeeae, however, the tribe designation is not often used (Rézalski
and Staczek, 2009). Members of these three genera are components of the normal bacterial flora of the intestinal

220



ISSN 2320-5407 International Journal of Advanced Research (2014), Volume 2, Issue 1, 220-227

tracts of humans and animals and are widespread in the environment. Some species belonging to these genera have
been recognized as opportunistic pathogens, causing primary and secondary infections (O'Hara et al., 2000). Interest
in the species comprised in these genera has occurred mainly from a clinical perspective, as they include a number
of significant human pathogens. These pathogens have a diverse mode of transmission, and hence can cause
infection in different anatomical sites of the body. Some of the sources of transmission are soil, contaminated water,
food, equipment, intravenous solutions, the hands of patients and healthcare personnel (Feglo et al., 2010). Most
infections are associated with prolonged hospitalization and in the case of Proteus and Morganella spp., associated
with colonization of indwelling catheters and urinary tract infections (Manos and Belas, 2006). This study seeks to
evaluate the frequency of isolation and antibiotic susceptibility of Proteus, Morganella and Providencia recovered
from infections in patients hospitalized and outpatients in the University Hospital of Constantine in Algeria.

Materials and Methods

Isolation site

The study was undertaken in the Laboratory of clinical bacteriology at the University Hospital of Constantine,
Algeria, during the year 2011. A large variety of clinical samples were issued: urine, purulent material from wounds
or abscesses, blood or aspirates (of joint fluid, pleural fluid, ascitic fluid and pus) and other diverse material (such as
catheter) collected from 17834 patients suspected of bacterial infection. Demographic data (such as sex, in-patient
and out-patient status) of the patients were recorded prior to sample collection.

Culture and Identification

All samples collected were aseptically inoculated on the various media included: Blood, Chocolate, Nutrient and
Hektoen agars, and incubated at 37°C for 24 hours. However, suspected PMP colonies were isolated from simple
media (Nutrient or Hektoen agars)

The morphological characteristics of the colonies including sizes, shapes, ability to swarm, ability or inability to
ferment lactose, odor and microscopic features of the cells were recorded. Identification of clinical isolates was
carried out through biochemical tests according to Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Holt and Williams,
1989). The identification of selected Proteus, Morganella and Providencia colonies was confirmed by Analytical
Profile Index; API20E (BioMerieux, Marcy I’Etoile, France)

Antimicrobial susceptibility test

Susceptibility test was conducted by the disc diffusion method on Mueller-Hinton. The different antimicrobial
agents used and their disc concentration were : amoxicillin (25 pg), amoxicillin/clavulanic acid (20/10 pg),
ticarcillin (75 pg), cefazolin (30 pg), cefoxitin (30 pg), cefotaxime (30 pg), imipenem (10 pg), gentamicin (15 pg
(10 UI), amikacin (30 pg), colistin (50 pg), nalidixic acid (30 pg), ciprofloxacin (5 pg),
trimethoprim/sulfamethoxazol (1,25/23,75 ng), chloramphenicol (30 pg). Plates were incubated for 24 h at 37°C
after which the inhibition zones were measured. The results were interpreted according to the guidelines of Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2007). The isolates
that showed resistance to 3 or more antibacterial agents from different classes were regarded as MDR and were
included in this study.

Detection of - Lactamases

ESBL producing isolates were detected by double disc synergy test including amoxicillin/clavulanic acid (AMC)
containing disc placed in the center, 30 mm distant from-cefotaxime (CTX), ceftriaxone (CRO) or ceftazidime
(CAZ) containing dics. Production of ESBL was indicated by the synergy between the CAZ, CTX and CRO and
AMX/CLA disc.

Results

Proteus, Morganella and Providencia species isolated

Among the 17834 samples collected, 4173 were positive and represented 23.39% of total samples, 1585 were
contaminated and represented 8.88% of total samples. The remaining samples were negative and represented 67.86
% which corresponded to 12076 samples. Four species were recovered from 304 of the 4173 positive results,
rendering a prevalence rate of 7.28 %. PMP were isolated from nearly 1.7% of total samples collected / year.
Proteus mirabilis was the most prevalent (70.06 %), followed by Proteus vulgaris (15.13 %). Morganella morganii
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accounted for (10.19 %) and Providencia stuartii (4.60 %) of the Proteus, Morganella and Providencia isolates
(Figure 1).

The PMP isolates were obtained from 14 different specimens as indicated on* (Table 1) with the following
percentage representations: pus (47.04 %), urine (31.91 %), blood (5.92 %), sonde (5.92 %), tracheal (2.63 %),
catheter (1.64 %), Ascitic fluid (0.98 %), peritoneal fluid (0.98 %), pleural fluid (0.65 %), vaginal sample (0.65 %),
gastric fluid (0.33 %), cerebrospinal fluid (0.33 %), mammary flow (0.65 %) and umbilical cord (0.33 %). P.
mirabilis was the most frequent species isolated in all the specimens with the exception of catheter, from which
there were recovered 2 P. mirabilis isolates respect 3 isolates of P. stuartii, and cerebrospinal fluid from which it
was only isolated 1 P. vulgaris. P. mirabilis was isolated from pus (46.01%), urine (33.33%), sonde (6.10%) and
blood (5.63%). P. vulgaris was highly isolated from pus (67.39%) followed by urine (17.39). M. morganii was more
frequent in urine (48.39%) and P. stuartii in pus (35.71%).

There were a total of 240 samples from in-patients (78.95%) and 64 out-patients (21.05%) as shown in Table 1
below. A total of 161 P. mirabilis (75.59 %) were isolated from in-patients whereas 52 (24.41 %) were from out-
patients. On the other hand P. vulgaris was isolated from in-patients in 42 (91.30 %) cases and 4 (8.70 %) from out-
patients. Also, 24 (77.42 %) M. morganii were isolated from in-patients and 7 (22.58%) from out-patients. Finally,
all but 1 P. stuartii isolates were recovered from in-patients. The most frequent positive sample from in patients
corresponded to pus (64.71 %). Urine samples corresponded to 48% from in patients and 49% from outpatients.

There were a total of 168 (55.26 %) isolates recovered from males and 136 (44.73 %) from females. As presented in
(Table 1), P. mirabilis infection was detected among 109 males (51.17%) and 104 females (48.83%). P. vulgaris, on
the other hand, was isolated from 31 males (67.39 %) and 15 females (32. 61%). M. morganii was isolated from 17
males (54.84 %) and 14 females (45.16 %), and finally, P. stuartii was isolated from 11 males (78.57 %) and 3
females (21.43 %).

Antimicrobial susceptibility of Proteus, Morganella and Providencia isolates

A review of the antimicrobial resistance profile of isolates from the different clinical specimens showed
that cefoxitin, cefotaxime, imipenem, amikacin, ciprofloxacin were the most active antibiotics. Antibiotics with the
lowest activities on all four species were amoxicillin, nalidixic acid, trimethoprim + sulfamethoxazol (resistance
42.62 % - 100 %). However, M. morganii and P. stuartii isolates exhibited a high resistance to ticarcillin,
gentamicin, chloramphenicol. More than 61% of all isolates were found to be multiple drug resistant (resistant to at
least 3 antibiotics). However, 10.33 - 16.13 % produced ESBL. There was no significant difference in the ESBL
production by the various species (table 2).

Figure 1. Distribution of the various Proteus, Morganella and Providencia species isolated
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Discussion

Species identification is critical in the diagnosis and treatment of people infected with PMP. It is also required in
disease prevention, patient management, and surveillance of infection. While antimicrobial resistance surveys have
revealed that members of the PMP are relatively frequent among clinical isolates, and a number of series have
investigated specific subsets of infections caused by these organisms (Mahamat et al., 2006;Zalas-Wiecek et al.,
2012;Shima et al., 2012), few studies have focused on the PMP as a whole (Kim et al., 2003). This study represents
the first population-based description of PMP group in Algeria, and provides new information on the distribution of
clinical isolates at the University Hospital of Constantine, Algeria. PMP were isolated from nearly 1.7% of samples
collected in this study, confirming that these organisms are relatively frequent. Four PMP species (P.mirabilis, P.
vulgaris, M. morganii and P. stuartii) were identified to be responsible for causing infections in various anatomical
sites. P. mirabilis was the most frequent species isolated (70.06 %), hence responsible for the majority of PMP
infections and therefore supported by the fact that it is the most virulent of all the PMP (O'Hara et al., 2000;Coker et
al., 2000), and hence the commonest etiologic agent of both community and hospital acquired infections. This can
be explained by the high carrier rate (25%) in the human digestive tract (Farmer, 1999). The intestines are although
the major reservoir of these bacteria in humans, resulting from auto-infection or transmission from patient to patient
in hospitals (Farmer, 1999). The findings of our study are in agreement with those of some previous studies in
Germany (Muller, 1986), Trinidad (Orrett, 1999), England, Wales, Northern Ireland (CDR Weekly, 2006) and
Ghana (Feglo et al., 2010). However, the study of Kim et a/. in Korea showed that M. morganii are the most
common species isolated (61 cases), followed by P. mirabilis and P. vulgaris. However, this study was focused
solely on isolates from bacteraemia (Kim et al., 2003). Pus recorded the highest percentage of Proteus isolates
(46.0%) followed by urine samples (33,33%) and this confirmed the findings of Newman et a/. (Newman et al.,
2006) and Feglo et al. (Feglo et al., 2010) in Ghana and Yah et a/. (Yah et al., 2007) in Nigeria. Proteus is therefore
a common cause of wound infections in Algeria. Our findings are, however, in contrast with those of Reslinski et al.
(Reslinski et al., 2005) and Orrett (Orrett, 1999) from Europe and Asia which showed Profeus species to be more
commonly encountered in urine than in other clinical specimens*.

PMP infections were also common among the in-patients (78.95%) as compared to out-patients (21.05%). This
trend can be explained by the fact that PMP behave as opportunistic pathogens and are therefore involved in
infectious diseases, especially among individuals hospitalized, immunocompromised, paraplegic or with urinary
tract abnormalities (Mahamat et al., 2006;0'Hara et al., 2000). In the United States P. mirabilis accounts for
approximately 3% of nosocomial infections (Centers for Disease Control and Prevention, 1996). There was no
significant difference (p > 0.05) between the males and females infected with PMP in this study.

The PMP species displayed high antimicrobial resistance rates. similar to previous reports in Algeria (Rahal, 2008).
The pattern of resistance to antibiotics of PMP strains seems to be correlated to some extent with their classification
into four species.

More than 61% of the isolates were found to be multiple drug resistant. The high antibiotic resistance of PMP may
be an indication of the resistance levels among the Enterobacteriaceae since indiscriminate consumption of
antibiotics provides selective pressure, leading to a higher prevalence of resistant bacteria (Levy, 1999), which is
very common in developing countries like Algeria. Not only, these species are potential causes of infections but also
potential reservoirs of resistance genes that could be transferred to other bacterial pathogens. The frequency of
ESBL-producing strains is comparable to that reported by Rahal et a/. (Rahal, 2008) in Algeria. The high level of B-
lactamase producing isolates and multi-drug resistant isolates denotes an increase in the resistance menace. This
general situation is the result of selection pressure due to extensive use of fB-lactam antibiotics. In addition, the
acquired resistance due to their plasmid determinism has great power to spread.

Conclusion

Resistance to antibiotics is an increasingly common problem in both veterinary and human medicine, and
its management is a subject of urgent debate. Species identification and a better study of the epidemiology of
antimicrobial resistance will improve the management and control of infections and the therapeutic management of
patients while reducing the prescription of large spectrum antibiotics. This can only be done at the expense of better
monitoring. These practices are generally absent in most of our hospitals, mainly due to the high costs involved.
Therefore this study is a step towards the generation of national data on the prevalence of antimicrobial resistant
pathogens in Algeria.
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Résumes

Abstract

Proteus, Morganellaand Providencia (PMP)are a major cause of bacterial
infections causing primary and secondary infectioBpidemiological data orPMP
isolates in clinical specimens and their antimicabbensitivity testing is important to help
clinicians in the empirical selection of medicasohlere we performed characterization of
PMP clinical isolates using the APl 20E system and BrulMALDI Biotyper 2.0
(MALDI-TOF/MS) platforms for microbial identificatin. Diagnostic accuracy was
determined by independent comparison of each mdthgtiylogenetic analysis based on
the 16S rDNA gene sequencing. This study was dedigiso to evaluate the emergence of
multidrug resistance and the prevalence of extesgedtrump-lactamases (ESBLS),
carbapenemases, aminoglycoside-modifying enzymdsresistance to fluoroquinolones
among 110PMP strains that were isolated from a large varietyclafical specimens at
University Hospital of Constantine in Algeria. Thgi 20E system correctly identified
92.59% to the species level, while, the Bruker et correctly identified 99.05% isolates
to the species level, in comparison with the 168Ayene sequencing. MALDI-TOF MS
identifications became concordant with 16S rDNA eyeesults for all strains except for
one strain identified correctly to the genus lemely. Antibiotic susceptibility testing was
performed on alPMP clinical isolates, and presence of antibiotic s&sice genes was
screened for by PCR amplification and sequencibgd®% % of the strains (72 isolates)
were positive for different antibiotic resistancaceding genesblactxwm-1s5 blarem-1,
blarem-2, blaper-, blaspv-1z @aadAl, aadA2, armA, aacfdb, aac(6)-1b-cr, aac(3)-la,
ant(2")-1, and forming different profiles. Moreover, th&aoxa24 gene was detected in the
imipenem-resistant strain. In this study, we fodimdthe first time in Algeria a multidrug
resistantP. mirabilis isolates harboringolaOXA-24, armA16S rDNA methylase and

aac(6)-1b-crgene.

Keywords:, Proteus, Morganella and Providenciddentification, MALDI-TOF Mass

Spectrometry, resistance to antibiotics, PCR.
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Résumé:

Proteus, Morganella et Providencia (PMP3ont une cause majeure d'infections

bactériennes causant des infections primairesoeingaires. Les données épidémiologiques
les isolats dePMP dans les échantillons cliniques et la rechercheladesensibilité aux

sur

antibiotiques sont importantes pour aider les ciémns dans le choix empirique des antibiotiques.

Nous avons réalisé, dans ce travail, I'isolemeffifdzntification des isolats cliniques dMP en
utilisant le systeme APl 20E et la spectrométrie ndasse MALDI-TOF (Bruker MALDI

Biotyper 2.0). La précision des diagnostiques adétérminée apres comparaison indépendante
de chaque procédé a une analyse phylogénétique baiske séquencage du gene de 'ADNr 16S.

Cette étude a été réalisée, également, pour éM@oargence de la multirésistance (prévale

nce

de B-lactamases a spectre étendu (BLSE), de carbapéesmdes enzymes-modifiant les

aminosides (AME) et des enzymes de résistance laoxofjuinolones) chez 110 souches

PMP isolées a partir d'une grande variété d'échansilldimiques a I'hépital universitaire de

Constantine en Algérie. Le systéme Api 20E a cteraent identifié 92,59% des isolats
niveau de l'espéce, alors que la spectrométrie agsena correctement identifié 99.05%,
comparaison avec le séquencage du gene de I'ADSIr IT@lentification avec la MALDI-TOR
MS est concordante avec les résultats du séquerdmaggene d'ADNr 16S pour toutes
souches a I'exception d’une seule souche identdfa¥eectement au niveau du genre seulem
Les tests de sensibilité aux antibiotiques oneffgctués sur tous les isolats cliniquesPdéP, et

de

au
en

es
ent.

la présence de genes de résistance a été etudéseaapplification par PCR et séquencage. Pres
de 65,45% (72 souches) étaient positives pour rdift§ genes codant au moins pour une

résistance aux antibiotiqueblaCTx-M.ls b|a'|'E|\/|-;|_, b|a'|'E|\/|.2, b|apER-1, b|as|-|v.1;|, aadAl, aadA2
armA, aac(9-lb, aac(6)-Ib-cr, aac(3)-la, ant(2)-1, formant différents profils. En outre, le gé

ne

blapxa-24 @ été détecté chez la souche résistante a l'igmpénDans cette étude, nous avpns
détecté pour la premiére fois en Algérie une sowldfe mirabilis multirésistante hébergeant les

genedlapxa-24 armA 16S rDNA methylase etac(6)-1b-cr.
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