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La mise sur le marché des céphalosporines de 3™ génération a facilité le traitement
de nombreuses infections sévéres provoquées par des bactéries & Gram négatif, Cependant, la
prescription croissante de ces antibiotiques a rapidement été associée & ’émergence de
souches bactériennes résistantes. Depuis la description, en 1983, de Ia résistance transférable
aux céphalosporines de 3™ génération, lide a la production de béta-lactamase a spectre
étendu (BLSE), de nombreuses épidémies impliquant des bactéries productrices de ce type
d’enzymes, ont été décrites.

Les BLSE sont des enzymes qui conférent une résistance aux céphalosporines 2 large
spectre (céfotaxime, ceftazidime, cefiriaxone) et aux monobactames (aztréonam), mais qui
n’affectent pas les céphamycines (céfoxitine, céfotétan) ni les carbapénémes (méropénéme ou
imipéneme). Elles peuvent étre inhibées par des inhibiteurs de béta-lactamases, de type acide
clavulanique. La plupart de ces enzymes dérivent des béta-lactamases de type TEM-1, TEM-2
ou SHV-I, par substitution d’un ou plusieurs acides aminés, résultant de mutations
ponctuelles au niveau des génes parentaux, blammm ou blasyy, codant pour ces enzymes a
spectre moins large. Les génes codant pour les BLSE sont habituellement portés par des
structures mobiles (plasmides, généralement de grande taille, ou transposons), ce qui
conditionne leur grand pouvoir de dissémination entre différentes souches bactériennes, de
méme espéee ou d’especes différentes, grice & divers mécanismes de transferts génétiques,
tels que la transformation, la transduction, la fransposition et surtout la conjugaison
bactériennes. De plus, ces génes sont souvent associés, sur ces plasmides, a des génes codant
pour la résistance 4 d’autres familles d’antibiotigues, telles que les aminosides, les sulfamides,
le chloramphénicol ou les cyclines, entrainant I’émergence de bactéries multirésistantes.

Klebsiella pneumoniae a longtemps constitu¢ Pespéce d’entérobactéries chez laquelle
la production de BLSE était la plus fréquemment décrite. Aujourd’hui, ces enzymes sont
detectées chez de nombreuses autres espéces d’entérobactéries, notamment Enferobacter
aerogenes. L’augmentation, a I'échelle mondiale, de la résistance médiée par ces enzymes,
parini les souches d’entérobactéries, constitue une menace importante pour la santé publique,
justiftant les efforts réalisés, afin de comprendre et circonscrire la propagation de ces bactéries
multirésistantes. Cependant, I’épidémiologie des infections et colonisations 3 bactéries
productrices de BLSE est parfois complexe : en effet, la dissémination de la résistance peut
€tre lice a la diffusion de souches, de plasmides, ou d’autres génes de résistance. Afin
d’analyser ’épidémiologic de ces souches, plusieurs marqueurs phénotypiques et surtout
génotypiques peuvent étre utilisés. '

Les objectifs de cette étude Staient de mettre en évidence le degré de diversité
geénétique des souches de K. preumoniae productrices de BLSE et notamment de comparer les
souches isolées il y a une dizaine d’années a celles actuellement détectées, d’identifier le
support geénétique de cette résistance et d’éfudier les possibilités de transfert des BLSE
produites par ces souches, ainsi que les résistances susceptibles d’étre co-transférées en raison
d'un méme support plasmidique. Pour cela, nous avons eu recours a diverses techniques de
biologie moléculaire, telles que la PCR, le séquengage, I’électrophorése en champ pulsé, les
profils de restriction plasmidique, ainsi qu’a des expériences de conjugaison bactérienne.
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Premiére partie :

GENERALITES
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1- Résistance des entérobactéries aux béta-lactamines ;

La famille des entérobactéries comprend de trés nombreuses espéces qui différent les
unes des autres par leur sensibilité aux antibiotiques en général, et aux béta-lactamines en
particulier.

Classiquement, le comportement d’une souche bactérienne vis-d-vis d’une béta-
lactamine dépend d’au moins 3 facteurs :

» la perméabilité de sa paroi, qui conditionne la pénétration de [’antibiotique ;
* la production de béta-lactamases, naturelles ou acquises, inactivant antibiotique ;
o [’affinité de Pantibiotique pour ses cibles, appelées protéines de liaison & la pénicilline

(PLP).

La résistance bactérienne aux béta-lactamines peut s’expliquer par 3 principaux
mécanismes.

1.1- Différents mécanismes de résistance aux béta-lactamines :

1.1.1- Imperméabilité :

La pénétration des béta-lactamines 3 travers la membrane externe des bactéries 4 Gram
négatif se fait vig des pores, formés dans la membrane par des protéines appelées porines, qui
permettent la diffusion passive de petites molécules dans ['espace périplasmique. La
modification (mutation) de ces porines peut contribuer, en diminuant la pénétration de ces
antibiotiques, 4 la résistance bactérienne,

1.1.2- Modificatior des PLP :

Ce mécanisme de résistance est rencontré, le plus souvent, chez les bactéries 4 Gram
positif, chez lesquelles I’ affinité des béta-lactamines pour leur cible peut étre réduite,

1.1.3- Production de béta-lactamases :

1) Mécanisme de ’inactivation enzymatigue :

Chez les bactéries a4 Gram négatif, la production de béta-lactamases constitue le
principal mécanisme de résistance aux béta-lactamines, Secrétées dans 1’espace
périplasmique, ces enzymes sont capables d’hydrolyser le cycle béta-lactame qui constitue la
structure de base de cette famille d’antibiotiques, inactivant ainsi ’antibiotique (Figure 1,

p.16).
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¢ Classe C ou céphalosporinases ;

Ces enzymes, codées par le géne ampC, le plus souvent de localisation chromosomique,
peuvent &tre surexprimces et entrainer une résistance aux amino-, carboxy- et
ur¢idopénicillines, ainsi qu’aux céphalosporines de 1%, 2™ et 3%™ pénérations et &
Paztréonam. En revanche, eclles hydrolysent peu les céphalosporines de 4°™ génération
(céfépime, cefpirome).

¢ Classe D ou oxacillinase :

Cette classe regroupe des béta-lactamases de structures trés hétérogénes, dont
certaines possédent un spectre étroit tel que OXA1, d’autres un spectre plus large (OXA20,

23..).
Tableau I: Classification des béta-lactamases, selon Ambler.
Classe prsélg:;&:it:ls g%l;gfig!:e Types Site actif | Fréquence
Pénicillinase de
A Pénicillines (iﬁrg;::;(;gli;?ie en;;ﬁg:?g;%gﬁv Sérine | Fréquentes
des entérobactéries
Céphalosporinase de
Céphalosporines _ Stenotrophomonas
B \ Chromosomique maltophilia, Cystéine Rares
et carbapéncmes B . .
acteroides fragilis,
Bacillus cereus.
. Céphalosporinase
C Céphalosporines Chromosqlmque ampC des Sérine | Fréquentes
ou plasmidique X -
entérobactéries.
Pénicillinases OXA ou
Plasmidique PSE rencontrées chez
D Pénicillines ou porté par des Pseudomonas et Sérine Rares
intégrons certaines
entérobacieries.

1.2- Support génétique de la résistance :

Les bactéries peuvent acquérir la résistance aux antibiotiques, soit en modifiant leur
génome par mutation, soit en incorporant des génes provenant d’autres micro-organismes,
gréice & divers mécanismes de transfert génétique, tels que Ia transformation, la transduction,
la transposition et la conjugaison.
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1.2.1- Résistance par mutation chromosomique :

Le chromosome bactérien peut étre le support de la résistance bactérienne aux
antibiotiques, soit de manicre naturelle (résistance naturelle programmée dans le génome
bactérien), soit a la suite de mutations ponctuelles modifiant I’information génétique
« endogéne », dont la fréquence est cependant faible, de Pordre de 10-107'°, habituellement.

L’utilisation de I’antibiotique peut donc sélectionner les souches résistantes. Afin
d’éviter les échecs thérapeutiques, il est possible d’avoir recours a une association
d’antibiotiques, afin de diminuer la fréquence d’émergence des mutants, pendant le

traitement.

1.2.2- Résistance par acquisition de matériel génétique exogéne :

Les résistances extra-chromosomiques, dont le support est un géne porté par un
plasmide ou un transposon qui peuvent €tre acquis par conjugaison ou, plus rarement, par
transduction, représentent un pourcentage beaucoup plus important des résistances acquises.
Elles peuvent concerner plusieurs antibiotiques, lorsque les génes correspondants sont situés
sur le méme plasmide ou transposon.

[) Plasmides :

A- Structure el propriéiés générales (Jacoby G, A. et al.,, 1991) :

Les plasmides (Photo 1) sont des molécules d’ADN extra-chromosomiques, circulaires,
bicaténaires, de localisation cytoplasmique. Leur réplication est indépendante de celle du
génome bactérien.

Photo 1 : ADN plasmidique visualisé par microscopie électronique.

B- Fonctions physiologiques

Les plasmides portent souvent des geénes utiles aux bactéries, mais non indispensables a

leur croissance normale ou & leur division.
Ils sont capables de transférer entre souches de méme espece (transfert intraspécifique)
et, dans certaines conditions, entre souches d’espéces ditférentes (transfert interspécifique) :

ils sont dits conjugatifs,

[



Chez certaines especes, ils induisent 1’apparition de structures de surface : les pili qui
permettent 'arrimage des bactéries entre elles. Ils sont porteurs d’un groupe de génes fra qui
codent pour toutes les protéines nécessaires 4 I’appariement avec une autre bactéric ne
possédant pas de plasmide de fertilité F, ainsi qu’au transfert du plasmide au travers d”un pont
conjugatif entre la cellule donatrice et la cellule réceptrice. La donatrice transfére son
plasmide de résistance a la réceptrice, tout en conservant une copie de ce plasmide pour elle-
méme. L’exposition 4 un seul des antibiotiques pour lesquels le plasmide porte un géne de
résistance peut fournir la pression sélective nécessaire, pour maintenir la résistance aux autres
antibiotiques pour lesquels le plasmide porte également des génes de résistance.

Outre la résistance aux antibiotiques, ces éléments génétiques codent pour de

nombreuses autres proprici¢s, notamment des facteurs de virulence impliqués en pathologie
humaine,

C- Autres implications :

Les plasmides sont utilisés en génétique moléculaire comme vecteurs de clonage, en
vue de produire des quantités quasiment illimitées du fragment &’ ADN cloné que 1’on désire
étudier.

2) Transposons :

Les transposons sont des brins d’ADN bicaténaires, souvent appelés « génes
sauteurs », capables de promouvoir leur translocation d’un réplicon sur un autre ou en un autre
site du méme réplicon, malgré I’absence d’homologie entre les ADN qui inter-agissent ;
cependant, il existe parfois des zones privilégiées d’insertion. Leur présence peut contribuer &
la résistance aux antibiotiques, par ’apport de génes codant pour cette résistance ou en
modifiant ’expression de génes de la bactérie.

Les 3 types de transposons les plus fréquents sont (Figure 2, p. 20) :

o les éléments IS (Insertion Sequence) : transposons les plus courts, composés d’une
transposase et de deux séquences répétées inversées a leurs extrémités (IR). Leur
insertion dans un gene, brisant le cadre de lecture de celui-ci, entraine son
inactivation. Ils peuvent également empécher I’initiation ou la régulation de la
transcription, s’ils s’insérent dans la région promotrice de ce géne.

e les transposons composés . correspondent 3 deux éléments IS encadrant une
séquence d’ADN contenant, par exemple, un géne de résistance. Sous ’action de la
transposase, les deux €léments IS, ainsi que le géne qu’ils entourent, sont transposés
« d’un bloc ».

¢ les transposons non composés . groupe trés varié contenant des TR, des génes de
résistance, un site de recombinaison et d’autres génes tels que ceux codant pour une
transposase et une résolvase.
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Figure 2 : Schéma d’organisation des principaux transposons.

A. Elément IS

IR Transposase IR

B. Transposon composé

IS A IS

C. Transposon non-composé

IR | Transposase | res ‘ A HIR |

Exemple du transposon Tn3

Divers types de Transposons

| Légende : - A: géne quelconque (ex : de résistance)
‘ - R: Résolvase et répresseur de la
{ranscription de Ia transposase et de R
- IR :Séquences répélées inversées
- res:Stte de recombinaison

La transposition nécessite la présence d’enzymes particuliéres, habituellement codees
par le transposon lui-méme :

o la transposase . cette enzyme coupe I’ADN aux extrémités du transposon dans
I’ADN donneur et insére ce transposon dans I’ADN receveur, en un site spécifique.
Aprés I'insertion du transposon, cette séquence sera répliquée.

o Pintégrase, quant a elle, est plutdt utilisée pour recombiner un ADN circulaire dans
une séquence spéeifique ou pour promouvoir 1’échange d’un géne de résistance a
I’intérieur méme d’un transposon non compose.

Pour les génes de résistance, trois catégories de transposons ont été décrites, sur des
bases structurales et fonctionnelles :

o les transposons de la famille Tn3, codant pour les béta-lactamases de type TEM-1 ;
Ils portent, a leurs extrémités, deux séquences identiques d’environ 40 paires de
bases en orientation opposée, et codent pour des enzymes impliquées dans la
transposition.

o les transposons composites (Cf p.19).

o les transposons conjugatifs sont des éléments génétiques mobiles, capables de
promouvoir leur transfert par un mécanisme apparenté a la conjugaison, soit du
chromosome d’une bactérie donatrice au chromosome d’une bactérie réceptrice, soit
d’un plasmide 4 un autre, expliquant le développement de plasmides de multi-
résistance aux antibiotiques, soit encore d’un plasmide a un chromosome.
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Pour la majorité des intégrons de classe 1, la région 3' contient trois cadres de lecture
ouverts. Le premier : qaclDI est un dérivé tronqué du géne gacl’ codant pour la résistance
aux ammoniums quaternaires. Le second cadre de lecture est le géne sull qui code pour la
résistance aux sulfamides. Le troisiéme cadre de lecture, désigné OR/“5, ne code pour aucune

fonction connue.
Les intégrons différent des transposons par plusieurs caractéristiques :

o les cassettes ne contiennent aucun géne codant pour une protéine catalysant leur
mouvement, la recombinase étant présente sur la partic immobile de I’ intégron |

o les cassettes ne sont pas flanquées, a leurs extrémités, de séquences répetées inversees.

C- Structure des cassettes (Recchia G. D. et al., 1995) :

Les cassettes ont des tailles et des fonctions tres variables, mais possedent une
organisation commune. Une cassette est constituée d'un géne adjacent & un site spécifique de
recombinaison anC, reconnu par l'intégrase. Le site anC' est constitu¢ de séquences
relativement conservées, inversées, répétées, imparfaites, dont la taille varie de 57 a 141
paires de bases. Deux séquences inversées répétées de 7 paires de bases sont constamment
retrouvées aux deux extrémités de chaque site ar/C et désignées core et core inverse (Figure
4). Le core de séquence consensus GTTRRRY est localisé a I'extrémit¢ droite du site anC et
le core inverse de séquence complémentaire RYYYAAC, a l'extrémité gauche. Les premiers
sites artC’ décrits avaient une taille de 59 pb, ce qui explique leur désignation dans différentes
publications par élément 59-pb, terminologie désormais obsolete.

Figure 4 : Structure d’une cassette.

cassette
GI'TTRRRY gene IRYY YAACD w=swvsuanaal3TT RRRY
"core inv_c rse" “core "

site antC

Il existe une grande variété de sites ar/C. Certains, dont la séquence est trés conservee,
sont associés a des génes de résistance trés différents, alors que certains genes apparentes sont
associés a des sites aftC hétérologues.
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D- Mouvement des casseltes :

Certaines cassettes ont été retrouvées dans différentes classes d'intégrons. Toutes
peuvent apparemment étre intégrées dans les trois classes d'intégrons. Cependant, les études
sur le mouvement des cassettes ont principalement porté sur les intégrons de classe 1. Il a été
démontré que les cassettes intégrées sous forme linéaire peuvent, apres excision, genérer une
forme libre circulaire. Le mouvement des cassettes se fait donc essentiellement par insertion-
excision sous forme circulaire, par un mécanisme de recombinaison entre deux sites
spécifiques, catalysé par l'intégrase. L'événement de "crossing-over" se produit entre le G d'un
site core GTTRRRY et le premier T d'un deuxiéme site core. Les intégrations de cassetles se
font préférentiellement au site art/ (Figure 5).

Figure 5 : Mouvement des cassettes.

) N )
région 5' conservee il
) intl
cassette 1
attC'l
P1L P2
"+| attl attC'1
cassette 2
7] _“\
2
PlL P2 it

“attl attC? attCl
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E- Expression des cassettes (Collis C. M. et al., 1995) :

Les cassettes sont toutes orientées dans la méme direction et sont généralement
dépourvues de promoteur. Les génes sont co-transcrits, comme au sein d'un opéron, sous la
dépendance d'une région promotrice, localisée dans la région 5' conservée de l'intégron.

L'expression des cassettes est tributaire de la position par rapport au promoteur, les
génes localisés dans des cassettes éloignées étant faiblement exprimés. La pression de
sélection exercée par les antibiotiques peut favoriser des réarrangements de cassettes, afin de
permettre le positionnement d'une cassette faiblement exprimée a une localisation plus proche
du promoteur.

De rares cassettes posseédent leur propre promoteur, telles que cmld et cmiA2,
responsables de la résistance au chloramphénicol par un mécanisme non enzymatique.

F- Nature des cassettes :

Plus de 60 cassettes impliquées dans la résistance aux antibiotiques ou aux antiseptiques
ont été décrites (Figure 6).

Ce mécanisme génétique de résistance bactérienne acquise vis-a-vis des antibiotiques, le

plus récemment mis en évidence, montre I'étonnante aptitude des bactéries a s'adapter, donc a
survivre.

Figure 6 : Résistances aux antibiotiques et antiseptiques codées par les intégrons

Intégrons de classe 1

Résistance aux R-lactamines
k-lactamases classes A, C, D
R-lactamases classe B

Résistance aux aminosides
6' - acélyllransférases
3 - acétyitransférases
2" - adénylvilransferases
3" - adénylyllransférases

Résistance au chloramphénicol

acélyitransiérases
mécanisme non enzymatique
Résistance au triméthoprime Intégrons de classe 2
dihydrofolate réductases
tlasses AetB Résistance aux aminosides
Résistance a la rifampicine 3" - adenylyltransférases Intégrons de classe 3
ADP-ribosyl transférase Résistance ala streptomycine
Résistance a I'érythromycine acélyllvansiérase Résistance aux B-lactamines
énthromycine estérase Résistance au triméthoprime  B-lactarmases classe B
Résistance aux ammoniums dihydrofolate réductases Résistance aux aminosides
guaternaires classes AetB B' - acétyltransférases
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4) Mécanismes de transfert du matériel génétique :

Pour réaliser des échanges de matériel génétique, les bactéries disposent de divers modes
de transfert tels que la transformation, la transduction, la transposition et la conjugaison (Photo 2).

Photo 2 : Représentation schématique des principaux mécanismes de transfert de
matériel génétique (http : // www.microbes-edu.org/etudiant/antibio3.html).

A- Transformation :

Elle résulte de I’incorporation d’ADN nu du milieu extérieur avec, pour conséquence,
’acquisition définitive, par la bactérie réceptrice, de caracteres héréditaires de la bactérie
donatrice d’ADN.

Pour qu’un ADN étranger pénétre dans une bactérie, celle-ci doit étre dans un état
physiologique particulier, appelé état de compétence, caractérisé par la présence, a la surface
de la bactérie, de récepteurs d’ADN et de diverses protéines (protéines membranaires fixant
I’ADN, autolysines de la paroi, nucléases...). Cet état particulier et transitoire de la paroi
permet le passage trans-parié¢tal d’ADN. Apres pénétration, I’ADN étranger s’integre dans le
chromosome bactérien par recombinaison. Dans le cas de plasmides, ceux-ci demeurent extra-
chromosomiques et se répliquent de fagon autonome.

B- Transduction

La transduction est un mode de transfert d’ADN d’une cellule bactérienne a une autre,
par Pintermédiaire d’un bactériophage, particule infectieuse parasite strict des bactéries,
constitué¢ d’un génome (ADN mono- ou bicaténaire, ou ARN), protégé par une capside
protéinique.

Les bactériophages peuvent prélever des fragments d’ADN chromosomique ou
plasmidique chez une bactérie dite donatrice, notamment des genes de résistance aux
antibiotiques, et les transférer a une bactérie réceptrice, dans le génome de laquelle ces
fragments pourront s’intégrer par recombinaison et devenir partie intégrante du patrimoine

geénétique de la bactérie infectée.
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C- Transposition (Figure 7) :

Certains segments d’ADN, faisant partic du matériel génétique de la bactérie, ont la
capacité de se déplacer le long du chromosome bactérien ou d’un plasmide. Ces éléments
mobiles ou transposons sont susceptibles de se mouvoir du chromosome vers le plasmide ou
du plasmide vers le chromosome bactérien, propriété meédiée par une enzyme appelée
transposase, portée par I’élément transposable.

Les génes de résistance aux antibiotiques peuvent étre portés par des transposons, ce qui
explique la capacité de ces génes a se répandre rapidement au sein des populations
bactériennes, donnant naissance a des souches résistantes a de nombreux antibiotiques
(Heritage J. ef al., 1992).

La transposition est un phénomeéne assez rare, du fait de la possible inactivation du geéne
dans lequel I’élément a été transposé, pouvant entrainer des conséquences désastreuses pour la
cellule. Ce mécanisme est minutieusement régulé : en effet, chaque transposon possede un
mécanisme de régulation de sa propre transposition, de sorte que cette transposition n’est pas
fréquente et n’entraine généralement pas la mort de la cellule.

Figure 7 : Schéma de la transposition d’un élément IS (Insertion Sequence).

IS

Transpogase

CTGAACTGT |3
| GACTTGACA |5

5 [ACAGTICAG
| TGTCAAGTC

\_\/_/ \_\f“_‘J
IR \l’ N
Insertion de I'élément IS au site cible de I'ADN receveur
Coupure

&' TCGAT! '

3 {RGCTA g ADN receveur
N
Site cible

g, [TQQ’—)‘T— IR Transposase IR mli g,
Les espaces sont remplis avec de 'ADN
par I'ADN polymérase et I'ADN ligase
3 et R | Tiansposase oA HeChu 2
IS

él.égande‘ !R Sequancas répeléaa inversées
i !8 ‘Elément |5 (naeption Sequence)
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D - Conjugaison :
a) Definition et description du processus (Figure 8, p. 28) :

La conjugaison bactérienne est un processus gréice auquel les bactéries peuvent échanger
du matériel génétique, par Vintermédiaire de plasmides. Or, les génes de résistance aux
antibiotiques sont fréquemment portés par des plasmides et peuvent ainsi, par ce mécanisme, étre
fransférés d’une bactérie 4 une autre. Ces transferts plasmidiques expliquent la facilité avec
laquelle ces résistances acquises, & la différence des mutations chromosomiques, peuvent
disséminer dans le monde bactérien, provoquant des probiémes thérapeutiques.

La conjugaison est un processus sexuel strict qui nécessite un contact préalable et un
appariement entre bactéries de sexes différents, avec formation d’un pont cytoplasmique
permettant des échanges de matériel génétique entre les deux bactéries. La qualité de donneur
est confcrée par 1a possession d’un plasmide appelé facteur de fertilité ou facteur F, qui permet
la synthése de pili sexuels, structures filamenteuses protéino-aqueuses, cadées par des geénes tra,
qui se lient a la surface de la bactérie réceptrice F, pour former une paire ou couple de bactéries
donatrice-réceptrice, rendant possible le transfert de génes. Les extrémités spécifiques des pili
reconnaissent des zones de contact 4 la surface des bactéries réceptrices, s’y fixent et se
rétractent, rapprochant les deux bactéries de sexes différents, ce qui permet un contact cellulaire
étroit, suivi du transfert d’un ADN simple brin de la cellule donatrice 4 la cellule réceptrice : le
plasmide est clivé au niveau de P'un de ses brins, en un site appelé oriT (origine du transfert)
qui est localisé a coté des génes #ra. Le brin intact sert alors de matrice pour la synthése de
PADN, tandis que le brin coupé est déplacé et transféré dans la cellule réceptrice ou débute la
synthése d’un brin complémentaire d’ADN. Le plasmide est transféré de felle sorte que les
geénes fra soient les derniers transférés. Le plasmide devient circulaire dans la bactérie
réceptrice, pour donner une cellule F, puis les 2 bactéries se séparent.

Ce mode de transfert d’information génétique est trés largement rencontré dans le
monde bactérien.
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Figure 8 : Schéma de la conjugaison bactérienne,

1- Les pili F de 1a bactérie donatrice F* lui permettent de s’associer 4 la bactérie réceptrice F.
L’ opération transfére le plasmide de la bactérie F' & la bactérie .

Plasmide
|
i A ("
) Pilus F 9
Chromos$ome  Bactérie F* donatrice Bactérie F~ réceptrice Chromosome

2- Synthese et transfert unidirectionnel de 1’ADN monobrin qui est dupliqué puis circularisé
dans la bactérie réceptrice :
Rétraction du pilus

U
09T ©

J

3- Les 2 bactéries possedent chacune une copie du plasmide :

Bactérie donatrice @ @ Bactérie réceptrice

O
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b) Caractéres généraux :
La conjugaison bactérienne se caractérise par :
o la nécessité d’un contact entre bactéries (accouplement) ;
e la notion de polarité du transfert : il y a une bactérie donatrice (bactéric mile ou

fertile) et une bactérie réceptrice (bactérie femelle) ; le transfert se fait uniquement
dans le sens mile —p femelle (Photo 3).

Photo 3 : Conjugaison bactérienne visualisée par microscopie électronique.

S8 B actérie ' 1

male

Bactérie femelle

o le caractére de fertilité (caractére male) est responsable du transfert ; il est porté
par un plasmide particulier, appelé plasmide sexuel.

La conjugaison peut se faire chez les bactéries & Gram négatif et chez les bactéries a
Gram positif ; des bactéries appartenant & des espeéces, des genres ou méme des familles
différents peuvent conjuguer.

c) Conjugaison chez les bactéries a Gram négatit:
o Transfert I"'x 1"

Le plasmide F est constitué¢ d’'un ADN double brin circulaire de 95 kilobases (Kb),
doué de réplication autonome. Il contient au moins 20 génes impliqués dans le processus de
transfert. Les bactéries possédant ce plasmide sont des bactéries males ou F', capables de
transférer le facteur F vers des bactéries femelles ou . Le facteur I transféré n’est pas pour
autant perdu par la bactérie donatrice, car il se réplique en méme temps qu’il transtere.

La présence de pili sexuels, codés par les plasmides sexuels, est essentielle pour établir
le contact entre les bactéries.

o Transfert Hfr x 1"

Le plasmide F peut s’intégrer de maniére stable au chromosome. Les bactéries obtenues
sont des bactéries males devenues incapables de transférer le facteur F, mais capables de
transférer des marqueurs chromosomiques. On les appelles des bactéries Hfr (Hfr = haute
fréquence de recombinaison). La fréquence de cet évenement est de I’ordre de 10, survenant
en de nombreux endroits du chromosome bactérien, mais préférenticllement en quelques sites
déterminés. L’intégration est réversible, grice a un mécanisme d’excision qui a lieu a la
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méme fréquence que I’intégration. C’est pourquoi chaque population de bactéries F contient
quelques Hfr et chaque population de Hfr contient quelques F'

La conjugaison enfre une bactérie Hfr et une bactérie F~ se caractérise par une faible
fréquence de transfert du caractére sexuel et une haute fréquence de transfert des génes
chromosomiques, qui peuvent se recombiner avec les génes de Ia bactérie réceptrice, pour lui
donner un nouveau phénotype.

d) Conjugaison chez les bactéries & Gram positif ;

Elle concerne, en particulier, les genres Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces et
Clostridium. A la différence des bactérics a Gram négatif, le contact n’est pas réalisé par
Pintermédiaire de pili. Les receveurs relachent dans le milieu externe des peptides diffusibles,
sensibles aux protéases et résistants 4 la chaleur: les phéromones, qui induisent chez les
donneurs (porteurs de plasmides conjugatifs) la synthése d’une protéine de surface, sorte
d’adhésine qui provoque la formation de grands agrégats entre donneurs et receveurs. Ces
agrégats sont le site de transferts génétiques dont les mécanismes demeurent encore inconnus.
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2- Klebsiella pneumoniae

K. preumoniae est une bactérie appartenant a la famille des Enterobacteriaceae ; elle
représente 1’espéce-type du genre Klebsiella.

2.1- Ecologie - habitat :

K. pneumoniae est une espece ubiquitaire, isolée chez PHomme et les animaux, du sol,
des eaux de surface ou usées, des végétaux et de divers aliments, Elle fait partie de la flore
commensale de la peau et des muqueuses de ’'Homme et des animaux, ol elle existe toujours
en faible quantité. Chez 'Homme, K. pneumoniae est en particulier un saprophyte du
nasopharynx et du tractus gastro-intestinal. Les taux de colonisation varient beaucoup d’une
étude 4 Pautre : ils seraient de 5 & 38 % dans le tube digestif et de 1 4 6 % au niveau du
nasopharynx {(Rose H. D. ef al., 1968, Thom B, T. ef al., 1970, Davis T. I. ef al., 1974,
Rosenthal S. et al., 1975). En milien hospitalier, on observe une élévation de ces taux,
proportionnelle & la durée du séjour. Le portage chez les patients hospitalisés est ainsi estimé
4 77 % dans le tube digestif, 19 % dans le pharynx et 42 % sur les mains (Rose H. D. et al.,
1968, Johanson W. G. ef al., 1969, Selden R, et al,, 1971, Pollack M. ef al., 1972, Davis T. J.
etal, 1974).

2.2- Morphelogie et principaux caractéres biochimigques :

K. preumoniae est un bacille & Gram négatif de 1 4 4 um de long sur 0,4 4 0,6 ym de
large, & coloration souvent bipolaire plus ou moins nette, immobile, généralement entouré
d’une capsule polyosidique (Photo 4, p.32), donnant un aspect muqueux assez typique du
genre. C’est une bactérie aéro-anaérobie facultative, qui présente les caractéres biochimiques
suivants ;

oxydase négative

catalase positive

nitrate-réductase positive

fermentation de nombreux sucres dont le glucose
-galactosidase positive

uréase positive

VP (réaction de Voges-Proskauer — production d’acétoine) positive
tryptophane-désaminase négative
arginine-dihydrolase négative
ornithine-décarboxylase négative

absence de production d’H,S.

®» & & & & & & 5 & & @

La production d’indole et celle d’uréase sont des caractéres distinctifs importants entre
les différentes especes de Klebsiella.
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Photo 4 : Morphologie de Klebsiella pneumoniae,
sur frottis coloré par la méthode de Gram.

2.3- Caractéres culturaux :

K. pneumoniae est une bactérie non exigeante qui se développe facilement sur des
milieux gélosés non enrichis tels que la gélose trypticase-soja (TS), la gélose lactosée au
Bromocrésol pourpre (BCP) ou la gélose CLED (Cystine-lactose-électrolyte-déficient), a une
température optimale de 37°C, en atmosphere ordinaire. Au bout de 18 a 24 heures
d’incubation, on obtient des colonies arrondies, lactose positives, muqueuses, de 3 a 4 mm de
diamétre, généralement bombées et translucides.

2.4- Pouvoir pathogeéne :

K. pneumoniae est I’'une des seules especes du genre Klebsiella responsable d’infections
communautaires, notamment d’infections bronchopulmonaires telles que des pneumonies
lobaires nécrosantes, des abeés pulmonaires ou des pleurésies purulentes. Elle est également
impliquée dans des infections intra-abdominales et des infections urinaires.

La grande majorité des infections & K. pneumoniae surviennent cependant chez des
patients hospitalisés, chez lesquels elle est souvent responsable d’infections nosocomiales.
Présentes dans ’environnement hospitalier, au niveau des individus (patients, personnel
soignant) ou de I’environnement inerte (surfaces, instruments, solutés), ces bactéries sont
sélectionnées du fait de leur capacité a résister aux antibiotiques. Comme les bactéries
pathogénes opportunistes, K. pneumoniae exprime sa pathogénicité essentiellement chez des
sujets agés (Gouby A. er al., 1994), immunodéprimés ou souffrant de pathologies diverses
telles que alcoolisme, diabéte ou broncho-pneumopathie chronique obstructive.

2.4.1- Modes de transmission :

La transmission de ces bactéries d’un patient & un autre se fait facilement par les mains
du personnel soignant (Coovadia Y. M. er al., 1992) ou les instruments de travail du
personnel médical ou paramédical (infections croisées) qui constituent, avec le tube digestif
des patients hospitalisés, les deux principales sources incriminées au cours des infections
nosocomiales (Casewell M. W. ef al., 1977, Montgomerie J. Z. et al., 1979). Le malade peut
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ainsi s’infecter avec ses propres bactéries, a la faveur d’un acte invasif tel qu'une intervention
chirurgicale au niveau de ’intestin et/ou en raison d’une fragilité¢ particuliére. Leur capacité a
diffuser rapidement (Kithn 1. ef al., 1993) peut conduire a des épidémies, notamment dans les
services de Néonatologie (Hart C. A. ef al.,, 1993, Reish O. et al., 1993, Macraec M. B. ef al.,
2001, Lebessi E. ef al., 2002), de Pédiatrie et de Soins intensifs (Venezia R. A. ef al., 1995,
Royle J. ef al., 1999, Szabo D. er al., 1999).

2.4.2- Facteurs de risque des infections nosocomiales 4 K. pneumoniae :

Les souches de XK. pneumoniae productrices de BLSE sont plus fréquemment isolées
chez des patients présentant un ou plusieurs facteurs de risque, parmi lesquels on peut citer

hospitalisation dans un service ayant une activité¢ médicale lourde et complexe tel
que la Réanimation, médicale ou chirurgicale (Decré D. et al., 2000), les Soins
intensifs, la Chirurgie, I’Urologie, les Grands briilés, I’'Hématologie ou la Cancérologie,
services prenant en charge des malades fréquemment immunodéprimés, présentant le
plus souvent des pathologies seéveres (Decré D, ef al., 2000, Pefia C. ef al., 1998) et
donc particulierement sensibles aux infections.

hospitalisation prolongée.

dge : les personnes Agées et les nouveaux-nés, en particulier les prématurés, sont
particuli¢rement réceptifs.

pathologie sous-jacente : immunodéprimés, polytraumatisés, grands briiiés,

certains traitements, tels qu’une antibiothérapie antérieure, déséquilibrant la flore
des pattents et sélectionnant des bactéries résistantes. La prescription d’antibiotiques
a large spectre ou d’une association de plusieurs antibiotiques, est significativement
associ¢e a ’acquisition de Klebsiella par le patient (Rose H. D. er al., 1968,
Pollack M. et al., 1972). Les traitements immunodépresseurs et les chimiothérapies
constituent également des facteurs favorisants.

réalisation d’actes invasifs nécessaires au traitement, responsables d’une effraction
de la peau et des mugueuses, avec parfois mise en place de matériel étranger dans
des sites normalement stériles : sondage urinaire, pose d’un cathéter, ventilation
artificielle, intubation trachcale, sondes gastriques qui provoquent des troubles de
déglutition, favorisant les inhalations de bactéries dans les voies aériennes, et
interventions chirurgicales.

contaminations ¢xogénes (environnement hospitalier, travaux, visites...).

présence d’autres malades infectes au sein de la méme unité de soins.
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2.4.3- Pouvoir pathogéne :

1) Infections bronchepulmonaires :

I’espéce K. pneumoniae est souvent rencontrée lors d’infections bronchopulmonaires.
Le tableau typique est celui d’une pneumonie a début brutal, se traduisant par une fidvre
élevee, associée a des frissons, des douleurs thoraciques, un syndrome pseudo-grippal et une
toux s’accompagnant de crachats, souvent hémoptoiques. Le plus souvent, il s’agit d’une
pneumonie alvéolaire, plus rarement d’une bronchopneumonie, avec tendance a I’abcédation
multiple. La contamination des poumons se fait par voie aérienne ou sanguine, chez des
malades souvent immunodéprimés. Ces pneumonies, souvent favorisées par une atteinte
pulmonaire sous-jacente (atélectasie...), peuvent se compliquer de pleurésie purulente, par
envahissement de la plévre par contiguite.

2) Infections urinaires @

Le tractus urinaire est 1’un des sites les plus fréquents des infections 4 K. preumoniae,
en particulier en milieu hospitalier, ot cette bactérie est responsable de 6 4 17 % de
I’ensemble des infections - urinaires nosocomiales, toutes unités de soins confondues.
Rarement isolée au cours du premier épisode d’infection urinaire lors duquel Escherichia coli
est, de loin, I’espece la plus fréquente, elle est essentiellement retrouvée chez des patients
diabétiques, des patients porteurs de sondes urinaires ou des patients ayant subi une
intervention chirurgicale au niveau de Parbre urinaire. On observe ainsi des infections
urinaires faisant suite 4 la mise en place de sondes urinaires dans de mauvaises conditions
d’hygicne. Ces infections tenaces restent souvent localisées & la vessie (cystite) et sont, en
général, assez bien tolérées. Cependant, il existe un risque de pyélonéphrite et surtout de
dissémination septicémique.

3) Bactériémies et septicémies :

Les souches de K. preumoniae peuvent essaimer par voie sanguine, a partir d’un foyer
cutané ou muqueux. Cette espece représente la deuxiéme bactérie impliquée dans les
bactériémies nosocomiales & Gram négatif, aprés E. coli (Siu L. K. er al., 1999, Silva J. et al.,
2001, Kim B.-N. ef al., 2002). Les bactériémies primaires, liées a Uinfection de cathéters
(Pefia C. ef al., 2001), responsable d’une inoculation directe de bactéries dans le sang, sont
assez fréquentes, mais la plupart des bactériémies sont secondaires & des infections urinaires,
des pneumopathies ou des infections intra-abdominales. Les bactériémies primaires
impliquent le plus souvent des souches productrices de BLSE, qui présenteraient une plus
grande capacité d’adhérence aux cathéters (Di Martino P. er al., 1996) que les souches
sauvages de K. pneumoniae. Le pronostic de ces septicémies est souvent sévére car, d’une
part, elles surviennent principalement chez des malades aux systémes de défense affaiblis
(Kim Y.-K. ef al., 2002) et, d’autre part, ces bactéries sont souvent résistantes 4 de nombreux
antibiotiques.
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4) Autres infections :

K. pneumoniae peut étre responsable de diverses infections nosocomiales, secondaires a
des soins ou des gestes chirurgicaux. Elle est ainsi impliquée dans des infections post-
opératoires du site chirurgical, des thrombophlébites, des cholécystites, des diarrhées, ainsi

que des infections péritonéales.

2.5- Facteurs de virulence :

Les facteurs de virulence mis en ceuvre par la bactérie différent selon le site de
I’infection. De nombreux facteurs contribuant a la pathogénicité de cette bactérie ont €té
identifiés (Figure 9, p. 38).

2.5.1- Capsule bactérienne :

K. pneumoniae est une bactérie entourée d’une capsule, de nature polysaccharidique,
impliquée dans la pathogénie, par son role dans I’adhérence des bactéries aux cellules-hotes et
leur protection contre le systéme immunitaire de I’hdte, spécifique ou non spécifique. Les
sous-unités de cette capsule, composées de 4 a 6 sucres (fucose, galactose, mannose) et, tres
souvent, d’acides glycuroniques (composés chargés négativement), peuvent €tre classées en
plus de 80 types sérologiques (Orskov L. ef al., 1984). Le matériel capsulaire forme d’¢pais
amas de structures fibrillaires recouvrant la surface bactérienne et apparaissant, a la coloration
de Gram, sous la forme d’un halo clair, entourant la bactérie (Photo 5).

Photo 5 : Mise en évidence de la capsule de Klebsiella pneumoniae,
sous la forme d’un halo clair entourant la bactérie.
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1) Adhérence :

La capsule bactérienne est impliquée dans "adhérence de la bactérie aux cathéters,
sondes et autres dispositifs médicaux utilisés dans les hopitaux, dont elle permet la
colonisation. Elle augmente également ’adhérence de la bactérie aux cellules intestinales et
celle des bactéries entre elles.

2) Immunité non spécifique :

Lorsqu’une bactérie parvient & pénétrer chez un héte, celui-ci réagit en mobilisant ses
défenses spécifiques et non spécifiques, constituées, entre autres, des protéines du
complément et des cellules phagocytaires. La capsule, premier constituant de la bactérie a
entrer en contact avec le systéme immunitaire, protége, d’une part, de la phagocytose par les
polynucléaires et les monocytes-macrophages (Podschun R. ef af., 1992, Podschun R. and
Ullmann U., 1992, Simoons-Smit A. M. et al., 1986) et peut, d’autre part, nuire a I’activation
du complément. En effet, elle peut interférer dans fa reconnaissance entre la fraction C3b et le
récepteur auquel celle-ci doit se lier de fagon non spécifique, sur la paroi cellulaire
bactérienne, afin de permetire I’activation de la voie alterne du complément. De plus, la
capsule peut inhiber I’opsonisation de la bactérie et prévient la destruction de celle-ci par les
facteurs bactéricides du sérum (Williams P, ef al., 1983),

3) Immunité spécifique :

Les antigénes polysaccharidiques capsulaires sont des antigénes T-indépendants,
favorisant la production d’anticorps opsonisants qui facilitent la phagocytose des souches
capsulées. Ces anticorps sont cependant souvent de classe IgM, anticorps de faible affinité, ou
des 1gG,. De plus, la grande diversité antigénique explique que ’immunité acquise soit
souvent prise en défaut. Pour K. preumoniae, on décrit plus de 80 antigénes de type K. Méme
si ’hdte réussit & produire des anticorps anti-capsulaires, certaines bactéries parviennent a
contourner cette défense, en relachant une certaine quantité de leur capsule dans
I’environnement. Les anticorps reconnaissent ces capsules libres et sont ainsi saturés, ne
pouvant donc plus agir sur la bactérie.

2.5.2- Piki (fimbriae) :

Les propriétés d¢’adhérence des entérobactéries sont généralement médiées par différents
types de pili, projections filamenteuses situées a la surface de la bactérie, qui permettent
celle-ci de se rapprocher étroitement des surfaces muqueuses de ’hite et de s’y fixer. 1l existe
différents types de pili, dont deux prédominent chez K. pneumoniae.

1) Pili de type 1 (pili communs) :

Adhésines les mieux connues, ils permettent & la bactérie de se lier aux muqueuses ou
aux cellules épithéliales des tractus urogénital, respiratoire et intestinal (Clegg S. ef af., 1897).
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Ils jouent un réle dans la pathogénie des infections urinaires basses et des pyélonéphrites, du
fait de leur capacité 4 se lier aux cellules du tube proximal.

2)Pilide type 3 :

Les souches de K. pneumoniae exprimant ce type de pili sont capables d’adhérer aux
cellules endothéliales et épithéliales du tractus respiratoire, ainsi qu’aux celtules uro-
épithéliales. Au nivean des reins, ces pili interviennent dans I’adhérence des bactéries aux
membranes tubulaires, 4 Ja capsule de Bowman et aux vaisseaux sanguins.

3) Autres types d’adhésines :

D’autres adhésines ont €t€ plus récemment décrites : Padhésine CF29K qui permet
’adhérence de ces bactéries aux cellules intestinales (Darfeuille-Michaud A. et al., 1992);
I"adhésine KPF-28 dont le role est encore mal connu (Di Martino P. ef al., 1996).

2.5.3- Sidérophores :

La croissance des bactéries dans les tissus de 1’héte est également limitée par la
quantité¢ insuffisante de fer disponible, le fer constituant un facteur de croissance essentiel
pour la bactérie. Pour pallier cette difficulté, XK. preumoniae, comme beaucoup d’autres
bactéries, sécréte des chélateurs du fer, de haute affinité et de faible poids moléculaire,
appelés sidérophores, capables d’entrer en compétition avec les cellules de I’héte vis-a-vis du
fer (Griffiths E. er al., 1988), dont la grande majorité se trouve lié aux protéines intra- et
extracellulaires.

2.5.4- Résistance aux facteurs bactéricides du sérum et lipopolysaccharide

(LPS) :

A coté de la phagocytose par les polynucléaires et les cellules mononucléées, la
premiére ligne de défense de l'organisme contre I’invasion microbienne inclut Veffet
bactéricide du sérum médié, en partie, par les protéines du complément. Aprés leur cascade
d’activation, ces protéines s’accumulent 4 la surface du microorganisme, sous la forme d’un
complexe d’attaque membranaire (CAM) qui aboutit & la formation d’un pore dans la
membrane externe des bactéries & Gram négatif, entrainant leur lyse osmotique (Taylor P. W.
ef al., 1983). La capsule polysaccharidique, en couvrant et masquant le lipopolysaccharide
(LPS), endotoxine assimilable aux antigénes somatiques (antigénes O) de la bactérie, qui
constitue un autre facteur de pathogénicité de celle-ci, constituerait une surface incapable
d’activer le complément. Chez certains types capsulaires, les chaines latérales O polysaccharidiques
du LPS pourraient cependant, en traversant cette capsule, étre exposées 4 la surface de la
bactérie. Aprés activation du complément, la fraction C3b se déposerait sur les molécules de
LPS. Cependant, se fixant préférentiellement sur la plus longue chaine O, la fraction C3b se
trouverait €loignée de la membrane bactérienne, empéchant ainsi la formation du complexe
d’attaque membranaire et, par conséquent, I’altération de cette membrane responsable de la
mort de la cellule bactérienne,
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Figure 9 : Représentation schématique des facteurs de pathogénicité des Kiebsiella
(d’aprés Podschun R. and Ullmann U.,, 1998).
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2.6- Résistance aux antibiotigues ;

2.6.1- Résistance naturelle :

Concernant le comportement a ’égard des béta-lactamines, K. pneumoniae est classée
au sein du groupe 2 des entérobactéries dont le phénotype, souvent appelé phénotype
« pénicillinase a bas niveau », se caractérise par la production naturelle, constitutive et a bas
niveau, d’une pénicillinase chromosomique de type SHV-1, inactivant la benzylpénicilline,
les amino- et carboxypénicillines. Le bas niveau de résistance se traduit par la persistance, sur
Pantibiogramme, d’une petite zone d’inhibition autour du disque de carboxypénicilline
(ticarcilline) et souvent méme autour du disque d’aminopénicilline (amoxicilline). Cette béta-
lactamase naturelle est inhibée par de faibles concentrations d’inhibiteurs tels que 1’acide
clavulanique ou le sulbactam, d’ott la sensibilit¢ observée vis-a-vis des associations
amoxicilline - acide clavulanique, ampicilline - sulbactam et ticarcilline - acide clavulanique
(Photo 6, p. 39).

La fréquence de ce phénotype en milieu hospitalier est de I'ordre de 65 a 75 %, alors
que les souches de K. preumoniae isolées en pathologie communautaire présentent, pour la
plupart, le phénotype sauvage (Thabaut A. et a/., 1990),

.38 -



Photo 6 : Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé
d’une souche sauvage de Klebsiella pneumoniae.,

AMX : amoxicilline ; TIC : ticarcilline ; CF : céfalotine ; AMC : amoxicilline - acide clavulanique ;
PIP : pipéracilline ; FEP : céfépime ; CAZ : ceftazidime ; TZP : pipéracilline - tazobactam.

Par ailleurs, les souches de K. pneumoniae sont généralement sensibles a la colistine,
aux fluoroquinolones, aux nitrofuranes, a ’association triméthoprime - sulfaméthoxazole,
ainsi qu’aux aminosides et céphalosporines.

2.6.2- Résistance acquise :

1) Pénicillinases plasmidiques :

En réponse a la pression de sélection exercée par les béta-lactamines, des souches de
K. pneumoniae ont acquis des plasmides porteurs de génes codant pour des béta-lactamases
de type TEM et SHV leur permettant d’hydrolyser les céphalosporines de 1 génération et
certaines pénicillines a spectre large (Photo 7).

Photo 7 : Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé d’une souche de Klebsiella
preumoniae présentant une résistance acquise par production de pénicillinase
(voir légende photo 6).
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En 1980, Iintroduction des céphalosporines de 3°™ génération (C3G), ayant une
meilleure activité antibactérienne et réputées non hydrolysables par les béta-lactamases de
type TEM, a constitué un réel progrés thérapeutique (Wiedemann B. et af., 1989).
Matheureusement, suite a I’importante prescription de ces antibiotiques, la résistance acquise
aux C3G a rapidement été observée chez certaines souches de K. preumoniae, isolées
essentiellement en milieu hospitalier. En 1983, Knothe G. P. e af ont décrit, pour la premiére
fois, une résistance aux céphalosporines a large spectre chez des souches de K. preumoniae.
Ce nouveau phénotype de résistance était lié a la production d’une béta-lactamase
plasmidique ayant évolué par mutation et qui, en raison de son large spectre d’activité, fut
dénommée béta-lactamase a spectre étendu (BLSE) (Sirot D, 1995). Cette enzyme, désignée
SHV-2, dérivait de |’enzyme chromosomique SHV-1 (Photo 8).

Photo 8: Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé d’une souche de Klebsiella
preumoniae présentant une résistance acquise par production de béta-lactamase
a spectre étendu (voir légende photo 6, p. 39).

Le nombre et la variété de ces BLSE, initialement rencontrées en Europe (Philippon A.
et al., 1994, Livermore D. M. et af., 1996) puis décrites dans le monde entier, ont rapidement
augmenté, de méme que les mécanismes régulant feur production et leur dissémination. La
diffusion des souches de K. pneunoniae productrices de BLSE d’un patient 4 un autre, d’un
service hospitalier 4 un autre, voire entre plusieurs hdpitaux (Gniadkowski M. ef af., 1998,
Fiett 1. er al., 2000) et méme, plus rarement, entre différents pays (Shannon K. ef o/., 1998), a
pu étre démontrée.

Ainsi, les phénotypes de résistance acquise les plus fréquemment mis en évidence chez
K. pneumoniae sont les phénotypes « pénicillinases & haut niveau » et « béta-lactamase a
spectre étendu ». Le premier, qui représentait 25 & 30 % des souches de Kiebsiella au début
des années 1980, n’en représentait plus que 10 % dix ans plus tard (Thabaut A. ef a/., 1990).
A D'inverse, te phénotype « béta-lactamase & spectre étendu », apparu en 1984, n’a cessé

d’augmenter depuis.
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A- Activité des BLSE :

Le phénotype de résistance acquise, 1ié & la production de BLSE, se caractérise par une
forte diminution de Iactivité des pénicillines, des céphalosporines de 1%°, 28me of 3éme
genérations, ainsi que de I’aztréonam, mais une activité inchangée des céphamycines et des
carbapénémes. Une forte synergic est observée entre les béta-lactamines inactivées et les
inhibiteurs de béta-lactamases tels que 1’acide clavulanique, le sulbactam et le tazobactam.
Parmi ces 3 inhibiteurs, I"acide clavulanique est le plus efficace (Dubois S. K. et al., 1995) et
cette synergie est 4 la base du test de détection des souches présentant ce phénotype. Les
BLSE sont le plus souvent codées par des génes TEM-1, TEM-2 et SHV-1 ayant subi des
mutations ponctuelles (Emery C. L. ef o/, 1997, Bradford P. A. et of,, 2001), & Porigine de la
substitution de 1 4 4 acides aminés, situés 4 proximité du site actif de P’enzyme.
Essentiellement localisées aux positions 104, 164, 237, 238 et 240 (Tableaux II et HIL p. 43 et
44), ces substitutions augmentent I’affinité de ces enzymes pour les béta-lactamines,
permettant ainsi I’hydrolyse d’une plus grande variété de substrats, ainsi que pour les
inhibiteurs de béta-lactamases. Les génes des BLSE sont généralement portés par des
plasmides, capables de se transmettre entre bactéries et qui codent souvent pour la résistance a
d’autres familles d’antibiotiques. Selon la localisation des substitutions, par rapport au site
actif de Penzyme, et la structure tridimensionnelle de celle-ci, certaines céphalosporines sont
préférentiellement hydrolysées.

B- Principales BLSE rencontrées chez K. pneumoniae

Une trés grande diversité de BLSE dérivées des enzymes de type TEM-1 et TEM-2 ont
¢te décrites chez K. preumoniae : TEM-3, TEM-10, TEM-12, TEM-24, TEM-26, TEM-47,
TEM-52... (Tableau II, p. 43). Lors de la premiére épidémie décrite en France, en 1985, les
souches isolées produisaient ’enzyme TEM-3 (Sirot D. ef al., 1987, Sougakoff W. ef al.,
1988). Un certain nombre de substitutions semblent indispensables 2 I’apparition d’un
phénotype BLSE : substitution d’un acide glutamique par une lysine en position 104, d’une
arginine par une sérine ou une histidine en position 238 et d’un acide glutamique par une
lysine en position 240.

De nombreux variants de type SHV sont également connus : SHV-4, SHV-5, SHV-6
ou SHV-8 (Barthélémy M. ef al., 1988, Arlet G. ef al., 1995, Arlet G. ef al., 1997) (Tableau
I, p. 44), I"'enzyme SHV-4, produite par une souche de K. preumoniae de sérotype K25,
ayant ét¢ détectée dans au moins 14 hopitaux frangais (Arlet G. ef al., 1994). La majorité de
ces enzymes sont caractérisées par la substitution d’une glycine par une sérine en position 238
et un certain nombre d’entre elles présentent également une substitution d’un acide
glutamique par une lysine en position 240. Le résidu sérine en position 238 joue un rdle
important dans I’hydrolyse de la ceftazidime, tandis que le résidu lysine en position 240
intervient dans 1’hydrolyse du céfotaxime (Huletsky A. ef al., 1993),

Le niveau de résistance conféré vis-a-vis du céfotaxime (CTX), de la ceftazidime (CAZ)
et de I'aztréonam (ATM), considérés comme les antibiotiques principaux pour détecter et
déterminer le phénotype de la BLSE, varie considérablement selon Je type d’enzyme produit.
Ainsi, les termes de « ceftazidimase » ou « céfotaximase » ont pu éire utilisés.
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On peut distinguer plusieurs variantes du phénotype « béta-lactamase & spectre
¢tendu » :

¢ phénotype « CTX », caractérisé par un niveau de résistance similaire aux trois
antibiotiques : TEM-3, SHV-2, SHV-3.

o phénotype « CAZ a», caractérisé par un niveau de résistance plus élevé a la
ceftazidime (CMI >= 128 pg/mL) qu'aux deux autres antibiotiques (CMI de 0,5
4 pg/mL) : TEM-7, TEM-10, TEM-26. L’enzyme TEM-12 confére des CMI
encore plus faibles avec, pour la ceftazidime, une CMI entre 4 et 8 pg/mL et, pour
le céfotaxime, une CMI de 0,06 4 0,25 pug/mlL.

» phénotype « CAZ b », caractérisé par un niveau de résistance plus élevé a la
ceftazidime et 4 ’aztréonam qu’au céfotaxime : TEM-5, SHV-4, SHV-5, SHV-7

* phénotype « ATM», caractérisé par un niveau de résistance plus élevé a
’aztréonam qu’aux deux autres antibiotiques.

Cependant, certaines BLSE ne dérivent ni de TEM ni de SHV. Décrites plus
tardivement, ces enzymes de type CTX-M hydrolysent trés fortement le céfotaxime et plus
faiblement la ceftazidime ou I’aztréonam. D’autres BLSE non TEM non SHV ont été
rapporiées : PER~1/-2 (Nordman P. et al., 1993), BES-1, GES-1/-2 (Poirel L. et al., 2000),
VEB-1 (Poirel L. ef al., 1999), TLA-1 (Silva J. et al., 2000). Ces enzymes présentent peu
d’homologie avec les BLSE dérivées de TEM ou SHV, mais leur spectre d’hydrolyse,
variable, est superposable & celui décrit pour ces enzymes. Elles conférent une résistance aux
oxyimino-céphalosporines, particulicrement 4 la ceftazidime et &4 1’aztréonam. L’ origine
geographique des patients chez lesquels des souches produisant ces nouvelles enzymes ont été
isol¢es, en France ou a I’étranger, est trés variable : Asie du Sud-Est, Amérique du Sud,
Turquie, Japon... Ces nouvelles BLSE, inhibées par ’acide clavulanique, sont codées par des
genes plasmidiques, ce qui facilite leur transmission inter-espéce.

-42 .




lm.VI

09 EN SAT TS-NAL
0’9 1PN SAT g LY-INAL
%9 A} 109 SAT s 91-NAL
9°¢ Iag SATT 9Z-INAL
A g CI-NEL
9° S&T Iag 01-WAL
6'S g a8 SAT SATT 8-INAL
v's 18 SAT LWNEL
6°¢ STH Jog 9-NAL
$°¢ AT UA g S-INHAL
6° PN SN 847 P-INEL
€9 REIN AT ST €-NAL
9°c s&] WAL
'S gy, 3y Mooy LD ElY 1y mDOY 1N nn I-INAL
$97 PP OVT 8T L€T o1 Y01 69 6€
1d (191qury 3p worjOIIMINN]) SUONISOF saseme;del-g

“aviuounaud v]j21sqary 23D SIVAJUEIVIL WAL, 3d£) ap npudyd aa10ads sasewe)de[-e1Rq sejedpunly : Y Nes[qey,



I.w.v...

‘anbrnosyoost jurod : 1d

S&T 13§ EIN g L-AHS

9L
BV 9-AHS

9L
SAT hicly S~AHS

7’8
sAT 1ag na| P-AHS

8°L
el nay €AHS

0L
199 C-AHS

9L
Mo AD Sry mer s&yp dsy g  noT  Sry nel 9 I-AHS

9L

1} 24 8¢€¢ S0¢ €61 61 6L1 orl (441 9 4 13 8

1d ([quy op nonEoIFWNN) STONSOJ saspmelae-g

“aviuorwinaud vij1sqay ZoYd $IIIU0IUIA AHS 9dA) op npuays axpoods v SISEMIE)IB[-81Yq sopeddunig : T nEIjqE]L



C- Epidémiologie des BLSE -

L’incidence des souches de K. preumoniae productrices de BLSE a été estimée & 14-
16 % (Sirot D. 1995) en France (Sirot D. et al., 1992) et en Angleterre (Liu P. Y. F. ef al.,
1992), taux probablement sous-estimé, compte tenu des difficultés de détection de ces
enzymes. Leur distribution varie d’un pays a 1’autre ; en général, les enzymes de type TEM
prédominent aux Etats-Unis, tandis que les enzymes de type SHV sont plus fréquemment
observées en Europe.

Les premiéres épidémies observées aux Etats-Unis impliquaient les enzymes TEM-10,
TEM-12 et TEM-26 (Jacoby G. A. 1994), également retrouvées en Angleterre. Depuis, de
nombreuses autres enzymes ont été décrites dans ces pays (Rice L. B. ef al., 1996). En
Europe, les souches résistantes 4 la ceftazidime produisent essentiellement des enzymes de
type SHV-5 (Venezia R. A. ef al., 1995). En France, on note cependant une prévalence élevée
des enzymes de type TEM, particulidrement TEM-3 (CTX-1) et, & un moindre degré, des
enzymes de type SHV (Philippon A. ef al., 1994), notamment SHV-4 et SHV-5. L’enzyme
TEM-26 a été décrite pour la premiére fois en France, en 1996 (Soilleux M. J. et al., 1996).
En Allemagne, les enzymes SHV-2 et SHV-5 sembient &tre les plus fréquentes.

Certaines BLSE paraissent limitées & des pays ou des régions spécifiques. Ainsi,
I’enzyme TEM-10, responsable de nombreuses épidémies aux Etats-Unis, pendant de
nombreuses années (Rice L. B. er af., 1990, Bradford P. A. et ai., 1994), n’a été rapportée que
récemment en Europe (Barroso H. A. er al., 2000). Au contraire, TEM-3, fréquente en France,
1’a encore jamais ¢t¢ détectée aux Etats-Unis (Soilleux M. J. ef al., 1996, Nordmann P. ef a/.,
1998). En Pologne, plusieurs épidémies impliquant TEM-47 ont été décrites (Gniadkowski M.
et al., 1998), tandis que TEM-52 n’a jusqu’ici été rencontrée quen Corée (Pai H. ef af.,
1999), ot une autre enquéte récente a révélé que SHV-12 et SITV-2a étaient les BLSE les plus
fréquentes (Pai H. e al., 1998). Par contre, SHV-5 est décrite dans le monde entier
(Vatopoulos A. C. er al., 1990, Gaillot O. ef al., 1998, Gniadkowski M. ef al., 1998, Szabo D.
etal., 1999),

La plupart des souches productrices de BLSE sont isolées chez des patients hospitalisés,
notamment dans le cadre d’épidémies (Chanal C. M. ef al., 1989, Nouvellon M. ef al., 1994,
Lucet J. C. ef al., 1996). Malgré Pidentification de génes de résistance identiques chez des
souches différentes et la connaissance des possibilités de transfert de plasmides d’une souche
a une autre, la transmission d’une souche épidémique reste la principale cause de
dissémination des BLSE (Yuan M, er a/., 1998). Elles sont le plus souvent codées par des
plasmides de grande taille, présentant souvent une grande stabilité. Ainsi, des annédes aprés
Parrét de la prescription de cefiazidime ou d’autres céphalosporines & large spectre, on a pu
observer, chez certains patients, une persistance de la colonisation par des souches de
K. pneumoniae productrices de BLSE (Hibbertrogers L. C. F ef al., 1995).

La transmission croisée joue un role important dans la dissémination clonale de souches
productrices de BLSE, facilitée par la plus longue survie des Klebsiella sur la peau que la
plupart des autres bacilles 4 Gram négatif,

En France, I’émergence de la premiére souche de K. preumoniae productrice de BLSE
(CTX-1) était lide 4 la pression de sélection exercée par I'utilisation croissante du céfotaxime.
De méme, aux Etats-Unis, les épidémies & K. preumoniae résistantes a la ceftazidime étaient
corrélées a Iutilisation accrue de cet antibiotique. Une réduction de la prescription des béta-
lactamines constituerait donc un moyen de contrdler une telie résistance, diminuant
Pincidence et la prévalence de ces souches. Cependant, I’émergence et la dissémination des
BLSE ne sont pas liées seulement 3 la pression de sélection des céphalosporines de 3°™°

-45 .




clavulanique et les autres inhibiteurs de béta-lactamases et rendent donc les souches qui les
possédent résistantes a toutes les combinaisons béta-lactamines - inhibiteur de béta-
lactamases, telles que amoxicilline - acide clavulanique (Augmentin®), ticarcilline - acide
clavulanique (Claventin®) et ampicilline - sulbactam (Unacim®™). En revanche, elles restent
sensibles a I’inhibition par le tazobactam et, par conséquent, & I’association pipéracilline -
tazobactam (Tazocilline™), ainsi qu’aux céphalosporines. Les substitutions d’acides aminés
conduisant & ce phénotype sont distinctes de celles responsables du phénotype BLSE : les
mutations ponctuelles concernent les résidus Met-69, Arg-244, Arg-275 et Asn-276 du géne
TEM.

Des souches de K. pneumoniae de sensibilité diminuée ou résistantes aux céphamycines
sont assez fréquemment isolées en milieu hospitalier. Ces souches sont également de
sensibilité réduite ou résistantes aux céphalosporines de 14 et 2¢™ générations et, dans une
moindre mesure aux uréidopénicillines et céphalosporines de 3™ génération. Elles y
associent une moindre sensibilit¢ ou une résistance a plusieurs autres familles
d’antibiotiques :  quinolones, choramphénicol, cyclines et triméthoprime, liée a une
diminution de I’expression d’une ou de plusieurs protéines de la membrane externe (défaut de
perméabilité).

Enfin, une résistance a I'imipénéme a été décrite chez de trés rares souches de
K. pneumoniae (Photo 10). Elle peut résulter de I’association d’une modification des porines
diminuant la perméabilité de la membrane externe et de la production d’une céphalosporinase
plasmidique (ACT-1) (Bradford P. A. et al., 1997) ou d’une BLSE (Ardanuy C. et al., 1998),

Photo 10 : Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé d’une souche de Kiebsiella
preumoniae présentant une résistance acquise a Pimipénéme.

R : résistant,
S : sensible.
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2.7- Epidémioelogie :

En plus d’une identification précise et d’un antibiogramme détaillé, le Clinicien a
souvent besoin de savoir si une souche bactérienne isolée chez un patient provient de la méme
source que d’autres souches, apparemment identiques, isolées chez d’autres patients ou dans
I’environnement,

Pour différencier, au sein d’une espéce bactérienne, des souches appartenant & des
clones bactériens distincts, on utilise des marqueurs épidémiologiques, phénotypiques et
génotypiques (Pefia C. er al., 1998, Struclens M . ef al., 2000).

Ces outils €pidémiologiques permettent de confirmer la transmission endémique ou
¢pidemique d’un pathogéne au sein d’une population humaine, de déceler Porigine de la
contamination et le mode de transmission (inter-humaine ou par contact avec un vecteur
contaminé), de suivre I’évolution du réservoir du pathogéne au sein d’une population, de
mesurer Pefficacité des stratégies de matirise des infections épidémiques et de prévention des
infections endémiques.

2.7.1- Notions générales :

L’espéce constitue I'unité de base de la classification bactérienne. Elle se définit
actuellement comme un ensemble de souches ayant des homologies ADN-ADN se traduisant
par des pourcentages d’hybridation supérieurs ou égaux a 70 %.

Un clone est un groupe de cellules dans lesquelles les séquences d’ADN sont toutes
issues d’un ancétre unique, sans recombinaison. Dans son application & I’épidémiologie des
maladies infectieuses, le terme de clone peut &tre défini comme un groupe d’isolats issus d’un
ancétre commun, constituant les maillons d’une chaine directe de réplication et de
transmission, d’hdte 4 hite ou de ’environnement 4 1’héte. La relation clonale entre isolats
peut étre déduite de leur niveau de similitude géno- et phénotypique, le degré de similitude
considéré comme significatif d’une lignée clonale en épidémiologic dépendant de I’espéce
étudice, des marqueurs utilisés et du cadre spatio-temporel de I’¢tude.

Deux types de mecanisimes sont responsables de [’évolution observée chez les bactéries :

* des mécanismes verticaux: le chromosome et les plasmides sont transférés
verticalement, par suite de la duplication et de la répartition entre les cellules
filles ; leur diversification résulte de mutations au hasard et de réarrangements
d’ADN tels que duplications, délétions ou transpositions.

o des mécanismes horizonfaux : les transferts horizontaux de génes entre les

bactéries sont liés aux phénomenes de conjugaison, transposition, transduction et
transformation, précédemment évoqués.
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2.7.2- Méthodes de typage :

Les systemes de typage peuvent Etre classés en 2 grandes catégories : les techniques
phénotypiques qui détectent des caractéres exprimés par les bactéries et les techniques
genotypiques  basées sur I'analyse de I’ADN bactérien, chromosomique ou extra-
chromosomigque.

1) Techniques phénotypiques :

Les marqueurs phénotypiques ont pour avantage d’étre, pour la plupart, faciles a
analyser (biotype, antibiotype) et leur étude standardisée au niveau international pour diverses
bactéries, ce qui permet une comparaison directe des résultats provenant de différents
laboratoires (sérotype, lysotype, bactériocinotype). Prenant en compte Dexpression de
caractéres qui peuvent étre altérés de maniére imprévisible chez la bactérie, ces méthodes ont
cependant une mauvaise reproductibilité et, le plus souvent, un faible pouvoir discriminant,

Largement utilisées dans le passé, elles ont actuellement une utilité limitée, car elles
requicrent des réactifs parfois indisponibles dans le commerce, ce qui constitue un obstacle a
la réalisation d’études comparatives.

A- Biotypage .

Il correspond & 1’étude des propriétés métaboliques (dégradation de sucres, activités
enzymatiques, auxanogrammes... ), de I’aspect morphologique et des caractéristiques vis-a-vis
de Penvironnement (croissance & des pH ou des températures extrémes), pour différencier des
souches d’une méme espéce. Grice aux systémes d’identification disponibles dans le
commerce, on obtient facilement le profil biochimique ou biotype de la bactérie étudide.
Cependant, ce biotype n’est pas une propriété stable et peut étre influencé par des facteurs
techniques et environnementaux, comme par le gain ou la perte d’un plasmide par la bactérie.

B- Antibiogramme

Son utilisation en épidémiologie est basée sur la détermination de la sensibilité ou de la
résistance d’une bactérie & un nombre important d’antibiotiques. Facilement réalisable, il a
cependant comme désavantage majeur un faible pouvoir discriminant et dépend également de
la variabilit¢ génétique de la résistance aux antibiotiques, souvent déterminée par la présence
ou I’absence, chez la bactérie, de plasmides portant des marqueurs de résistance. Des souches
hospitaliéres différentes, mais ayant subi la pression de sélection exercée par les antibiotiques
usuellement prescrits, peuvent développer des profils de résistance trés similaires. Cependant,
P’émergence d’un nouveau phénotype multirésistant constitue fréquemment un signal d’alerte,
suggerant la dissémination épidémique d’un clone.

C- Sérotypie .

La sérotypie des bactéries est basée sur la présence ou I’absence de déterminants
antigéniques somatiques, flagellaires ou capsulaires et leur réaction avec des antisérums
spécifiques, souvent cofiteux et pas toujours commercialisés. Pour les espéces qui ont un
grand nombre de variants antigéniques, ces méthodes présentent un faible pouvoir de
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discrimination. Le sérotypage de K. preumoniae est basé sur la détermination des antigénes
capsulaires dont on distingue plus de 80 types. Ce typage capsulaire présente une bonne
reproductibilité, son inconvénient étant le grand nombre de réactions croisées observées entre
les différents types capsulaires.

D- Autres méthodes phénotypiques

D’autres methodes, plus complexes, peu reproductibles, présentant un pouvoir discriminant
limité et un certain manque de standardisation, ne sont réalisées que dans des laboratoires de
références : lysotypie, bactériocinotypie.

2) Techniques génotypiques (Figure 10, p. 53) ;

En raison des limites des méthodes phénotypiques, de nouveaux systémes génotypiques,
basés sur la détection du polymorphisme au niveau de ’ADN et utilisant des techniques de
biologic moléculaire, ont ét¢ développés (Gori A. ef al., 1996). Ces méthodes sont applicables
a la plupart des especes bactériennes et possédent un pouvoir de discrimination généralement
trés élevé.

A- Analvse plasmidique -

Ce fut 'une des premieres méthodes de biologie moléculaire appliquée en épidémiologie
(Tenover F. C., 1985), dans le but d’affirmer Iidentité de souches épidémiologiquement lides.

Reposant sur P’assertion selon laquelle deux souches identiques possédent le méme
profil plasmidique, elle est basée sur P'analyse du nombre et de la taille des plasmides
hébergés par une bactérie, grace & I’étude de leur mobilité électrophorétique. Deux types de
profils peuvent étre considérés

- le profil plasmidique brut : il présente 1’inconvénient de ne pas séparer les plasmides
de séquences différentes mais de méme taille et de produire des bandes différentes
pour chacune des trois formes moléculaires sous laquelle peut se présenter un
plasmide (formes surenroulée, relichée ou linéaire).

- le profil plasmidique aprés digestion par des enzymes de restriction : la digestion a
I’aide d’endonucléases de restriction améliore le pouvoir discriminant et la lisibilité
des résultats. En effet, I'utilisation de ces enzymes permet d’uniformiser les fragments
obtenus & partir des différentes formes moléculaires d’un méme plasmide. De plus, ces
enzymes permettent de différencier des plasmides de taille identique mais présentant
des séquences différentes.

Un probléme d’instabilité interfére pour les plasmides de résistance (plasmides R) qui
peuvent trés facilement étre perdus ou acquis sous la pression de sélection des antibiotiques et
qui peuvent s’échanger entre souches d’une méme espéce, mais parfois aussi entre souches
d’espéces différentes. Par ailleurs, ces plasmides R peuvent acquérir ou déléter des séquences
d’ADN, changeant ainsi leur apparence physique sur le gel de migration.

L’analyse des profils de restriction plasmidique constitue donc un outil épidémiologique
utile pour des investigations limitées dans le temps et ’espace.
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B- Profil de restriction génomigue (Restriction LEndonuclease Analysis)

Aprés extraction et purification, ’ADN génomique de la bactérie (chromosome) est
coupé par des endonucléases de restriction reconnaissant des sites de coupure fréquents sur le
chromosome bactérien. Aprés migration ¢lectrophorétique en gel d’agarose, on observe un
grand nombre de fragments qui sont visualisés par immersion du gel dans une solution de
bromure d’éthidium. Le nombre élevé de fragments de tailles différentes, engendrés lors de la
digestion, rend cette technique peu résolutive et peu discriminante. La présence de plasmides,
qu’ils soient ou non coupés par I’enzyme, peut perturber le profil de restriction.

C- dAnalyse RFLP par Southern-blot de I'ADN chromosomique -

Apres électrophorése, en gel d’agarose, de ’ADN bactérien préalablement clivé par
diverses enzymes de restriction, un transfert est effectué sur un filtre de nitrocellulose ou de
nylon, par la méthode de Southern. Ainsi fixé, I’ADN est alors hybridé par des sondes
nucléiques (chaudes ou froides), la plus utilisée & I"heure actuelle étant PARN ribosomal 168
ou 238 de E. coli, capable d’hybrider avec I’ADN de tous les genres bactériens, de maniére
variable selon le ou les fragments de cet ADN avec lesquels elle présente des homologies : on
obtient ainsi un ribotype.

D- Electrophorése en champ pulsé : ECP ( Gouby A, ef al., 1994):

L’ECP implique Pincorporation des cellules bactériennes dans une matrice d’agarose
(plug), leur lyse in situ et la digestion de I’ ADN chromosomique & Vaide d’endonucléases de
resfriction reconnaissant de rares sites de coupure sur le chromosome bactérien, permettant
Iobtention de profils de 5 4 20 fragments dont la taille varie de 10 4 800 Kb. Les plugs sont
alors introduits dans les puits d’un gel d’agarose, puis soumis & une migration ¢lectrophorétique,
au cours de laquelle la direction du champ électrique est réguliérement modifiée. Les profils
obtenus sont appelés pulsotypes.

Des problémes d’interprétation peuvent se poser lorsque les pulsotypes sont susceptibles de

subir des variations, suite & des mutations ou des réarrangements modifiant les sites de
reconnaissance des endonucléases ou la taille des fragments chromosomiques.

E- Polymerase Chain Reaction (PCR) (Van Belkum A. 1994) :

Diverses techniques de PCR sont utilisées depuis quelques années pour le typage
épidémiologique :

o
=
=]
=
e
iQ
iQ
s
o

* Analyse du polymorphisme de restriction ou de confo mation intragénique : PCR-
RFLP, PCR-SSCP.

La PCR-RFLP repose sur ’amplification, par PCR classique, d’un fragment intragénique
de 1 a 2 Kb, & P’aide d’une paire d’amorces spécifiques de séquences conservées, encadrant
une région variable. Aprés digestion du fragment d’ADN amplifié, par diverses enzymes de
restriction, P’analyse du profil obtenu par ¢lectrophorése classique en gel d'agarose ou
d'acrylamide non dénaturant permet d’étudier le polymorphisme de séquence.
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La PCR-SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) est utilisée pour I'analyse
de produits amplifiés par PCR. Lorsqu'un fragment dADN double brin est dénaturé par
chauffage & 95°C puis rapidement refroidi, les molécules simple brin n'ont pas le temps de se
réassocier entre elles, mais forment une structure secondaire stable, par des réassociations
intramoléculaires au niveau de zones de séquences complémentaires. Les différences de
séquences peuvent entrainer des différences de conformation, qui sont décelées par une
migration en conditions non dénaturantes, dans un gel d'acrylamide.

¢ Technigques d’amplification aléatoire :

Différentes méthodes utilisant des amorces de séquences arbitraires ont été décrites :
AP-PCR (« Arbitrarily Primed PCR »), DAF (« DNA Amplification Fingerprinting ») et
surtout RAPD (« Random Amplified Polymorphic DNA »), la plus largement utilisée.

Cette derniére méthode consiste 4 amplifier des fragments d’ADN par PCR, en utilisant
une seule amorce courte, de 10 nucléotides généralement, de séquence arbitraire, qui va
shybrider chaque fois que 'ADN renfermera une séquence qui lui est complémentaire (ou
comportant un nombre limité de mésappariements) et qui servira de point de départ pour la
polymérase. Si deux sites d'hybridation sont proches I'un de l'autre (& moins de 3 000 pb) et en
direction opposée, c'est-a-dire dans une configuration permettant la PCR, l'amplification aura
lieu. Plusieurs produits d’amplification, d’intensité et de longueur variables, sont ainsi
synthétisés et, aprés séparation par électrophorése en gel d’agarose, donnent des profils de
bandes caractéristiques de I’ADN cible.

* PCR-Ribotypage :

Cette technique est basée sur I’amplification, par PCR, de séquences de tailles variables,
situées entre des amorces choisies pour s’hybrider avec les ARN ribosomaux 168 et 23S. Les
profils obtenus sont relativement stables et reproductibles.

» EBtude de la dispersion al€atoire de séquences répétées : ERIC-PCR

Les amorces utilisées sont des séquences complémentaires de séquences d’ADN non
codantes, présentes en un trés grand nombre de copies et réparties de maniére aléatoire sur le
chromosome bactérien. Ces motifs, génétiquement stables, sont différenciés, a 1’intérieur
d’une méme espéce, par le nombre de copies et leur localisation sur le chromosome. L’ERIC-
PCR a pour cible les séquences ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
sequence), de 124 a4 127 pb, réparties sur le chromosome bactérien qui en posséde 30 3 150
copies. Une seule amorce est utilisée pour "amplification par PCR, qui s¢ produif entre deux
sites de fixation de celle-ci, pas trop éloignés 1’un de ’autre.
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1- Souches bactériennes :

Notre étude a porté sur 32 souches de K. preumoniae productrices de béta-lactamase a
spectre etendu, sur les 42 souches isolées de prélevements réalisés chez des patients hospitalisés
dans différents services du CHU et de I’hdpital Saint-Jacques, & Nantes, de 1990 a 2001, les
autres souches €tant indisponibles ou représentant des isolements répétés a partir de divers
prélévements réalisés chez un méme patient.

Leur origine est indiquée dans le tableau [V,

Tableau IV : Origine des souches de Klebsiella pneumoniae étudiées.

N° identification | N° de collection | Prélévement Service d’origine

I 90000398 Urines Rééducation fonctionnelle
2 900004 14 Urines Urgences médicales

3 90000544 Hémoculture Urgences medicales

4 90000545 Urines Réanimation médicale

5 91000247 Urines Urologie

6 91000433 Hémoculture Urgences médicales

7 91000583 Urines Traumatologie

8 91000643 Urines Urologie

9 91000816 Hémoculture Urologie

10 91001298 Urines Rhumatologie

11 91001401 Urines Gériatrie

12 91001679 Urines Urgences médicales

13 91002708 Urines Urgences médicales

[4 92000207 Urines Rééducation fonctionnelle
15 92000572 Urines Rééducation fonctionnelle
16 92002072 Urines Rééducation fonctionnelle
17 92002571 Urines Neuro-traumatologie
18 93000493 Urines Rééducation fonctionnelle
19 93002576 Urines Rééducation fonctionnelle
20 93002778 Urines Rééducation fonctionnelle
21 93003956 Urines Rééducation fonctionnelle
22 93008196 Hémoculture | Rééducation fonctionnelle
23 94000667 Hémoculture | Rééducation fonctionnelle
24 96004178 Hémoculture Urgences medicales
25 98011015 Urines Urgences pédiatriques
26 99000019 Pus cutané Stomatologie
27 20006391 Urines Oncologie pédiatrique
28 20005244 Urines Rééducation fonctionnelle
29 20000229 Urines Rééducation fonctionnelle
30 1003824 Urines Cardiologie pédiatrique
31 1006355 Urines Rééducation fonctionnelle
32 1006267 Selles Cardiologie pédiatrique
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2- Etude de la sensibilité aux antibiotiques :

La production de BLSE par les souches étudiées a été initialement suspectée sur leur
phenotype de résistance aux béta-lactamines, déterminé par l'automate Vitek?2 (bioMérieux)
et par technique de diffusion en milicu gélosé (méthode des disques) pour les antibiotiques
non testés par celui-ci : céfépime (FEP), cefpirome (CPO), aztréonam (ATM), ainsi que tétracycling
(TE) et chloramphénicol (C), selon les recommandations du Comité de I’ Antibiogramme de la
Soci¢té Frangaise de Microbiologie (CA-SFM : http : // www.sfm asso.ft).

3- Etude du transfert de résistance par conjugaison bactérienne :

Pour déterminer si les BLSE étaient transférables d’une bactérie a une autre et si leur
transfert ¢tait associé & celui d’autres génes de résistance, des expériences de conjugaison ont
¢té réalisées entre les 32 souches de K. prewmoniae productrices de ces enzymes et une souche
reéceptrice : k. coli J53-2, sensible 4 tous les antibiotiques, & I'exception de la rifampicine
(caractere d’origine chromosemique, considéré comme non transférable).

Les bactéries donatrices et réceptrices ont été initialement cultivées séparément en
bouitlon-coeur-cervelle (BCC), 4 37°C, pendant une nuit. Leur mélange, & volume égal, a
alors ét€ réalis¢ sur gélose Trypticase-Soja enrichie de 5 % de sang de cheval (GSg), a raison
d’une goutte de chaque bouillon, déposée au centre du milieu gélosé. Aprés un contact de 8
heures & 37°C, les transconjugants (Tc) obtenus ont été sélectionnds sur leur mobilité
(caractéristique spécifique de la bactérie réceptrice: £ coli, par rapport a la bactérie
donatrice : K. pneumoniae) et Pacquisition de lIa résistance a I’amoxicilline. Nous avons pour
cela utilisé fe milien TIMM, gélose semi-molle favorisant la mobilité bactérienne, additionné
d’amoxicilline (100pg/mL), ensemencé par piqlre centrale. Aprés plusieurs jours d’incubation
a température ambiante, les Tc mobiles ct résistants & I'amoxicilline ont été récupérés a la
périphérie de ce milieu et purifiés sur gélose Mueller-Hinton (MH), supplémentée en
amoxicilline (100ug/mL).

4- Mise en évidence de Ia production de béta-lactamase 3 spectre étendu :

Certaines BLSE n’entrainent qu’une élévation modérée des CMI des céphalosporines
de 3°™ et 4°™ générations, ce qui peut compromettre leur détection par les méthodes
phénotypiques d’antibiogramme.

D’autres méthodes phénotypiques et génotypiques peuvent alors étre mises en oeuvre
(Katsanis G. P. ef al., 1994, Jacoby G. A. er al., 1996).

=56 -




4.1- Méthodes phénotypiques :

Pour confirmer Ia production de BLSE par les souches étudides et vérifier leur
acquisition par les transconjugants obtenus, deux tests, basés sur la sensibilité des BLSE aux
inhibiteurs de béta-lactamases tel que Pacide clavulanique, ont &té utilisés : le test de synergie
en Croix et un test commercialisé par la firme OXOID {Combination disk method-OXOID),

4.1.1- Test de synergie en croix :

Ce test consiste 4 déposer, sur une gélose MH préalablement ensemencée avec une
suspension standardisée de la bactérie & étudier, des disques de ceftriaxone (CRO), cefiazidime
(CAZ), cefpodoxime (CPO) et aztréonam (ATM), disposés en croix autour d'un disque
d'amoxicilline + acide clavulanique (AMC), en respectant une distance de 2 em bord 4 bord
(Figure 11).

Figure 11 : Schéma du test de synergie en croix utilisé pour la détection des
béta-lactamases A spectre étendu.

CAZ

CpPO ATM

CRO

@ amoxicilline + acide clavulanique (AMC)
ATM : aztréonam
CRO : ceftriaxone
CPO : cefpodoxime
CAZ : ceftazidime
<«—» 2 cm bord-a-bord

Apres 18 heures d’incubation a 37°C, la présence d’une BLSE est visualisée par un net
¢largissement de la zone d’inhibition autour du disque de céphalosporine de 3™ génération ou
d’aztréonam, en regard du disque contenant I’acide clavulanique (AMC), traduisant une
synergie entre inhibiteur de béta-lactamases et béta-lactamines, liée a I’inhibition de la BLSE
par Iacide clavulanique (Photo 11, p.58) - image typique dite en “ bouchon de champagne .
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Photo 11 : Image de synergie en « bouchon de champagne » révélant ’inhibition ¢’une
béta-lactamase A spectre étendu par acide clavulanique.

4.1.2- Test OXOID :

Deux disques imprégnés, I’un d’une céphalosporine de 3°™ pénération et I’autre de ce
méme antibiotique associé 4 un inhibiteur de béta-tactamases (acide clavulanique - AcC), sont
déposés & la surface d’une gélose MH préalablement ensemencée avec une suspension
standardisée de la souche bactérienne a étudier (Figure 12). Trois couples d’antibiotiques sont
testés : céfotaxime (CTX) et CTX + AcC, ceftazidime (CAZ) et CAZ + AcC, cetpodoxime
(CPD) et CPD + AcC. Une différence supérieure ou égale 4 5 mm entre les diamétres des
zones d’inhibition autour des disques d’un méme couple, traduit la présence d’une BLSE

(Carter M. W. ef ul., 2000).

Figure 12 : Schéma du test “ Combination Disk Method ” (OXOID) permettant la
détection des béta-lactamases a spectre étendu.

Céfotaxime Ceftazidime
Cefpodoxime

O o O

Cefpodoxime Céfotaxime Ceftazidime
+ + +
Acide clavulanique Acide clavulanique Acide clavulanique
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4.2- Méthodes génotypiques : amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction)
et séquencage du géne blarpy.

4.2.1- Principe :

La PCR permet d’amplifier des séquences d’ADN, de maniére spécifique, a [aide
d’un couple d’amorces constitué d’oligonucléotides complémentaires des extrdmités du
fragment d’ADN & amplifier, qu’elles vont délimiter, et & Paide d’une ADN-polymérase
thermostable : la Tag-polymérase, qui permet de synthétiser un brin complémentaire de la
zone cible, grice 4 1’élongation de ces amorces. Amorces et Taq-polymérase sont ajoutées au
mélange d’ADN contenant la séquence 4 amplifier, en présence de désoxynucléotides,
¢léments de base utilisés par I’enzyme pour synthétiser les brins d”’ ADN complémentaires. Ce
mélange est alors soumis a des modifications itératives de températures qui sont & I’origine de
la succession de 3 phases constituant un cycle au cours duquel la quantité d’ADN cible est
doublée. L’amplification est donc exponentielle et permet d’augmenter de maniére
considérable la quantité d’ADN dont on dispose initialement, facilitant ainsi sa détection et
son analyse.

4.,2.2- Réalisation pratique :

L’extraction rapide de I’ADN a été réalisée en portant 4 ébullition, pendant 5 minutes,
4 & 5 colonies bactériennes en suspension dans un volume final de 100 uL d’eau distillée
stérile. Aprés centrifugation pendant 10 minutes & 13000 tours/minute, 10 uL. de surnageant
ont €t¢ utilisés pour [’amplification par PCR.

Celle-ci a éte réalisée dans un thermocycleur PERKIN ELMER-DNA thermal Cycleur
480, a partir d’un mélange de 50 uL contenant :

27,1 pL d’eau distillée stérile

5 pL de tampon TRIS-HCI 10X

3 pL de MgCl; 25 mM

1 yL de chaque nucléotide A, T, G, C (10 mM chacun)

0,33 uL de chacune des 2 amorces TEM, et TEMg 4 150 pmol/uL
0,25 uL de Taq polymérase (5 unités/uL)

10 pl. d’extrait d’ADN brut

soumis & une dénaturation de 30 secondes & 94°C, une phase d’hybridation de 30 secondes a
55°C puis une phase d’extension de 1 minute a 72°C, température maintenue 7 minutes pour
permettre I’extension finale.

Pour chaque PCR, un témoin négatif (blanc), ne contenant pas d’ADN, a ¢t¢ inclus.

Pour amplifier le géne blamy des souches de K. preumoniae étudiées, les amorces
suivantes ont ét¢ utilisées :

TEM 4: 5°- GACTGGATGGAGGCGGAT-3’
TEM g : 5°- CAATGCTTAATCAGTGAG -3’
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Pour réaliser le séquengage de ce géne, les 2 autres couples d’amorces suivants ont été
nécessaires |

TEMc : 5°- TGATAACACTGCGGCCAA-3’
TEMp : 5°- ATAAACCAGCCAGCCGGA-3

TEME » 5°- GTATCCGCTCATGAGACA-3’
TEME : 5’- GATCAAGGCGAGTTACAT-3’

4,2.3- Détection des produits d’amplification :

Afin de s’assurer que I’ADN cible a été correctement amplifié, les produits de PCR
ont €t¢ soumis 4 une électrophorése en gel d’agarose, permettant de vérifier que le fragment
d’ADN amplifié¢ avait bien la taille prévue, par comparaison & un marqueur de poids
moléculaire (Marqueur VI/ Boehringer Mannheim).

Dix microlitres de chaque amplicon, ainsi que 6 pL. du marqueur de poids moléculaire,
ont ainsi €t¢ déposés dans les puits d’un gel d’agarose & 1,5 %, aprés addition de 2 plL d’un
colorant densifiant (blue orange 6X, Proméga) qui permet de suivre la migration (1 heure,
sous une tension de 100 Volts, en tampon Tris-Borate-EDTA 1X, pH 8,3).

A Tissue de la migration, les fragments d’ADN ont ét¢ détectés sur le gel,

préalablement immergé 30 minutes dans une solution de bromure d’éthidium, par exposition
aux rayons UV,

4.2.4- Séquencage des produits de PCR :

Afin  d’identifier précisément la BLSE majoritairement détectée chez les
{ransconjugants, nous avons procédé, pour I’un d’entre eux, au séquengage du géne blarpm
codant pour cette enzyme, par la méthode de Sanger (Sanger F. et al, 1977). Aprés
amplification par PCR des différents fragments du géne, le séquengage a été réalisé & "aide
du kit Big Dye Terminator-Applied Biosystem, en séquenceur ABI Prism 377.

Les copies d’ADN obtenues, de tailles variables et complémentaires de la matrice
d’ADN & séquencer, ont ét€ séparées par électrophorése sur gel de polyacrylamide. L analyse
des différents fragments marqués a alors été réalisée a ’aide de logiciels informatiques
(s€quence navigator et séquence analysis - Applied Biosystem).
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3- Typage des souches par électrophorése en champ pulsé (ECP) :

Pour définir le degré de relation clonale existant entre les différents isolats de
K. pnemmoniae ¢tudiés, chacun d’entre eux a €t¢ soumis 4 une électrophorése en champ pulsé,
basée sur la technique CHEF (Contour-Clamped Homogeneous Electric Field), représentée
schématiquement sur la figure 13.

5.1- Principe :

A la différence de I’électrophorése classique qui n’utilise qu’un seul champ électrique
constant, ’ECP expose I’ADN 4 des champs qui changent réguliérement d’orientation au
cours de I’électrophorese, alternance qui permet la séparation de fragments d’ADN de grande
taille par un phénoméne de “ reptation ” & travers les mailles du gel d’agarose.

Elle nécessite ’extraction de I’ ADN total 4 partir des souches a analyser. Cet ADN doit
etre purifié, indemne de toute coupure physique ou enzymatique, c’est pourquoi toutes les
manipulations doivent étre effectuées aprés inclusion des celluies bactériennes dans une
matrice semi-solide d’agarose (plug). Les enzymes nécessaires 4 Iextraction de I’ADN total,
ainsi que les endonucléases de restriction permettant sa digestion, diffusent dans les mailles
du gel d’agarose. Ces derniéres enzymes, qui coupent de maniére spécifique et reproductible
PADN double-brin, sont choisies de telle sorte qu’elles reconnaissent des sites de restriction
rares sur le chromosome bactérien, le clivant ainsi en un nombre réduit de fragments de
grandes tailles qui seront séparés au cours de ’ECP, permettant la comparaison des souches
bactériennes, en fonction du polymorphisme des fragments de restriction de leur génome
(profil de *“ macrorestriction ™).

Lors de I"électrophorése, I’ADN migre directement du plug dans ’agarose du gel de
migration.

Figure 13 : Représentation schématique du systéme d’électrophorése en champ pulisé
CHEF. Ce systtme utilise des électrodes (A et B), placées de fagon hexagonale,
alternativement activées. Tout le long de ce réseau d’électrodes, existe un gradient de
potentiel, les signes — et + indiquant I"importance de la charge au niveau de chacune d’entre
elles.

Blocs d’agarose contenant I’ ADN bactérien,

At/ Bt déposés dans les puits du gel

A/ Bt A++/B-

Gel d’agarose

At/ B+ At/ B+

At BH-
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S.2- Réalisation pratique (Birren B. ef al., 1993, Fair M. A, , 2002) :

5.2.1- Lyse et extraction de ’ADN :

A. partir d’une culture de 8 heures sur pente Trypticase-Soja (TS), les bactéries ont été
cultivées dans 10 mL de BCC, a 37°C, sous agitation, pendant une nuit,

La densité optique des suspensions bactériennes a alors été mesurée a 600 nm et ajustée
a 0,6, avant centrifugation 5 minutes 4 8000 tours/minute. Le culot obtenu a été remis en
suspension dans 1 mL de Pet IV (NaCl 1M ; Tris-HCI 10 mM), puis une nouvelle centrifugation
de 5 minutes 4 8000 tours/minute a été réalisée. Le culot final a été remis en suspension dans
300 pL de EC (Tris-HCI 6 mM).

Chaque suspension bactérienne a été mélangée & 300 pL d’agarose Sea Plaque 4 1 %
dans du EC, puis 600 pL de ce mélange ont été rapidement répartis dans 5 moules d’agarose
préalablement préparés, avant de laisser solidifier 10 minutes a température ambiante puis
30 minutes 4 4°C. Les plugs ainsi formés ont ensuite été placés dans des tubes contenant
10 mL de tampon EC additionné de lysozyme (1 mg/mL), destiné & détruire la paroi
bactérienne, pendant 1 heure, & 37°C, sous agitation douce. Le tampon EC a alors été éliminé
et remplace par 10 mL de tampon ESP (EDTA 0,5 M ; N-lauryl sarcosine 1 % ; Protéinase K
50 pg/ml, protéase destinée & digérer les protéines assocides 4 I’ADN, sans altération des
acides nucléiques), avant incubation, une nuit, & 55°C.

Aprés élimination du tampon ESP, remplacé par 10 mL de TE 10-1, les tubes ont 6té
placés I heure & température ambiante, sous agitation douce. Cette étape de lavage a été
répétée 6 fois. Apres le 6™ lavage, les plugs ont été stockds en TR 10-1, 4 + 4°C, jusqu’a
analyse.

Afin de pouvoir interpréter les profils, la migration a été effectuée paraliélement 2 celle

d’un marqueur de taille, fragment chromosomique digéré par Penzyme de restriction Smal de
Staphylococcus aureus NCTC 8325.

5.2.2- Restriction et électrophorése :

2,5 pL d’enzyme de restriction Spel ont été dilués dans 120 uL de tampon spécifique,
dilué au 1/10, puis répartis en microtubes dans lesquels ont alors ét¢ introduits des fragments
de plugs de 5 x 5 mm, pour une incubation d’une nuit, 4 37°C,

Le marqueur de taille a été traité de fagon similaire, mais en utilisant une enzyme de
restriction différente : Smal, en tampon spécifiquement adapté, 4 la température de 25°C.

Apres « digestion », les plugs ont ét¢ inclus dans les puits d’un gel d’agarose Sea Kem
1 % en TBE 0,5X, qui ont ensuite été scellés par du Sea plaque agarose 1 % en TBE 0,5X.

Enfin, gel et support ont ét¢ introduits dans la cuve d’électrophorése de I’appareil
CHEF-DRIII Bio-Rad, en présence de tampon TBE 0,5X.
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Les conditions de I’électrophorése étaient les suivantes :

» Pulse initial : 2 sec e Voltage : 200 ou 6V/cm
¢ Pulse final : 20 sec s Température : 14°C
¢ Temps : 20 heures ¢ Inclued Angle : 120°,

5.2.3- Révélation des profils de macrorestriction :

Apres migration, le gel a ét¢ immergé pendant 30 minutes dans une solution de bromure
d’éthidium, puis photographié.

5.2.4~ Interprétation des profils de restriction :

L’analyse des pulsotypes de chacune des souches de K. preumoniae, basée sur la
comparaison du nombre et de Ia taille des fragments &’ ADN séparés, a été réalisée a 1’aide du
logiciel informatique GelCompar®. La relation existant entre les souches étudides a &té
estimée par le coefficient de similitude de Dice (Coefficient de Dice = 2 nap/ (no+ns) | Nap :
nombre de bandes communes entre A et B, na : nombre total de bandes dans la piste A, ng :
nombre total de bandes dans la piste B). Aprés comparaison deux 4 deux de tous les profils
par ce coefficient, une représentation graphique sous la forme d’un dendrogramme a pu étre
réalisée. Ces profils ont alors ét¢ interprétés selon les recommandations de Tenover et al.
(Tenover F. C et al., 1995, Grimont P. A. D., 1998) : les souches présentant des pourcentages
de similitude de plus de 80 % mais inférieurs 4 100 % ont été considérées comme similaires
et regroupees en sous-types. Ces profils différaient généralement par 1 & 3 bandes. Les
souches pour lesquelles le pourcentage de similitude était inférieur 4 80 % du fait d’une
différence de profil portant sur plus de 3 bandes ont été considérées comme appartenant a des
clusters différents.

Des mutations génétiques aléatoires peuvent affecter individuellement une souche
bactérienne et générer des variations ponctuelles sur les profils de ces souches, par
comparaison au profil de référence des autres souches (Tableau V, p. 64).
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Tableau V : Conséquences des événements génétiques sur les profils de restriction obtenus
par électrophorése en champ pulsé :

Eveénement génétique

Modification du profil de restriction

Mutation ponctuelle entrainant la création
d’un nouveau site de restriction

Perte d’un fragment présent dans le profil
initial et apparition de 2 nouveaux petits
fragments ; la somme des tailles de ces 2 petits
fragments correspond approximativement 2 la
taille du grand fragment disparu. Il en résulte
une différence portant sur 3 fragments par
rapport au profil de la souche native,

Mutation ponctuelle entratnant la perte
d’un site de restriction

Perte de 2 petits fragments présents dans le
profil de la souche native et apparition d’un
nouveau fragment de grande taille. 11 en résulte
une différence portant sur 3 fragments par
rapport au profil de référence.

Insertion d’ ADN dans un fragment
possédant un site de restriction

Méme nombre de fragments mais perte d’un
petit fragment remplacé par un nouveau
fragment de plus grande taille.

Délétion d’ADN au niveau d’un fragment
portant un site de restriction.

Perte d’un fragment de grande taille et
apparition d’un nouveau fragment de taille plus
petite.
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6- Isolement et étude des plasmides extraits des transconjugants :

Pour confirmer la présence de plasmides chez les transconjugants, étudier leur taille et
comparer leur profil de restriction, leur ADN plasmidique a €€ extrait puis soumis & une
électrophorése en gel d'agarose a 0,8 % et & une électrophorése en champ pulsé, sous forme
native et aprés digestion par diverses enzymes de restriction.

6.1- Extraction de ' ADN plasmidique :

6.1.1- Principe :

L'extraction plasmidique a ét¢ réalisée a I’aide de 2 méthodes : le kit Nucleobond et la
méthode d’Ish-Horowicz, basées sur une lyse alcaline ménagée de la bactéric, par action
combinée d'un détergent: le sodium dodécylsulfate (SDS) qui solubilise les composants
phospholipidiques et les protéines de la membrane cellulaire, et de la soude qui dénature les
ADN chromosomique et plasmidique (Bimboim H. C. ef al.,, 1979). Cette lyse cst suivie
d’une extraction des plasmides suivant un degré croissant de salinité. Peu fragile du fait de sa
petite taille, I’ ADN plasmidique résiste bien 4 ce traitement et reste majoritairement constitué
de molécules d’ADN circulaires fermées. L’ADN chromosomique est, au contraire,
totalement cisaillé au cours de I’extraction et libére de multiples fragments linéaires.

6.1.2- Réalisation pratique ;

1) Extraction a ’aide du kit Nucleobond ;

A- Culture et récupération des bactéries -

Une pré-culture a €t¢ réalisée & partir de 5 colonies bactériennes isolées sur gélose
lactosée, mises en suspension dans 5 mL de bouillon Luria-broth (LB), additionné
d’amoxicilline (100 pg/mL). L’ensemble a ét¢ incubé 8 heures a 37°C, sous agitation, puis
250 uL de cette culture ont ét¢ ajoutés & 250 mL de bouillon LB supplémenté avec de
Pamoxicilline (100 pg/ml), avant incubation d’une nuit, & 37°C, sous agitation. Les cellules
bactériennes ont ensuite été récupérées par centrifugation & 6000 g, pendant 15 minutes, a
4°C,

B- Lyse bactérienne :

Le culot bactérien a été délicatement remis en suspension dans 24 mL de tampon S1
(50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH8), additionné de RNase A a la concentration finale de
100 pg/mL.

Puis, 24 mL de tampon S2 (200 mM NaOH, 1% SDS) ont été ajoutés a la suspension
et mélangés doucement, avant d’incuber 3 minutes, & température ambiante.

24 mlL de tampon S3 (acétate de potassium 80 mM, pH 5,1), préalablement refroidi
dans la glace, ont alors ét€ ajoutés, mélangés immédiatement jusqu’a I’obtention d’une
suspension homogéne contenant un floculat blanc, avant d’incuber 5 minutes dans la glace.
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C- Equilibrage de la colonne de résine anionique

La colonne Nucleobond® AX 500 a été équilibrée 4 I’aide de 6 mL d’un tampon N2
(100 mM Tris/ H3POy, 15 % éthanol, 900 mM KCl, pH 6,3, 15 % Triton X-100),

D- Clarification du Fysat :

Cette étape trés importante permet 1’élimination des débris cellulaires, des protéines et
de ’ADN génomique. Elle peut étre effectuée par filtration ou par centrifugation,
I’association des 2 procédés permettant I’obtention d’un lysat parfaitement clair.

Le lysat a clarifier a donc été déposé sur un filtre Nucleobond Folder prélablement
humidifié¢ avec quelques gouttes de tampon N2. L’effluent de la colonne, correspondant au
lysat clair, a alors été récupéré puis centrifugé 4 12000 g, pendant 40 minutes, & 4°C.

E- Fixation a la résine échangeuse d’anions

Le lysat clarifié a été chargé sur la colonne de résine échangeuse d’anions, sur laquelle
la fixation et I’¢lution des macromolécules dépendent de la force ionique et du pH. La
colonne, préalablement équilibrée avec le tampon N2, ne permet pas la fixation des protéines,
des nucléotides, des oligonucléotides et des ARNt ; la RNAse ajoutée au tampon S1 permet
I’¢élimination des ARN, tandis que I’étape de lyse alcaline ne laisse subsister que pen d’ADN
génomique, ce qui permet a I’ADN plasmidique contenu dans le lysat clair de se fixer seul 2
la colonne.

F- Lavage de la colonne -

Afin d’¢liminer les produits non fixés, la colonne a été lavée a deux reprises avec 18 mL
de tampon N3 (100 mM Tris / H3POy, 15 % éthanol, 1150 mM KCI, pH 6,3).

G- Elution '
L’ADN plasmidique a été élu¢ 4 P"aide de 15 mL de tampon N5 (100 mM Tris/HsPOy,
15 % éthanol, 1000 mM KCI, pH 8,5), de force ionique et pH élevés, préalablement chauffé a
50°C.,

H- Précipitation de 1 'éluat & 1'isopropanol

L’ADN plasmidique élué a été précipité par addition de 11 mL d’isopropanol
(1 volume d’éluat pour 0,7 volume d’isopropanol), Pensemble étant mélangé délicatement
puis centrifugé 4 15000g pendant 30 minutes, & 4°C, avant élimination du surnageant.

1- Lavage et séchage du culot d’ADN

Apres lavage du culot ’ADN avec 5 mL d’éthanol a 70 %, ramené 4 la température
du laboratoire (20-25°C), le mélange a été briévement vortexé puis centrifugé a 15000g,
pendant 10 minutes, a température ambiante. Aprés retrait soigneux de I’éthanol, 4 la pipette,
le culot a ét€ mis 4 sécher a I’étuve.
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J- Remise en suspension de I'’ADN plasmidique :

Le culot d’ADN plasmidique a finalement été remis en suspension dans 1 mL de
TE 10-5, puis conservé a + 4°C, jusqu’a analyse.

2) Méthode d’Ish-Horowicz et Burke :

Pour cette technique qui permet ’extraction de plasmides de tailles plus modestes que
la technique précédente, nous avons suivi le protocole suivant -

1- Centrifuger 1,5 mL d’une culture bactérienne réalisée pendant une nuit, 4 37 °C,
sous agitation, dans 5 mL de LB additionné d’amoxicilline (100 pg/mL), pendant
3 minutes a 10000 tours/minute,

2- Remettre le culot en suspension dans 100 pL de tampon Tris-EDTA-Glucose
(TEG).

3- Ajouter 200 uL. de NaOH 0,2 N/ SDS 1 %, puis mélanger doucement ot mettre
3 minutes dans la glace,

4- Ajouter 150 pL d’acétate de potassium 5 M, pH 4,8 ; mélanger doucement et
mettre dans la glace pendant 5 minutes,

5- Centrifuger pendant 5 minutes & 13000 tours/minute et récupérer 400 uL de
surnageant dans un tube

6- Ajouter 1 volume d’isopropanol ; mélanger et laisser 2 minutes 4 la température
du laboratoire.

7- Centrifuger 5 minutes a4 13000 tours/minute, puis éliminer le surnageant.
8- Ajouter 200 nL d’éthanol 100 %, pour laver le culot.

9- Centrifuger 5 minutes & 13000 tours/minute ; éliminer I’alcool, puis sécher le culot &
Pétuve.

10- Remettre le culot en suspension dans 25 ul. de TE 10-1 additionné de RNAse A
(2 pg/mL).
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6.2- Etude des plasmides extraits des fransconjugants :

6.2.1- Principe :

Afin de déterminer le contenu plasmidique des transconjugants, I’ ADN précédemment
extrait a €t soumis 4 une électrophorése conventionnelle et une ¢lectrophorése en champ
pulsé, sous forme native et aprés coupure, par diverses enzymes de restriction, en multiples
fragments linéaires dont la taille a pu étre évaluée, de maniere approximative, par
comparaison de Jeur distance de migration 4 celle de fragments d’ ADN de taille connue.

6.2.2- Réalisation pratigue :

Pour déterminer les profils de restriction plasmidique, SUL de chaque extrait ont &té
respectivement incubés, pendant 1 heure & 37°C, avee 1 pL de chacune des enzymes de
restriction Psfl, Pvull et Clal, 2 pL de leur tampon respectif et 12ul, d’eau pour préparation
injectable.

Deux types d’électrophorése ont alors été réalisés : €lectrophorése conventionnelle et
¢lectrophorése en champ pulsé. Pour Pélectrophorése conventionnelle, 10uL de chacun des
¢chantillons, digérés et non digérés, ont été déposés dans les puits d’un gel d’agarose 4 0,8 %
puis soumis 4 une migration de 2 heures sous une tension de 120 volts, en tampon TBE 0,1X.
Nous avons procédé de la méme fagon pour I’électrophorése en champ pulsé, mais la
migration a ét¢ réalisée sur un gel Sea Kem a 1 %, pendant 6 heures, sous un champ électrique
de 200 volts (6 volts/cm), avec des pulses de 30 secondes.

Afin de déterminer approximativement Ia taille des plasmides extraits, nous avons fait
migrer 2 marqueurs de PM, le marqueur Raoul (Appligeéne) et le marqueur I (Boehringer
Mannheim), dans les mémes conditions.
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7- Isoélectrofocalisation des béta-lactamases des transconjugants :

7.1~ Principe :

Le point isoélectrique (pI) des béta-lactamases est un paramétre souvent recherché
pour caractériser ces enzymes (Matthew M. ef al., 1975). Comme toutes les protéines, elles
possédent des groupements ionisables et migrent donc, sous Iinfluence d’un champ
¢lectrique, dans un gel de polyacrylamide dans lequel est créé un gradient stable de pH, grice
au mélange de diverses substances amphotéres : les ampholytes, jusqu’au point o le pH est
¢gal & leur point isoélectrique, ou elles s’immobilisent, leur charge nette devenant nulle
(Figure 14).

Figure 14 ; Schéma de Pisoélectrofocalisation.

Base +
Echantillons ." B m m m W ER ®m ®m Anode
et temoins
. Migration
P
Gel de polyacrylamide
renfermant des e ————— Acide -
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(gradient de pH)

7.2- Réalisation pratique :

7.2.1- Extraction des béta-Iactamases :

Apres 18 heures de culture en bouillon TS, les bactéries ont été recupérées par
centrifugation 4 10000 tours / minute, pendant 20 minutes, a 4°C, puis le culot bactérien a été
remis en suspension dans 10 mL d’eau distillée stérile. Afin d’extraire les béta-lactamases
localisées, chez les bacilles & Gram négatif, dans I’espace périplasmique, il est nécessaire de
casser la paroi de ces bactéries & ’aide d’ultrasons (Sonicateur Branson Sonifier 250). Chacun
des ¢chantillons obtenus & partir des transconjugants a ainsi été soumis a une sonication
discontinue, pendant 3 minutes. Aprés centrifugation pendant 30 minutes a 10000 tours/minute,
a 4°C, le surnageant contenant I’extrait brut de béta-lactamase a été aliquoté et congelé a
-20°C.
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7.2.2- Détermination du point isoélectrique des béta-lactamases :

Chaque extrait enzymatique a ¢ét¢ déposé sur des petites bandelettes disposées a
environ 1 ¢cm de [’anode, 4 raison de 5 4 20 pL selon le niveau d’activité enzymatique. Celui-
ci a été apprécié par mesure des diamétres des zones de décoloration obtenues, sous ’action
de la béta-lactamase, 6 heures aprés le dépdt d’un méme volume d’extrait dans les puits d’un
gel & base d’iode et d’amidon, additionné de pénicilline G (Photo 12). Des béta-lactamases de
référence, de pl connus, ont également €té utilisées (Tableau VI, p. 71). L’isoélectrofocalisation
a alors été réalisée en gel de polyacrylamide renfermant des ampholytes permettant la création
d’un gradient de pH de 3,5 4 10, avec une intensité de 45 mA, une puissance de | W et sous

une tension de 220 Volts, pendant une nuit.

La migration des béta-lactamases a alors &t révélée par dépdt d’un gel d’iode,
d’amidon et de benzylpénicilline, dans lequel est apparue, au bout d’un temps variable, une
zone de décoloration, due a Pacidification liée a ’activité catalytique des enzymes vis-a-vis
de I’antibiotique.

Photo 12: Activité enzymatique des béta-lactamases & spectre étendu extraites des
13 transconjugants, évaluée par décoloration d’un gel a base d’iode et d’amidon,

additionné de benzylpénicilline.
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Tableau VI : Béta-lactamases de référence utilisées pour la détermination du point iso-
électrique des béta-lactamases a spectre étendu par isoélectrofocalisation,

Référence Origine Type de béta-lactamase pl
K12 GUERLOT E. coli IRT 2 5,2
K12 PUDyg E. coli TEM-4 59
€600 CTX-1 E.coli TEM-3 6,3
P453 k. coli SHV-1 7,6
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Troisieme partie :

RESULTATS
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1- Répartition des souches de K. pneumoniae étudiées, par prélévements et
par unités fonctionnelles :

1.1- Répartition par prélévements :

Au cours de la période considérée, la majorité des souches de K. pneumoniae
productrices de BLSE (75 %) ont été isolées de prélévements d’urines (Figure 15).

Figure 15 : Représentation des 32 souches de Klebsiellu pneumoniae productrices de
béta-lactamases a spectre étendu, isolées de 1990 a 2001, en fonction du
prélévement d’origine.

Nombre de souches
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O Hémocultures
Selles

O Pus cutanés

1.2- Répartition par unités fonctionnelles :

Certains services hospitaliers sont apparus plus concernés par le probléme de
résistance liée a la production de BLSE, notamment la Rééducation fonctionnelle d’ou
provenaient plus de 41 % des souches (Figure 16, p. 74).

e



Figure 16 : Répartition des 32 souches de Klebsiella pneumoniae productrices de
béta-lactamases a spectre étendu, selon le service d’origine.
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1.3- Répartition annuelle (Figure 17) :

Un grand nombre de souches ont été isolées au début des années 1990, en particulier
en 1991. Une diminution significative a ensuite ¢té¢ observée jusqu’en 1999, ou une
augmentation s’est a nouveau amorcée.

Figure 17 : Répartition des souches de Klebsiella pneumoniae productrices de béta-
lactamases a spectre étendu, par années.
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2- Etude du comportement 4 Pégard des antibiotiques ;

2.1- Sensibilité aux béta-lactamines (Tableau VI, p. 76) :

Le phénotype de résistance aux béta-lactamines des 32 souches de X, preumoniae
retenues ¢tait caractérisé par une résistance aux amino-, carboxy- et uréidopénicillines, ainsi
qu’aux céphalosporines de 1% génération (céfalotine) et par une diminution plus ou moins
marquée de Pactivité des céphalosporines de 3°™ génération (céfotaxime, ceftazidime), des
céphalosporines de 4*™ genération (céfépime, cefpirome) et de I’aztréonam. En revanche,
céphamycines (céfoxitine) et carbapénémes (imipénéme) conservaient leur activité sur ces
souches. De plus, une synergie a pu étre observée entre les béta-lactamines inactivees et les
inhibiteurs de béta-lactamases de type acide clavulanique, I’inhibiteur réduisant de 2 4 8 fois
la valeur de la CMI de I"antibiotique auquel il était associé. Un tel phénotype nous a donc fait
suspecter la production de béta-lactamase a spectre étendu,

Plusieurs variantes du phénotype BLSE ont pu &tre distinguées, en fonction des valeurs
de CMI de céfotaxime, de ceftazidime et d’aztréonam.

Nous avons ainsi pu faire les constatations suivantes :

- seules 3 des 32 souches testées : Kp2, Kp9 et Kpl6, présentaient une résistance a
la fois au céfotaxime et i la ceftazidime ;

- la majorit¢ des souches produisaient une BLSE de type « ceftazidimase »,
hydrolysant de maniére préférentielle la ceftazidime, & 1’exception de la souche
Kp7, dont I'activité était plus prononcée sur le céfotaxime que sur la ceftazidime

- 10 souches étaient de sensibilité intermédiaire vis-a-vis de ces 2 antibiotiques ;

- la souche Kpl2 présentait une résistance 4 la ceftazidime mais restait sensible au
cefotaxime.

La production de BLSE a été détectée par ’automate Vitek2® pour I’ensemble des
souches testées, parfois en association 4 un mécanisme d’imperméabilité de la membrane,
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‘Tableau VII : Concentrations minimales inhibitrices (CMI - mg/L) obtenues pour le
céfotaxime et la ceftazidime, par le systéme Vitek2™ (bioMérieux) et interprétation
correspondante, pour les 32 souches de Klebsiella pneumoniae :

Ceftazidime
Catégorisation

Céfotaxime
Catégorisation CMI

Référence
souche | CM1i

Kp2

Kp9

Kpl6

Kpl

Kp3

Kpd

Kp5

Kpb

Kp8

Kpll

Kpl3

Kpl8

Kpl9

Kp2i

Kp26

Kp28

Kpl0

o

Srendu

Kp23 S rendu I

A
I
|

{

Kp29 S rendu 1

Kp31 Srendu 1

Kpl4 S rendu ]

Kpl5 S rendu 1

Kpl7 S rendu I

Kp22 S rendu |

A

Kp24 S rendu I

Kp30 S rendu I

Kp20

S rendu 1

Srendul

Kp25

S rendu |

S rendu |

Kp32

Kp27

Kp7

Kpl2

I I R R S Y F YT

S rendu

Srendu l

S - sensible ; R : résistant ; I : sensibilité intermédiaire.
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2.2- Sensibilité aux aminosides :

Les différents phénotypes de résistance aux aminosides, observés chez les 32 souches
de K. pneumoniae, sont présentés dans le tableau VIIL

Tableau VIII : Phénotypes de résistance aux aminosides des 32 souches de Klebsiell
pneumoniae.

. ] Nombre de
Phénotypes | Enzymes inactivatrices | G | T | Nt | A souches
Sauvage aucune S{S|S|S 2
GT AAC(3) RIR|S|S 2
AAC(2")

GTNt AAC(3) R [RIJRAL S 3

KTANt AAC(6”) S |RAJRA|RA 23
KTGANt Impermeab:hte ril ® | R | R 9

_ Plusieurs enzymes

G : gentamicine ; T : tobramycine ; Nt : nétilmicine ; K : kanamycine ; A : Amikacine.

AAC : aminoside acétyl-transférase.

Nous avons notamment observé une prédominance du phénotype KTANt, compatible
avec la synthése d’une aminoside acétyltransférase AAC(6°) dont le géne est fréquemment
porté par un plasmide sur lequel il peut étre associé & certains genes codant pour des BLSE.

2.3- Sensibilité aux autres antibiotiques (Figure 18, p.78) :

La majorité des souches étaient résistantes & la tétracycline, ainsi qu’au
chloramphénicol. Pour le cotrimoxazole, leur répartition entre les catégories « sensible »,
« intermédiaire » et « résistante » était plus dispersée.
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Figure 18 : Comportement des 32 souches de Klebsiellu preumoniae, vis-a-vis
du cotrimoxazole, de la tétracycline et du chloramphénicol.
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Les résultats détaillés des antibiogrammes sont rassemblés dans le tableau IX, p.79 a 81.
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3- Mise en évidence de la production de BLSE par techniques phénotypigques
et génotypiques :

3.1- Détection phénotypique :

Les 32 souches dont ’antibiogramme permettait de suspecter la production de
BLSE ont fourni des résultats en accord avec les critéres précédemment indigués, pour
le test de synergie en croix, comme pour le test commercial OXOID, confirmant la

production de ce type d’enzyme.

3.2- Détection génotypique :

Parmi les 32 souches étudiées, la PCR réalisée pour la détection du géne blapm
s’est révélée positive dans 29 cas (Figure 19), suggérant la production par ces souches
d’une BLSE de type TEM, cette positivité n’excluant cependant pas la possible
présence d’une pénicillinase de type TEM-1 ou TEM-2. Pour les souches Kp25, Kp28
et Kp31, pour lesquelles ce géne n’a pas pu ¢tre détecté, la production d’une BLSE
d’un autre type, SHV par exemple, pouvait étre envisagee.

Figure 19 : Exemples du résultat de la détection du géne blarem par PCR, chez 10
souches de Klebsiella pneumoniae (les pistes notées M correspondent au marqueur de

taille, celle notée B, au blanc).
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4- Typage des souches par électrophorése en champ pulsé¢ (ECP) :

L’analyse des pulsotypes obtenus, & 1’aide du logiciel informatique GelCompar®, a
mis en évidence 21 profils différents, constitués chacun de 20 a 30 bandes. Parmi les 32
souches de K. pneumoniae, certaines présentaient des profils identiques ou trés proches,
suggerant leur appartenance 4 un méme clone. Nous avons notamment pu constater
existence d’un clone prédominant, regroupant 18 de ces 32 souches, dont les profils
partageaient plus de 92 % d’homologie. Ce clone, que nous avons nommé par la suite clone
A, s’est propage de 1990 a 1993, période au cours de laguelie les isolements ont été les plus
nombreux. Durant ces années, 4 autres souches, de profils distincts : Kp10, Kpl2, Kpl9 et
Kp22, ont également ét¢ isolées. Au sein du clone A, nous avons cependant pu distinguer 7
sous-types, composes chacun de T & 5 souches, différant les uns des autres par 1 4 2 bandes.

En revanche, parmi les souches détectées les années suivantes, seule la persistance
d’'un petit clone, appelé¢ clone B, composé des 2 souches Kpl9 et Kp31 (isolées
respectivement en 1993 et 2000), a pu étre observée. Les autres souches présentaient chacune,
quant & elles, un profil spécifique.

Ainsi, les 32 souches de K. pneumoniae se répartissaient en 14 types clonaux : clone -
A, clone B, et 12 autres clones, représentés chacun par une seule souche, témoignant de la
grande diversité génétique des souches isolées ces derniéres années, les différents clones
n’apparaissant chacun que sporadiquement.

Les différents profils obtenus sont représentés sur les figures 20, 21 et 22 p.84. La
comparaison de ces profils, & I'aide du logiciel informatique GelCompar”™, nous a permis
d’illustrer les relations génétiques existant entre ces souches, sous la forme d’un
dendrogramine (Figure 23, p.85).
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Figures 20 et 21 : Profil obtenu par électrophorése en champ pulsé, a partir de ’ADN
génomique de 22 souches de Klebsiella pneumoniae, aprés digestion par P’enzyme de
restriction Spel (Les lignes notées M correspondent au marqueur de taille ; la taille des
fragments séparés, exprimeée en kilobases, est indiquée entre les 2 profils).

M1 2 3 4 MS

7 8 M 910 11 M M 12 1314 ISM 1617 1819 M 20 21 22 M

674
361
324
262

206
175

80

Figure 22 : Profil de 10 souches de Klebsiella pneumoniae, isolées de 1994 a 2001 (voir
Iégende des figures 20 et 21).

M 23 24 25 26 M 27 28 20 M 30 31
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32 M

674

262
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Tableau XI: Valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI - mg/L) de
céfotaxime et de ceftazidime et catégorisation clinique correspondante, fournies par
automate Vitek2® (btoMérieux), pour les 13 transconjugants ; comparaison avec les
résultats des souches donatrices de Klebsiella pneumoniae correspondantes.

Références : Céfotaxime Ceftazidime
Trsgnz:s;ljﬁ:;n ts Catégorisation Catégorisation
Zpl : — e
Tc/Kpl
Kp2
Te/Kp2
Kp3
TC/KpB
Kp4 =
Te/Kpd
Kpb
Tci/Kpb =61 160
To/Kpl2 4 S rendu I 4 S rendu |
TeKpl8 | 64 R | 16
Kp23 <=1 Srendul | 64
Tc/Kp23 32 e @
K p24 <=] S rendu 1 16 el
Te/Kp24 <=] S rendu 1 4 S renduy I
Kp25 4 S rendu I 4 S rendu 1
Tce/Kp25 <=1 S
Kp29 <=1 S rendu [
Tco/Kp29 <=] S rendu |
Kp30 2 S rendu 1 6 .
Tc/K p30 <=1 S rendu I 8 R
Kp32 2 S rendu 1 4 S rendu 1
Te/Kp32 8 R 4 S rendu I

11 est surprenant de constater que les BLSE acquises par les transconjugants obtenus
a partir des souches de K. preumoniae issues du clone A (Te/Kpl a Te/Kp4, Te/Kpb et
Tc/Kpl18) ont une activité plus marquée sur le céfotaxime que sur la ceftazidime, a
I’inverse de ce qui était observé chez les souches donatrices.
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5.1.2- Mise en évidence de la production de BLSE ;

Pour I’ensemble des transconjugants, le systdme expert de automate Vitek2®
indiquait la présence d’une BLSE, a ’exception de Te/Kp25, pour lequel 1’expertise concluait
a la production d’une pénicillinase. Afin de confirmer I’acquisition de BLSE, nous avons eu
recours aux méthodes phénotypiques de détection, précédemment évoquées et utilisées pour
les souches donatrices.

1) Test de synergie en croix

Pour la majorité des transconjugants, I'image typique de synergie en « bouchon de
champagne » n’a pu étre observée, lorsque les disques étaient éloignés de 20 mm [’un de
I"autre, du fait de Iimportant diameétre des zones d’inhibition persistant autour des disques de
céphalosporines ou d’aziréonam. Pour certains, clle a pu étre obtenue grice & un espacement
plus important des disques.

2) Test OXOID :

Pour I’ensemble des transconjugants, ce test s’est avéré positif pour au moins un des
trois couples d’antibiotiques utilisés (selon les critéres précédemment indiqués), confirmant
PPacquisition d’une béta-lactamase a spectre étendu, lors du transfert,
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5.1.3- Etude du pI des BLSE acquises par les transconjugants :

Les béta-lactamases de type TEM présentant un point isoélectrique acide, alors que
celui des béta-lactamases de type SHV est basique, nous avons cherché a caractériser les
enzymes acquises par les transconjugants, par isoélectrofocalisation.

Les résultats obtenus sont présentés figure 24 et tableau XII.

Figure 24 : Résultats de Disoélectrofocalisation des béta-lactamases a spectre étendu
extraites des 13 transconjugants (I’identification des transconjugants, ainsi que la valeur des
points isoélectriques des souches de référence utilisées, sont indiquées a la base de

I’illustration).

pl des BLSE de référence

Tableau XII : Point isoélectrique des béta-lactamases A spectre étendu extraites A partir
des 13 transconjugants.

Tr . Clone d’appartenance de la pl de la BLSE
ransconjugant : ; y
souche donatrice (valeur approximative)
Te/Kpl - A 6,3
Te/Kp2 A 6,3
Te/Kp3 A 6,3
Te/Kpd A 6,3
Te/Kpb ) A 6,3
Te/Kpl2 X 6,3
Te/Kpl8 A 6,3
Te/Kp23 X 6,5
Te/Kp24 X 6,5
Te/Kp25 X 7,6
Te/Kp29 X 5,2
Te/Kp30 X 6,3
Tc/Kp32 X 5,9

<00



On remarque que les transconjugants obtenus & partir des souches de K. preumoniae
appartenant au clone A ont acquis une BLSE de pi proche de 6,3, évoquant une enzyme de
type TEM-3, premiére BLSE décrite au milieu des années 1980, en France. En revanche, les
souches de K. preumoniae isolées les années suivantes, dont nous avons précédemment
souligné la tres grande diversité génétique, ont transmis des BLSE de pl trés divers.

5.1.4- Séquencage du géne blarey codant pour la BLSE extraite du
transconjugant Tc/Kp2 :

Afin d’identifier la BLSE acquise par les 6 transconjugants obtenus a partir des
souches de K. preumoniae du clone A, nous avons procédé, aprés amplification, au
séquengage du gene blatev de 'un d’entre eux: Te/Kp2, 4 'aide des primers TEM-A a
TEM-F (Cf p.60). Nous avons pu constater que ce gene présentait 100 % de similitude avec
le géne codant pour I’enzyme TEM-3, confirmant ainsi la production de cette enzyme par le
transconjugant étudié, résultat par conséquent conforme a celui de 1’isoélectrofocalisation.
Pour les 5 autres transconjugants, dont la BLSE présentait le méme pl que celle détectée chez
Tc/Kp2, la production de cette méme enzyme était vraisemblable.

v

5.2- Transfert de la résistance aux aminosides :

Au cours des expériences de conjugaison, parmi les 13 souches de X. prneumoniae
ayant permis ’obtention de transconjugants, la résistance aux aminosides n’a ét¢ transférée
que par 5 des 12 souches donatrices qui s avéraient de sensibilité intermédiaire ou résistantes
aux aminosides (Kp12, Kp23, Kp24, Kp29 et Kp32). Aucune des 6 souches résistantes issues
du clone A n’a transmis cette résistance a la souche receptrice.

5.3- Transfert de la résistance aux autres familles d’antibiotiques (Figure 25,
p. 92 et Tableau XHI p. 93) :

Observée chez 9 des 13 souches donatrices, la résistance au chloramphénicol a
toujours été transmise a la souche réceptrice, a I’exception de la souche Kp18.

En revanche, parmi les 8 souches donatrices résistantes a la tétracycline, seules les
souches Kp4 et Kp24 ont transmis cette résistance a la réceptrice.

Les transconjugants Tc/Kpl2, To/Kp23 et Tc/Kp29 ont également acquis la résistance

au cofrimoxazole que présentaient les souches donatrices correspondantes, tandis que la
souche Kp18, de sensibilité intermédiaire, n’a pas transmis cette résistance.
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6- Profils de restriction plasmidique :

L’extraction de ’ADN plasmidique des transconjugants, supposé de grande taille, a
été initialement réalisée 4 ’aide du kit Nucleobond® BAC 100 (Macherey-Nagel, Germany),
destiné a ’extraction de gros plasmides, de taille généralement supérieure a 150000 pb. Les
résultats de la migration par électrophorése en champ pulsé de ces plasmides, sous forme
native et aprés digestion par les enzymes de restriction FcoRI, Pvull, Clal et Pstl, sont
représentés sur les figures 26 et 27.

Figure 26 : Profils de restriction de PADN plasmidique extrait du transconjugant
Te/Kpl, aprés migration par électrophorése en champ pulsé (Les pistes M,
et M, correspondent respectivement aux marqueurs de taille A/HindIlf ou
My et Raoul. Les pistes 1 et 4 correspondent au plasmide non digéré, les
pistes 2 et 6 au plasmide digéré par EcoRI et les pistes 3 et 5, au plasmide
digéré par Pst).

23130
9416
6557
4361

2322
2027

A4 A4hs

Figure 27 : Profils de restriction de ’ADN plasmidique extrait des transconjugants
Te/Kpl2 (pistes 1, 2, 3, 4 et 5) et Te/Kp32 (pistes 6, 7, 8, 9 et 10), digéré par
les enzymes EcoRl, Pvull, Cial et Pstl, obtenus aprés migration par
électrophorése en champ pulsé,

My 1 2 3 4 5M67 89210M,
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Chez la majorité des transconjugants, en particulier I’ensemble des transconjugants issus
des souches de X. pneumomae appartenant au clone A, la taille des plasmides extraits a 1’aide
du kit Nucleobond®, bien que non évaluée de maniere précise, nous a semblé plus petite que
celle des plasmidcs auxquels ce kit est destiné. Aussi, nous avons eu recours, pour ces
transconjugants, a une autre méthode d’extraction, habituellement plus adaptée aux plasmides
de petites tailles ; fa méthode d’Ish-Horowicz, Les plasmides extraits des transconjugants
Tc/Kpl2 et Tc/Kp32 (Figure 27, p. 94), qui avaient acquis, en plus de la résistance aux béta-
lactamines, une résistance a d’autres familles d’antibiotiques, présentaient, quant 4 eux, une
taille plus élevée, nous ne les avons donc pas réextraits par cette derni¢re méthode. On
observe notamment sur la piste 6 de la figure 27 p.94, correspondant a I’ADN plasmidique du
transconjugant T¢/Kp32 non digéré, la présence d’une bande proche du puits de migration,
évoquant un plasmide de grande taille.

L’extraction des plasmides acquis par les transconjugants obtenus a partir des souches
de K. preumoniae appartenant au clone A, par la méthode d’Ish-Horowicz, nous a
effectivement permis d’obtenir de meilleurs résulfats. Les fragments non digérés et digérés
par les mémes enzymes que précédemment, ont été comparés, aprés migration pendant deux
heures, par électrophorése conventionnelle en gel d’agarose a 0,8 %, sous une tension de 120
volts. Aprés révélation par une solution de bromure d’éthidium et lecture sous UV, nous
avons pu observer la présence, chez I'ensemble de ces transconjugants, d’un plasmide de
méme taille, qui présentait, aprés coupure par les diverses enzymes de restriction, Pvull, Clal
et Pstl, les mémes proﬁls (Figures 28 et 29, p.96), confirmant I’acquisition par ces
transconjugants d’un méme plasmide. Par ailleurs, nous avons pu constater que, contralrement
a ce que suggéraient les résultats precedemment obtenus avec le kit Nucleobond®, la taille de
ces plasmides ¢tait tout a fait comparable & celle des plasmides porteurs d’un géne codant
pour une BLSE, habituellement décrits dans la littérature. En effet, les profils mettaient en
évidence plusieurs bandes situées au dessus du marqueur II, dont la bande la plus élevée est a
23000 pb.

Figure 28 : Résultats de Pélectrophorése de PADN plasmidique des transconjugants
obtenus A partir des souches de Klebsiella preumoniae appartenant au clone
A, sous forme native (pistes de gauche) et aprés digestion par ’enzyme de
restriction Pvull (pistes de droite).

My 1+ 2 3 4 6 18 M, I 2 3 4 6 18
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Figure 29 : Profils de restriction des plasmides extraits des transconjugants obtenus a
partir des souches de Klebsiella pneumoniae appartenant au clone A, apres
digestion par les enzymes Clal et Pstl.

1 2 3 4 6 18 M; 1 2 3 4 6 18 M;
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Quatriéme partie :

DISCUSSION
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La résistance transférable aux céphalosporines de troisiéme genération par production
de béta-lactamases & spectre étendu, constitue un probléme largement répandu dans le monde
entier. Ces enzymes, initialement décrites chez des souches de X. preumoniae (Knothe G. P.
ef al., 1983) ont ensuite ét¢ détectées chez de nombreuses autres espéces d’entérobactéries, en
particulier Enterobacter aerogenes (Arpin C. et al., 1996, Neuwirth C. ef al., 1996, Pitout J.
D. D. er al, 1998, Tzelepi E. et al., 2000) et, actuellement, Providencia stuartii, De
nombreuses souches de X, preumoniae productrices de BLSE ont été assocides a des
¢pidémies d’infections nosocomiales, partout dans le monde (Brun-Buisson C. ef af., 1987,
Meyer K. S. et al., 1993, Lucet J. C. et al., 1996, Pefia C. er al., 1998).

Leur dissémination peut impliquer [Passociation de plusieurs mécanismes
propagation de souches épidémiques (Gniadkowski M. ef al., 1998), de génes plasmidiques
(Rice L. B. et al., 1990, Petit A. et al., 1990) ou d’autres génes de résistance (Essack $.Y. er
al., 2001). Les investigations concernant cette dissémination nécessitent donc de disposer de
marqueurs permettant de différencier ces mécanismes et les risques potentiels qui s’y
rapportent,

Afin de comparer les 32 souches de X, pneumoniae sclectionnées au cours de Ia
periode 1990-2001, au CHU de Nantes, et de déterminer le degré de relation clonale existant
cventuellement entre elles, nous les avons sounises 4 un typage par électrophorése en champ
pulsé, technique largement utilisée pour de nombreuses espéces bactériennes (Goering R. V.,
1993). Notre étude a confirmé Iintérét de cette méthode, a 1a fois reproductible, discriminante
2t relativement facile 4 interpréter (Gouby A. ef al., 1994, Gori A. er al., 1996), qui permet la
nise en évidence de nombreuses épidémies bactériennes ot participe & leur controle. Ce
Yypage a révélé "existence d’un clone bactérien, rassemblant 18 des 32 souches étudiées, qui
t persisté de 1990 & 1993, pour disparaitre ensuite. La comparaison des profils de
nacrorestriction de ces 18 souches a en effet montré des profils trés proches les uns des
atres, ne différant parfois que par une a deux bandes, en raison d’événements génétiques
I¢atoires ayant modifi¢ le nombre de sites de restriction présents sur I’ ADN chromosomique
actérien (Tenover F. C. er al., 1995, Tenover I, C. ef al., 1997). Au cours de cette période,
I ne peut cependant pas évoquer de réelle épidémie d’infections 4 K- preumoniae productrices
¢ BLSE, les différentes souches n’ayant pas ¢t6 isolées 4 des dates trés rapprochées,

Cette dissémination clonale contraste avec la grande diversité génétique observée pour
s souches isolées les années suivantes. La grande hétérogénéité des profils obtenus témoigne
e 'absence de dissémination d’une souche résistante parmi les patients hospitalisés & cetie
criode et exclut la possibilité d’une source commune de contamination. Seuls les profils des
ouches Kp19 et Kp31, isolées respectivement en 1993 et en 2000, partageaient 98 % de
militude, démontrant la possibilité de persistance, sur plusieurs anndes, d’un petit clone
apparition sporadique.

Les raisons pour lesquelles ces clones ne son{ pas parvenus & se maintenir oy a
sséminer dans D’environnement hospitalier demeurent inconnues, méme si quelques
potheses peuvent étre envisagées.

D*une part, le renforcement des mesures d’hygiéne mises en place, afin de lutter
ntre la dissémination des bactéries multirésistantes (Brun-Buisson C. ef al., 1992, Avril .

el al., 1998), peut expliquer le fait que ces souches ne se transmettent plus que trés
ement d’un patient & un autre et que les clones ne se maintiennent plus de maniére
démique dans 1’environnement hospitalier. En effet, dans la majorité des cas, la
nsmission des bactéries multirésistantes a partir des patients porteurs est due au
nuportage, par le personnel médical ou paramédical (Casewell M.W. ef al., 1977, McKee
T. et al., 1982), ou bien implique des supports inerfes contaminés (stéthoscopes, brassards
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a tension, thermométres...) (Gaillot O. ef al., 1998). Le risque de transmission est donc
directement li¢ & la fréquence des contacts avec les patients porteurs. Cela peut notamment
expliquer que le plus grand nombre de souches ait été relevé en Rééducation fonctionnelle on
les patients, particuliérement dépendants, nécessitent une charge élevée en soins, augmentant
le risque de transmission croisée dans le service. En effet, il y est largement fait appel 4 des
techniques médicales et paramédicales pour lesquelles le contact, Ia mobilisation directe sont
quotidiennement utilisés, dans un but thérapeutique ou simplement de confort (kinésithérapie,
ergothérapie, psycho-motricité, orthophonie...). Cela rend plus difficile que dans d’autres
services I’ application des mesures de protection, d’isolement et d’hygiéne, nécessaires dans la
lutte contre les infections nosocomiales (Collége de Bactériologie-Virologie-Hygiéne du
Centre Hospitalier Universitaire de Paris, 1998, Branger B. ef al., 2000). Par ailleurs, les
patients qui y sont admis sont adressés par des unités, services ou établissements hospitaliers
trés divers (Réanimations, médicale ou chirurgicale, services de Chirurgie, Orthopédie,
Traumatologie ou de Neurologic), d’ou provenaient diverses autres souches de notre ¢tude.
De méme, ils sont souvent amenés 3 se rendre 2 des consultations dans d’autres unités,
notamment en Urologie, et & circuler dans le service ot leur séjour est geéncralement de longue
durée. Cela favorise aussi les échanges de micro-organismes d’un patient 4 un autre, dans la
chambre d’un résidant infecté ou dans les locaux communs (salle & manger, plateau technique,
piscines...) et d’un service 4 un autre. Ainsi, nous avons pu constater que les souches
appartenant au clone mis en évidence de 1990 4 1993 avaient &t isolées dans divers services
entre lesquels les patients avaient pu transiter : Urgences médicales, Réanimation médicale,
Traumatologie, Urologie, Rééducation fonctionnelle.

Compte tenu de la rareté d’isolement de souches productrices de BLSE en milieu
communautaire, I’observation de plusieurs souches provenant des Urgences médicales ou
pediatriques nous a conduit 4 nous interroger sur une éventuelle hospitalisation antérieure des
patients, au cours de laquelle de telles souches multirésistantes auraient pu &tre acquises.
Plusieurs enquétes nationales ont montré que 25 & 40 % des patients porteurs de bactéries
multirésistantes dés leur admission avaient, en fait, été colonisés lors d’une hospitalisation
antéricure (Cattoen C. ef af., 1994, Hopital propre 11, rapport d”¢tudes, 1997),

L’attention s’est portée, ces derniéres années, sur Pintérét de isolement technique des
patients porteurs de bactéries multirésistantes afin d’éviter la dissémination de ces souches.
Quelques mesures simples & mettre en oeuvre peuvent y contribuer : lavage antiseptique des
mains, désinfection des mains non souillées avec une solution hydro-alcoolique, port de gants
a usage unique, port de surblouse, masques, lunettes.... Associé 4 cef isolement technique,
Iisolement géographique des patients chez lesquels sont isolées des souches productrices de
BLSE contribue également & en limiter la propagation. I se fait en chambre individuelle ou, a
défaut, en regroupant les patients porteurs d’une méme souche résistante. Le respect de toutes
ces mesures de précautions et d’hygiéne a certainement contribué a la raréfaction des
transmissions croisées que ’on pouvait observer, dans ces mémes services, il y a une dizaine
d’annces. Cependant, ces régles ne sont pas toujours faciles & appliquer ; le principe méme
des établissements de soins de suite et de réadaptation, qui sont des lieux de circulation et
d’échanges, est plutdt contradictoire des impératifs d’isolements.

Dans un autre domaine, des évolutions dans les politiques d’antibiothérapie mises en
ceuvre au cours des derniéres années ont également pu contribuer 4 modifier I’épidémiologie
des BLSE. Ainsi, ce n’est que trés peu de temps aprés la mise sur le marché des
céphalosporines de 3*™ génération quont ét¢ détectées les premiéres BLSE inactivant ces
antibiotiques. Aujourd’hui, nombreux sont ceux qui plaident pour un usage plus rationnel des

-99 .




antibiotiques, tant sur les plans qualitatif que quantitatif, afin de réduire la pression de
sélection qu’ils exercent (Jarlier V. ef af., 1988).

Enfin, la plus ou moins grande aptitude de dissémination des souches de
K. pneumoniae en fonction du clone auquel elles appartiennent, ou bien de transmission de
leur BLSE en fonction du type d’enzyme qu’elles produisent, sont d’autres hypothéses
envisageables. Des études ont souligné la responsabilité¢ de certains clones ou de certains
plasmides susceptibles de circuler entre différents clones, dans des épidémies d’infections a
K. preumoniae productrices de BLSE, rencontrées en milieu hospitalier (Arlet G. ef al., 1994,
Bradford P. A. er al., 1994, Barroso F. ef al., 2000, Fiett I, er al., 2000), sans pouvoir
réellement I'expliquer. Une situation plus complexe, impliquant 4 la fois plusicurs clones et
différentes enzymes, a également ét¢ démontrée (Essack S. Y., 2001, Gniadkowski M. ef ai.,
1998). La pression de sélection exercée par les antibiotiques prescrits dans les différents
établissements hospitaliers (en particulier les céphalosporines de 3™ génération), ainsi que
I"importance de leur prescription, contribuent peut-&tre a ’émergence et & la propagation de
certains clones producteurs d’une BLSE hydrolysant de maniére préférentielle I’antibiotique
prescrit, qui se substituent progressivement aux flores sensibles, ainsi qu’a la stabilité des
plasmides porteurs des génes codant pour ces enzymes. De plus, I’association de plusieurs
antibiotiques, en particulier d’une céphalosporine de 3™ génération et d’un aminoside,
fréquemment prescrite dans des infections sévéres, pourrait favoriser la survie et la
dissémination, dans I’environnement hospitalier, des bactéries hébergeant un plasmide
conjugatif codant pour la résistance associée a ces antibiotiques. Ainsi, il semble que Jes
souches clonales isolées 2 Nantes de 1990 & 1993 se soient facilement propagées au cours de
cette période, puis ce clone aurait disparu pour laisser la place 4 d’autres clones d’apparition
plus occasionnelle, peut-&tre moins transmissibles ou moins sélectionnés. Par ailleurs, nous
avons constaté la réapparition, aprés plusieurs années, du clone B auquel appartenaient la
souche Kp19, isolée en 1993, et la souche Kp31, isolée 7 ans plus tard.

Notre attention s’est surtout portée, dans la suite de cette étude, sur fes 18 souches de
K. pneumoniae issues du clone A, dont nous avons d’abord comparé les profils de résistance
aux antibiotiques puis, dans un second temps, les capacités a transmettre la BLSE qu’elles
produisaient, ainsi que d’éventuels autres génes de résistance. Enfin, nous avons comparé les
BLSE, ainsi que les plasmides acquis par les transconjugants obtenus.

Le résultat des antibiogrammes de ces 18 souches a révélé qu’elles partageaient le
méme phénotype de résistance vis-a-vis des béta-lactamines, de type « ceftazidimase », ainsi
que vis-a-vis des aminosides. En effet, elles présentaient chacune une résistance a la
tobramycine et & "amikacine, mais une sensibilité conservée & la gentamicine, phénotype
compatible avec la production d’une aminoside acétyltransférase AAC(6°), fréquemment
associée 4 la production d’une BLSE. De méme, ces 18 souches étaient résistantes aux
fluoroquinolones testées (ciprofloxacine et ofloxacine), ainsi qu’a la tétracycline (3 1’exception
de la souche Kp5).

De fagon surprenante, nous avons constaté que seules 6 des 18 souches de ce clone,
avaient transféré leur BLSE 4 la souche réceptrice. La caractérisation des BLSE acquises par
les transconjugants issus de ces 6 souches, par technique d’isoélectrofocalisation, a révélé
qu’elles présentaient toutes un pl proche de 6,3, suggérant le transfert d’une méme enzyme.
Cette valeur de pl correspond 4 celle de ’enzyme TEM-3, 4 laquelle nous avons pu identifier
la BLSE en cause, aprés extraction a partir du transconjugant Tc/Kp2 choisi comme
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représentant de ’ensemble des transconjugants obtenus 4 partir des souches de Klebsiella
preumoniae appartenant au clone A. L’enzyme TEM-3 est la premiére béta-lactamase a
spectre étendu décrite en France, au milieu des années 1980. Il n’est donc pas surprenant
qu’elle ait été majoritairement détectée a Nantes, au début des années 1990, Isolée au CHU de
Clermont-Ferrand, en 1984 (Sirot D. et al., 1987), elle fut initialement dénommée CTX-1, du
fait de sa grande activité hydrolytique sur le céfotaxime (ce que nous avons effectivement pu
observer sur I’antibiogramme des fransconjugants), puis renommée TEM-3, aprés avoir
constaté qu’elle dérivait de I'enzyme TEM-2, par mutation (Sougakoff W. er al., 1988).
TEM-3 est codée par un plasmide transférable, ce qui a favorisé sa dissémination & plusieurs
espéces et genres bactériens, d’ot son implication dans de nombreuses épidémies d’infections
nosocomiales (Brun-Buisson C. ef al., 1987, Kitzis M. D, ef al., 1988, Sirot J. ef al., 1988).
Contrairement a ce que nous avons pu observer, plusicurs études dont celle réalisée par Petit
ef al. en 1990, ont mis en évidence le transfert de cette enzyme, par conjugaison bactérienne,
pour ’ensemble des souches étudiées. Les raisons pour lesquelles les 18 souches de notre
étude, pourtant génétiquement trés proches, n’avaient pas toutes le méme potentiel a
transmettre leur BLSE n’ont pas été €lucidées au cours de ce travail. Cependant, la
confirmation de ces résultats 4 1’aide d’une autre méthode de conjugaison, notamment la
conjugaison en milieu liquide, serait nécessaire afin de s’assurer de la réelle absence de
transfert de la BLSE produite par les 12 autres souches de ce clone, d’autres conditions de
contact entre les souches donatrice et réceptrice pouvant peut-étre faciliter ce transfert.

Un autre fait surprenant était I’absence de résistance associée aux aminosides, chez les
transconjugants obtenus & partir de ce clone, suggérant que celle-ci n’était pas codée par le
méme plasmide. Or, il est communément admis que les génes codant pour les BLSE et les
génes codant pour Iinactivation enzymatique des aminosides, du chloramphénicol, de la
tétracycline et du cotrimoxazole sont souvent localisés sur les mémes plasmides de grande
taille. Chez les souches donatrices de ce clone, les génes codant pour les résistances observées
aux béta-lactamines et aux aminosides étaient peut-&tre portés par des plasmides distincts,
dont seul celui codant pour la BLSE aurait été transmis, lors des expériences de conjugaison.
En revanche, la cassure, au cours du transfert, d’un éventuel plasmide porteur du géne codant
pour Penzyme TEM-3 et d’autres génes de résistance, responsable d’un transfert partiel de
ceux-ci, est peu probable,

Ces constatations nous ont conduit a réaliser I’extraction des plasmides acquis par les
transconjugants, afin d’estimer leur taille, de comparer leurs profils de restriction enzymatique,
et de déterminer le lien entre ces plasmides et les enzymes de résistance pour lesquelles ils
codaient.

L’extraction des plasmides est une technique d’autant plus délicate que leur taille est
importante, rendant plus difficile leur séparation du chromosome bactérien. Des colonnes
échangeuses d’anions NUCLEOBOND ont été utilisées, dans un premier temps. Afin d’éviter
leur saturation par une densité bactérienne trop forte, une optimisation des conditions de
culture s’est avérée nécessaire : I'utilisation d’une culture en phase stationnaire de croissance
nous a semblé favorable & Iobtention de bons résultats, La lyse alcaline utilisée pour
I’extraction a également nécessité une optimisation de plusieurs paramétres susceptibles de la
perturber. Malgré cela, les difficultés de cette technique expliquent que nous n’ayons pas
toujours obtenu des résultats trés satisfaisants.

Apres extraction, les plasmides ont été soumis 4 une digestion par diverses enzymes de
restriction (Pvull, Clal et Psfl), puis & une migration, sous forme native et sous forme digérée,
par €lectrophorése en champ pulsé et électrophorése conventionnelle. L utilisation d’enzymes
de restriction, qui permettent d’uniformiser les fragments obtenus a partir des trois différentes
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formes moléculaires sous lesquelles peut se présenter un plasmide (formes surenroulée,
reldchée ou linéaire), facilite I'interprétation des profils plasmidiques. De plus, ces enzymes
permettent de différencier des plasmides de taille identique mais présentant des séquences
différentes, en les coupant en fragments qui différent par leur nombre et leur taille.

L’analyse des profils de restriction obtenus nous a alors permis de constater que
Pensemble des transconjugants obtenus 4 partir des souches du clone A avaient acquis un
plasmide de méme taille qui, aprés digestion par les enzymes Psfl, Pvull et Clal, présentait le
méme profil de restriction. Ces plasmides présentaient une faille comparable 4 celle des
plasmides codant pour I’enzyme TEM-3 habituellement décrits dans la littérature. En effet,
certaines ¢tudes, au cours desquelles avait cependant pu étre observé un transfert associé de la
résistance a d’autres familles d’antibiotiques (Petit A. ef a/., 1990), notamment aux
aminosides, avaient mis en évidence la dissémination d’un plasmide de 85 kb, dénommé
pCFF04, ce qui semble correspondre & ’ordre de taille des plasmides mis en évidence chez
ces transconjugants, bien que celle-ci n’ait pas été évaluée de maniére précise.

A coté des difficultés de la technique, ’interprétation de ces profils de restriction
plasmidique se heurte & plusieurs difficultés : les plasmides ne constituant pas une partie
stable du génome bactérien ne sont pas nécessairement de bons indicateurs de dissémination
d’une souche. En effet, le contenu plasmidique d’une souche peut varier au cours du temps,
par perte ou acquisition de plasmides. De plus, la structure d’un plasmide peut aussi varier au
cours du temps, du fait de son organisation modulaire, comportant des éléments transposables
qui peuvent étre perdus ou acquis. Ainsi, des souches génétiquement liées peuvent perdre des
plasmides instables et présenter des profils plasmidiques différents. A I’inverse, des souches
non relices génétiquement peuvent posséder les mémes plasmides, acquis sous la pression de
I’environnement.

Les méthodes phénotypiques et génotypiques mises en ceuvre au cours de ce travail
ont toutes confirm¢ ’existence, au début des années 90, d’un clone de K. preumoniae
producteur d’une BLSE de type TEM-3, ayant persisté dans ’environnement hospitalier
pendant environ 3 ans, puis d’une trés grande diversité des souches productrices de BLSE,
isolées depuis I’extinction de ce clone.

La détection de ce type de souches par le laboratoire de Microbiologie, parfois délicate
lorsque la résistance s’exprime & bas niveau, est absolument capitale, puisqu’elle permet la
notification rapide de celle-ci & I’équipe soignante et la signalisation des patients porteurs de
souches productrices de BLSE dans le service d’hospitalisation, afin que ’ensemble des
acteurs de soins prennent les précautions nécessaires lors de la prise en charge de ces patients,
afin d’¢éviter la transmission de ces bactéries.

- 102 -



CONCLUSION

- 103 -




hY

Depuis la description initiale des béta-lactamases & spectre étendu, au début des
annces 1980, peu de temps aprés I’introduction des céphalosporines de troisiéme génération,
P'incidence des souches de K. pneumoniae productrices de BLSE n’a cessé d’augmenter.
Essentiellement rencontrées en milieu hospitalier, ot elles peuvent é&tre & I’origine
d’infections nosocomiales, ces souches sont largement répandues dans le monde entier. La
transmission potentielle des BLSE entre bactéries de méme espéce ou d’espéces différentes,
par divers mécanismes de transferts génétiques, en particulier la conjugaison bactérienne,
possible du fait de leur support essentiellement plasmidique, ainsi que leur association sur ces
plasmides a d’autres génes de résistance, notamment aux aminosides, au chloramphénicol ou
a 1’association triméthoprime-sulfaméthoxazole, en font un réel sujet de préoccupation. En
effet, leur dissémination entraine I’émergence de bactéries multi-résistantes, limitant ainsi les
possibilités thérapeutiques.

La compréhension des mécanismes de dissémination des souches productrices de
BLSE n’est pas toujours aisée. Elle suppose la connaissance de quelques notions de génétique
bactérienne, ainsi que la disponibilité de marqueurs épidémiologiques, phénotypiques et
surtout genotypiques. L’électrophorése en champ pulsé, associée & I’analyse des profils de
restriction plasmidique, constitue un bon outil d’investigation de ces souches. Elle permet
ainsi de déterminer les relations clonales existant entre des souches isolées au cours d’une
période déterminée et, en cas d’épidémie, de savoir si celle-ci est liée a la dissémination d’une
souche et /ou & la dissémination d’un géne mobile porié par un plasmide, un transposon ou un
intégron, ainsi que de déterminer le réservoir et les voies de transmission.

Jusqu’a ces derniéres années, K. pneumoniae représentait, parmi 1’ensemble des
entérobactéries, Pespéce productrice de BLSE la plus souvent rencontrée. Aujourd’hui, de
nombreuses autres espéces d’entérobactéries sont susceptibles de produire ces enzymes,
notamment E. gerogenes qui est devenue I’espéce productrice de BLSE prépondérante, Méme
si les staphylocoques dorés résistants a la méticilline (SARM) constituent le principal
probleme, en terme de bactéries multirésistantes (BMR), dans la plupart des pays européens,
le probleme de la résistance des bacilles & Gram négatif aux céphalosporines de 3°™
géncration est également commun & de nombreux pays européens et les BLSE font partic des
programmes de maitrise des BMR dans les hopitaux frangais. La lutte efficace contre
I"émergence et la dissémination de ces résistances passe par une prescription rationnelle des
antibiotiques, par un dépistage des résistances de bas niveau, potentiellement redoutables, et
par le respect des mesures de précautions et d’hygiéne, permettant de limiter la dissémination
de ces souches.
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